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DOGAL Lactobacillus plantarum iZOLATLARININ GIDA GUVENLIGI VE
AROMATIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

(DOKTORA TEZI)
Yusuf ALAN

OZET

Bu c¢alismada, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden rastgele toplanan dogal tursu
orneklerinden izole edilen Lactobacillus plantarum izolatlar1 biyokimyasal ve molekiiler
yontemlerle tanimlanmigtir. Molekiiler tanimlama recA gen dizisi ve 16S rRNA
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu metodu ile yapilmistir. Tanimlanan 63 L.
plantarum izolatinin plazmit DNA izolasyonlari yapilmis, tiim izolatlar igerisinde L.
plantarum’larin 74 farkli plazmit tasidig belirlenmistir. izolatlarda antibiyotik direngliligi
ortaya koymak iizere; penicillin, eritromisin, amikasin, rifampisin ve trimethhoprim
antibiyotikleri kullanilmistir. Izolatlarin en fazla direngliligi amikasin (%92)’e gosterdigi,
trimethhoprim (%98)’e kars1 ise duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Antibiyotik direng
ozelliklerinin, izolatlarin plazmit igerigi ile dogrusal bir iliskisi tespit edilememistir. Izole
edilen L. plantarum 3 farkli biyojen amin (putresin, kadaverin, histamin) tiretme 6zellikleri
3 farkli amino asit (lizin, histidin, ornitin) ekli besi ortaminda incelenmis L. plantarum
izolatlarinda 115-1332 mg/1t oraninda biyojen amin iirettigi tespit edilmistir. izole edilen L.
plantarum’lar 5 farkli aromatik madde (format, piirivat, laktat, etanol ve 2,3-biitandiol)
uretme Ozellikleri incelenmis, Arastirma bulgularina gore, Tiirkiye genelinden toplanan
dogal tursu orneklerindeki mikroorganizmalarin gida kalite ve giivenligi agisindan risk
etmeni tasiyabildigi, gidalarda kullanilacak kiiltiirlerin kalite ve gilivenlik saglama adina

teyitlerinin yapilmasimin gerekli ve yararli olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri, Starter Kiiltiir, Lactobacillus plantarum,
Molekiiler Tanimlama, Plazmit Igerigi, Antibiyotik Direnglilik, Biyojen Amin Uretimi,
Aromatik Madde.
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INVESTIGATION OF AROMATIC AND FOOD SAFETY PROPERTIES IN
NATURAL Lactobacillus plantarum ISOLATES

(PhD THESIS)
Yusuf ALAN
SUMMARY

In this study, Lactobacillus plantarum species isolated from natural pickle samples
that randomly collected from different region of Turkey and then identified by using
chemical and molecular methods. The molecular identification, using recA gene index and
16S rRNA has done by method of polymerase chain reaction. The isolation plasmid DNA
of the identified 63 L. plantarum species carried on, and among the all isolates the L.
plantarum containing 74 several of plasmids determined. In order to reveal of antibiotic
resistance of isolates, the penicillin, erythromycin, amikacin, rifampicin and trimethoprim
used. It was found that in isolated species has high resistance toward to amikacin (92%)
but less resistance has been determined towards trimethoprim (%98). There is not any
linear correlations were found between antibiotic resistance and plasmid contents of
isolated species. 3 different biogenic amines (putrescine, cadaverine, histamine) production
of isolates were examined in three different amino acid (lysine, histidine, and ornithine)
containing medium. Biogenic amines production of L. plantarum species was found to be
115-1332 mg/It respectively. 5 different aromatic substances (formate, pyruvate, lactate,
ethanol and 2,3-butanediol) production of isolates were examined. According to the results,
isolated microorganism from traditional pickles samples which are collected from different
region of Turkey may carry risk factors for food quality and safety. Thus, in food industry
before using them, confirmation of the quality and safety of cultures will be necessary and

useful.
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Aromatic Substances.
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1. GIRIS

Gida maddelerini uzun siire saklayabilmek, az ya da hi¢ bulunmadiklar1 yer ve
zamanlarda bu iirtinlerden yararlanabilmek i¢in kullanilan muhafaza yontemleri arasinda
tursu yapimmi yer almaktadir. Tursu, sebze ve meyvelerin belli konsantrasyonlarda tuz
iceren salamura veya kendi 6z sulari i¢inde laktik asit bakterileri tarafindan fermente
edilmesiyle olusan, laktik asit ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu dayaniklilik

kazanan bir tiriindiir (Aktan ve ark., 1998).

Tiirk Standartlar Enstitiisii (TSE) tursuyu, sirke ve/veya salamura i¢indeki laktik asit
fermentasyonu ile veya sulandirilmis asetik asit ig¢inde bekletilerek ¢esni ve katki

maddeleri ilavesiyle elde edilen iiriin olarak tanimlanmaktadir (Anonymous, 1993).

Giliniimiizde tiiketicilerin dogal ve katkisiz iirlinlere gosterdikleri talep artisi
nedeniyle tursu tretiminde laktik asit bakterilerinin kullanilmasi, tretilen laktik asidin
potansiyel gida koruyucusu olarak ortamda bulunmasi nedeniyle dogal olarak yapilan

tursuya talep artirmaktadir.

1.1. Sebzelerin Fermantasyon

Fermentasyon; gidalarin tat, aroma ve besleyici 0zelliklerinde 6nemli degisiklikler
meydana getiren, patojen bakteri ve gidalar1 bozan mikroorganizmalari kontrol altina
alinmasinda ekonomik ve etkili bir muhafaza yontemidir (Holzapfel, 2002). Fermentasyon
yoluyla gidalarin korunmasindaki temel prensip, karbonhidratlarin oksidasyonu ve son
tirlin olarak cesitli organik asitler, alkol ve CO, tiirevlerinin iiretilmesidir (Caplice ve
Fitzgerald, 1999).

Laktik asit fermantasyonunun gerceklestigi onemli islemlerden biri tursu liretimidir
(Aktan ve ark., 1998). Tursu fermantasyonunda, hammaddeden gelen dogal flora
icerisindeki laktik asit bakterilerinin, sekerleri asitlere doniistiirmesi ile laktik asit
iiretilmekte ve hammaddeye gore yeni ve farkli 6zellikte {iriin elde edilmektedir (Hutkins
2006). Ayrica, mikrobiyal bozulmaya ve toksinlerin gelismesine karsi gidalarda direng
saglanmakta, patojenik mikroorganizmalarin gelisimini engellenmesiyle, {iriniin besinsel

degeri artmaktadir (Steinkraus 1983).

Tursu fermantasyonunun baslangi¢ ve birincil agsamasinda, ortama hakim olan laktik

asit bakterileri Enterococcus faecalis, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis,



Pediococcus pentocaceus ve Lactobacillus plantarum tiirleridir. L. plantarum aside en
dayanikli tiir olmasi1 nedeniyle tiim fermantasyon boyunca baskindir, genelde fermantasyon

bu bakterinin etkinligiyle sonlanmaktadir (Aktan ve ark., 1998).

1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri, “giivenli bakteriler” olarak kabul edilirler ve koruyucu
kiiltiirlerin 6zelliklerini tagirlar. Gidalarda sadece gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni
mikroorganizmalar1 inhibe etmek veya raf omriinii uzatmak igin kullanilmaktadir. Ayrica
gidanin duyusal 6zelliklerinde olumlu degisime neden olmasinin yani sira antogonistik
ozelliklerinden dolay1 bir¢ok iiriinde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Bergamini ve
ark., 2009).

Genetik farkliliklarina ragmen bu grubun genel 6zellikleri gram pozitif, hareketsiz
ve spor olusturmayan formda olmalaridir. LAB tiirleri katalaz ve sitokrom tiretemezler,
anaerobik olarak gelisirler, fakat oksijene karsi toleranshidirlar. Bu ozellikleri ile LAB’lar
dogal ¢evrede genis bir alana yayilmig durumdadir. Karbonhidratlar1 fermente ederek

laktik asit agirlikli son iiriinler olusturmaktadirlar (Wright ve Bruce, 2003).

Siniflandirmalarinda  LAB iki ayr1t familyada toplanmistir. Streptococcaceae
familyasina ait Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc cinsleri yer alirken,

Lactobacillaceae familyasina ait Lactobacillus cinsi bulunmaktadir (Daeschel, 1989).

LAB’1n ¢ogu biyosentez yetenegi olmadigindan heterotrofik organizmalardir. Bu
nedenle ¢ogu tiirler, biiyiime faktorii olarak c¢esitli amino asitler, peptitler, niikleotidler,
vitaminler, mineral maddeler, yag asitleri ve karbonhidratlara ihtiya¢ duymaktadir (Reddy
ve ark., 2008).

LAB’lar yasadiklar1 ekosistemde 6zellikle heterofermantatiftirler. Tipik LAB tiirleri
L. fermentum, L. paralimentarius, L. plantarum ve L. sanfranciscensis’lerdir.
Fermantasyon sirasinda LAB varlig1 belirli ¢evresel ve teknolojik faktorlere baghdir (De

Vuyst ve ark., 2014).

1.3. Laktik Asit Bakterilerinin Fermentasyondaki Onemi

Laktik asit bakterileri ile fermente edilen gidalar ve yemler insan ve hayvan
beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptirler. Saglik, beslenme, organoleptik ozellik ve

gidalarin korunmasinda temel rol iistlenen LAB’1n diinya gida iiretimindeki islevsellik ve



yarayigliliklar1 nedeniyle arastirmacilar tarafindan biiyiik ilgiyle takip edilmektedir (Siezen
ve ark., 2002).

Fermentasyon sonucu olusan iiriinler gidalarda patojenik flora ve bozulmanin
gelisiminin 6nlenmesinde koruyucu etkiye sahiptirler. Diasetil, asetaldehit gibi aromatik
bilesenler kaliteyi olumlu yonde etkilemekte, ayrica vitaminler, antioksidanlar, biyoaktif
peptitlerin olusumu da insan saghgi iizerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Cesitli

fermente edilmis tiriinlerde LAB’larin kullanim alanlar1 Cizelge 1.1°de gésterilmistir.

Cizelge 1.1. Laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilmis yiyecek ve i¢ecekler (R0SS

ve ark., 2002).

Fermente Uriinler

Mikroorganizma

Besin

kefir

Sarap, bira Saccharomyces cerevisiae, liziim, tahil, serbetgiotu
Oenococcus oeni

Ekmek Saccharomyces cerevisiae, bugday, cavdar
Lactobacillus plantarum

Cheddar peyniri Lactococcus (cremoris, lactis), stit
Leuconostoc

Isvigre tipi peynir Lactobacillus(delbruckii,bulgaricus, | siit
helveticus)

Yogurt Streptococcus thermophilus, stit
Lactobacillus bulgaricus

Kefir Lactococci, maya, Lactobacillus stit

Fermente etler

Pediococci, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus curvatus

s181r eti, tavuk eti

Lahana tursusu Lactobacillus plantarum, lahana
Leuconostoc mesenteroides

Soya sosu Lactobacilli, Thiobacillus soya fasulyesi, bugday
halophilus

Sebzeler Lactobacillus plantarum, sebzeler
Lactococcus cremoris

Balik Carnobacterium piscicola balik

1.4. Laktik Asit Bakterilerinde Piriivat Metabolik Yol

Laktik asit bakterileri glikoz, laktoz, fruktoz, galaktoz, maltoz, mannoz ve
selobiyoz gibi karbon kaynaklarini pirtivat metabolik yolu ile agirlikli olarak laktik aside
LAB,

fermentasyonunda bir molekiil glikozdan bir molekiil laktik asidin yani sira bagka

fermente  edebilen = mikroorganizmalardir. Heterofermentatif glikoz

metabolitler de iiretirler. Bu grupta bulunan LAB; Leuconostoc, Oenococcus, Weissella ve

Lactobacillus cinsleridir. Homofermentatif LAB ise, glikoz fermantasyonuyla bir molekiil



glikozdan iki molekiil laktik asit olusturan bakterilerdir ve Lactococcus, Streptococcus

cinslerini igerirler (Caplice ve Fitzgerald, 1999).
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Sekil.1.1. L. plantarum (NCIMB8826) susunun metabolik yolunun sematik gosterimi
(Ferain ve ark., 1996). LDH (1), pirtivat format-liyaz (2), asetaldehit dehidrojenaz (3),
alkol dehidrojenaz (4), fosfotransasetilaz (5), asetat kinaz (6), piriivat oksidaz (7), pirtivat
dekarboksilaz (8), alfa asetolaktat sentaz (9), alfa asetolaktat dekarboksilaz (10), 2,3-
biitanediol dehidrojenaz (11).

Homofermentatif olan Lactococcus lactis tiirleri siit sekeri olan laktozu fermente
etme yetenegine sahiptirler (Hugenholtz ve ark., 2002). Bu yolla hem gelismeleri i¢in
gerekli enerjiyi, hem de hiicresel aktiviteleri i¢in zorunlu olan metabolitleri olustururlar.
Laktoz fermentasyonunun ana {irliinii olan laktik asidin temel 6zelligi olan asitlesmeyi

saglamanin yaninda, ekzopolisakkarit iireterek tirliniin yapisal Ozelliklerini ve alkol,



ketonlar, aldehitler gibi aromatik bilesikler iireterek de iiriine aromatik ozellikleri

kazandirirlar (Smit ve ark., 2005).

Laktik asit fermentasyonunda L-Laktat, D-Laktat ve L-D laktat sentezlenmesi
mimkiindiir. LAB, spesifik izomer enzimleri olan D-Laktat ve L-Laktat dehidrojenazi
laktat izomerlerini iiretmek igin kullanirlar. L-Laktat biiyimenin ilk sathalarinda temel
izomerdir, D-laktat ise biiylimenin son safhalarina dogru artmaktadir. Aralarindaki oran
biiyiimenin belirli fazlarinda farklilik gostermektedir ve piriivat konsantrasyonu ile pH
farkliliklar1 LDH aktivitesini etkilemektedir (Garvie, 1980).

Karbon kaynagi olarak glikoz veya laktozun bulundugu oksijenli besi ortaminda,
metabolik iirlin olan piriivat; LDH enzimi sayesinde %90’dan daha fazla oranda laktik
aside doniismekte ve homofermentatif 6zellik kazanmaktadir (Garrigues ve ark., 1997).
Seker kaynagi kisitlandiginda veya oksijensiz besi ortami sartlarina bagl olarak L. lactis’in
homofermentatif 6zelligi heterofermentatife doniismektedir. Heterofermentatif o6zellik
tasidiklarinda; asetat, etanol, format, aseton, asetaldehit ve diasetil gibi diger metabolitleri
olusturabilmektedirler. Olusturulan bu metabolitler ve miktarlar1 fermente {iriinlerin

yapisini, tadini1 ve aromasini belirlemektedir (Thomas ve ark., 1980).

Oksijensiz sartlarda diger 6nemli bir enzim olan piriivat format liyaz, piriivati
formata ve asetil CoA’ya doniistiirmektedir. Metabolik yolun daha ileri asamalarinda asetil
CoA asetaldehitten sonra alkol dehidrojenaz enzimi ile etanola doniismektedir. Sonug
olarak oksijensiz biiylime sartlarinda piriivat, ya piriivat format liyaz ile formata ya da
piriivat dehidrojenaz ile CO,’e donlismekte ve asetat, etanol ve laktik asit gibi metabolitler

meydana gelmektedir (Kessler ve ark., 1991).

Dogal olarak bakteriler tek baslarina, ideal fermentasyondan beklenen metabolitleri
tiretememektedirler. Bu durum fermentasyon i¢in birden fazla starter kiiltiir kullanilarak

veya kullanilacak bakterilerde genetik modifikasyon ¢alismalar1 yapilarak agilabilmektedir.

1.5. Fermentasyon Sirasinda Olusan Aroma Maddeleri ve Onemleri

Fermantasyon sirasinda mayalar ve LAB tarafindan c¢esitli aromatik maddeler

tiretmektedirler. Bunlar arasinda en 6nemlileri; esterler, yiliksek alkoller, ugucu asitler ve

karbonil bilesikleridir (Cabaroglu, 1995).



1.5.1. Esterler

Esterler, meyve-sebze ve fermente iirlinlerdeki aromalarin en Onemli aromatik
bilesenleri olup, genellikle belirli bir gidanin karakteristik 6zelligini tayin ederler. Esterler,
meyvemsi aroma vermelerinden dolay: 6nemlidirler. Kimyasal veya biyokimyasal yollarla
tiretilirler (Calderbank ve Hammond, 1994).

Fermente iiriinlerde en fazla bulunan etil esterleridir. Bunu izoamil ve propil
esterleri takip etmektedir. Etil asetat, izoamil asetat, izobiitil asetat, 2-feniletil asetat ve etil

hekzonat olusan en 6nemli esterlerdir (Stewart ve Russell, 1987).

1.5.2. Yiiksek alkoller

Yiiksek alkoller, karakteristik ugucu bilesiklerin temel gruplarindandir. Etil
alkolden daha uzun zincirlidirler. Miktar olarak aroma maddeleri igerisinde dnemli bir yere
sahiptirler. C,’den Ci,’ye kadar olan ayni serideki, hatta daha ¢ok karbon atomu olan
bilesiklerdir. Bunlar metanol ve etanolden tiiremislerdir. Alkol ve aldehitlerin aroma

maddelerine doniisiimiinde ortam pH’1nin biiyiik etkisi vardir (Bayrak, 2006).

Etanol, LAB’larin asetaldehiti indirgemesiyle olusan ve aromatik 6zelligi olan
fermantasyon {riiniidiir. Homofermantatif LAB’lar genellikle fazla oranda etanol
tiretmezler. Cilinkii glikoliz sirasinda olusan laktat esdeger oranda piriivatin azaltilmasinda
kullanilir. Bununla birlikte homofermantatif LAB’lardan genom dizilimleri tahmin edilen
L. lactis ve L. plantarum’lar tarafindan potansiyel olarak etanol iiretmektedirler. LDH
aktivitesi olmayan veya bastirilmis L. lactis mutantlar1 sinirli seker fermantasyonlarinda

diisiik oranlarda etanol sentezlemektedirler (Willem ve ark., 2004).

1.5.3. Karbonil bilesikleri

Karbonil bilesikleri pek ¢ok meyve-sebze ve fermente iiriiniin koku maddelerinin
onemli bir kismini olustururlar. Bu bilesikler, fermente iiriinlerin aromasina 6nemli katkida
bulunurlar. Ote yandan, karbonil bilesikleri karbonhidrat veya sitrat metabolizmasiyla, lipit
oksidasyonu ve amino asit indirgenmesinden olusabilir (Bayrak, 2006). Aldehit ve
ketonlar: igeren karbonil bilesikler, fermantasyon sirasinda olusan en ugucu bilesiklerdir.
Fermantasyon sirasinda sekerin pargalanmasi sonucunda agiga c¢ikan baslica karbonil

bilesigi asetaldehittir (Cabaroglu, 1995).



Ketonlardan diasetil (2,3-biitanedion) ve 2,3-pentanedion O6nemlidir. Diasetil ve
2,3-pentanedion, fermente iceceklerin ugucu bilesikleri arasinda biiyiik bir 6neme sahip

temel diketonlardir (Nykanen ve Suomalainen, 1983).

Laktik  asit  bakterileri ~ vasitasiyla  gerceklesen  asetaldehit  iiretimi,
mikroorganizmanin tiiriine baghidir. Bazi arastirmacilar L. bulgaricus’un S. thermophilus’a
gore daha fazla asetaldehit tirettigini bildirmelerine ragmen (Marshall ve Tamime 1997),
bazilar1 ise bunun tersini savunmaktadirlar (Ott ve ark., 1999). Gida aromas1 agisindan
onemli olan bu bilesikler gidaya meyvemsi aroma vermekte ve nispi miktarlar1 {iriiniin

muhafaza sartlarina bagli olarak degismektedir (Toso ve ark., 2002).

1.5.4. Asitler

Mikroorganizmalarca iiretilen asitler bir ¢ok gidanin aromasi igin ¢ok onemlidir.
Laktik asit, fermentasyon yoluyla elde edilen fermente {irlinlerin aromasi i¢in en dnemli
asit olup bununla beraber, fermentasyon sirasinda asetik asit, propanoik asit, biitanoik asit,
izovalerik asit, pentonoik asit, heptanoik asit, oktanoik asit’de tiretilebilmektedir (Bayrak,
2006).

1.5.5. Diger bilesikler

Fermente triinlerde yukarida belirtilen aroma maddelerinden baska ugucu fenoller,
laktonlar, terpenler, norizoprenoidler ve hidrokarbon bilesikleri de bulunur (Cabaroglu,
1995). Ugucu fenoller aroma maddelerinin kalitatif ve kantitatif olarak kii¢iik bir miktarini
olusturmalarina ragmen fermente iceceklerin aromasi iizerine 6nemli katkida bulunurlar.
Ugucu fenollerin  kaynagi, hammaddeye uygulanan islemler olmakla beraber
mikroorganizmalarda (6zellikle mayalar), fenolik asitleri ugucu fenollere doniistiirebilirler

(Lehtonen ve Juonela- Eriksson, 1983).

Biyokimyasal reaksiyonlarn biiyiik bir kismi enzimatik yolla gergeklesmektedir.
Buradaki enzimler, sekerleri, yag asitleri ve yaglari, amino asitler ve proteinler gibi
biyomolekiilleri parcalayarak, gida maddesinin aromasi, tekstiirii ve lezzeti {izerine etkili
olan daha kiiciik molekiil agirligina sahip maddeleri olusturmaktadirlar. Laktik asit
bakterilerinin ¢ogu amino asitlerden aroma bilesenleri sentezleme yetenegine sahiptirler.
Ornegin, Lactobacillus lactis spp. lactic, L. lactis spp. cremoris, L. lactis, L. helveticus, L.
delbrueckii spp. bulgaricus ve L. casei metiyoninden metanetiyol, dimetilsiilfid ve

dimetiltrisiilfid olusturma yetenegine sahiptir (Selgas ve ark., 1993).



1.6. Endiistriyel Starter Kiiltiirler

Dogal iiriinlere gosterilen yogun ilgi nedeniyle; nitrit, nitrat ve siilfatlarin kullanimi
gibi kimyasal koruma yontemleri yerine fonksiyonel starter kiiltiir ya da laktik asit
bakterilerinin bazi suslarinin kullanimi gibi yeni bazi alternatif koruma yontemlerinden
gidalarin raf Omiirlerini uzatmak icin yaygin sekilde yararlanilmaya baglanmistir. Yogurt,
peynir gibi fermente siit tiriinleri ile baz1 sosis, salam ve ekmek gibi fermente iriinlerin
tretiminde laktik asit bakterileri starter kiiltiir olarak kullanilan en Onemli grubu
olusturmaktadir. Belirtilen grupta yer alan bakteriler asidifikasyon, proteoliz ve aroma
olusumu tesvik gibi ¢ok Onemli fonksiyonel ve teknolojik &zelliklere sahiptirler.
Laktobasillerden, L. acidophilus, L. casei subsp. casei, L. gasseri, L. paracasei, L. reuteri
ve L. rhamnosus ile Bifidobakterilerden B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. longum
gibi 6zellikle birgok gelismis tilkede probiyotik karakteristikleri sertifiye edilmis laktik asit

bakterilerinin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir (Giirsoy ve Kinik, 2006).

Starter kiiltiir olmayan laktik asit bakterileri, gidalarin fermentasyonunda olusan
aromanin gelisiminde starter kiiltiirler ile beraber rol almaktadirlar. Bunlar, starter kiiltiirle
birlikte laktozu fermente ederek siit proteinlerini peptitlere ve serbest amino asitlere
dontistirmektedirler. Sitrati da lipit, ester ve ugucu metabolitlere pargalayarak aroma

maddelerini olusturmaktadirlar (Fitzsimons ve ark., 1999).

Sosislerde teknolojik ve giivenlik gibi 6zelliklere sahip starter kiiltiirler elde etmek
icin laktik asit bakterilerini (L. plantarum, L. paracasei, E. faecium ve L. sakei) izole
etmislerdir. Sonug olarak, L. paracasei Al-128 ve L. sakei Al-143 suslar1 yeterli ve giivenli
starter kiiltiir olarak se¢ilebilecek en 1y1 6zelliklere sahip izolatlar oldugunu belirlemislerdir

(Landeta ve ark., 2013).

Bir probiyotik bakteri susunun se¢iminde Onemli kriterlerden biride mukozal
yiizeye yapisma yetenegidir. Yapisma siiresi, bakterinin hiicresinin dis yiizeyinde bulunan
protein ya da diger birlesiklerden kaynaklanmaktadir. Probiyotik bakteri olan L. plantarum
299V susunun hiicre dis ylizeyindeki gliseraldehit 3- fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve
enolaz dehidrojenaz (ENO) enzimleri hiicre i¢i yapigsma Ozellikleri ile karakterize
edilmektedir. L. plantarum 299V susu glikolitik enzimler sayesinde konak¢inin mide-
bagirsak yoluna yapismada bir rol oynayabilecegi gozlemlenmistir. Probiyotik olan
laktobasillus’lar ile probiyotik olmayan tiirler hiicrenin dis ylizeyindeki GAPDH ve ENO

enzimlerinin varligmin belirlenmesinde bir dizi analiz yapilmistir. Ancak bu enzimlerin



hiicre dis1 konumu ve uygulanan suslarin probiyotik durumu arasinda bir iliski oldugu

tespit edilmistir (Glentinga ve ark., 2013).

1.7. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum diger laktik asit bakterilerine gore daha yiiksek asit
toleransina sahip oldugu i¢in meyve ve sebze fermantasyonunu tamamlayan bakteridir.
Salatalik ve lahana fermantasyonunda son iiriiniin kalitesinde ve mikrobiyel dengenin
saglanmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir (Lu ve ark., 2003). Biiyiik ¢ogunlugu glikoz,
mannoz, galaktoz, arabinoz, sakkaroz, maltoz, laktoz, salisin ve rafinozu kullanmaktadir.
Bazilar1 da sorbitol, mannitol, dekstrin, gliserol ve ksilozu kullanarak asit meydana
getirmektedir. Ramnoz, nisasta ve iniilini, genellikle, fermente edememektedirler. En iyi
gelisme sicakligi 30-35 °C arasinda olmakla birlikte 10-40 °C arasinda geligebilmektedir.
Termal 6liim sicakligr 65-75 °C'de 15 dakikadir. Siit, peynir, tereyagi, kefir, fermente
misir, hiyar tursusu, domates tursusu gibi gidalardan izole edilebilmektedir (Pederson,
1938).

Lactobacillus plantarum salatalik, lahana ve zeytin fermentasyonunda sik olarak
kullanilan ticari starter kiiltiirlerdir. Ozellikle L. plantarum ve L. pentosus zeytin
fermentasyonunda starter olarak kullanilan ana tiirlerdir (Hurtado ve ark., 2008). Ayni
zamanda eksi hamurda L. plantarum, L. brevis, Weisella cibaria ve P. pentosaceus

tiirlerinin baskin LAB tiirleri oldugu belirtilmistir (lacumin ve ark., 2009).

Et ve et lrlinleri, siit, peynir, fermente tahil hamurlari, ananas, greyfurt suyu ve silaj
gibi ¢ogu yiyeceklerde bakteriyosin iireten L. plantarum suslart oldugu bildirilmistir
(McKay ve Baldwin, 1990; Kelly ve ark., 1996). Belirtilen bakterinin laktik asit iiretimi
fazla oldugundan silaj materyalinin korunmasi amaciyla da kullanilmaktadir (Badii ve
ark., 1989). Son yillarda genetiksel olarak gelistirilen L. plantarum suslari gida
fermentasyonunda kullanilmaktadir (Duckworth ve ark., 1993). Ayrica, iirettikleri
antimikrobiyal birlesikler Gram (+) ve Gram (—) bakterilerin gelismelerini inhibe
etmektedir (Lash ve ark., 2005). Laktoz, siikroz, glikoz ve fruktoz’un laktik aside
doniistimiinde kullanilan en avantajli bakteridir. Ciinkii, sadece yiiksek doniisiim
oranlarinda sekerleri degil ayn1 zamanda bitkisel iiriinlerde bulunan pektin gibi diger
bilesikleri de kullanmaktadir (Demir ve ark., 2006).



L. plantarum probiyotik aktivite gosteren tiirler arasinda yer almaktadir.
Probiyotikler patojen ve kommensal kolonilerin konak dokulara yapismasi siirecinde
Onemli bir adimi temsil etmektedir. Cilinkii bu bakteriler konak se¢iminde Onemli
katkilarinin oldugu tespit edilmistir. L. plantarum LM3 susunun piriivat dehidrojenaz
kompleks birleseni olan piriivat dehidrojenaz El beta (PDHB) alt biriminin baglanmasinda

katkida bulunan 6nemli bir faktor oldugunu belirtmislerdir (Vastanoa ve ark., 2014).

1.8. Laktik Asit Bakterilerinin Plazmit Ozellikleri

Cogu bakterilerde, bazi maya ve mantarlara 6zgii kromozomlardan ayr1 olarak
bulunan bir baska kalitsal yapiya plazmit adi verilmektedir. Plazmitler temelde hiicre
kromozomlarindan ayrilarak olusan sirkiiler kalitsal yapilardir. Hiicre boliinecegi zaman

genomik DNA gibi plazmitler de replike olur (Dilsiz, 2009).

Lactobacillus tiirleri igerisinde plazmitlerin varligi, bu cinslerin ilk kesfinden beri
bildirilmektedir. Laktobasil tiirlerinin bir kacinda bakteriyosin tiretimi, bagisiklik, laktoz
metabolizmasi1 ve antibiyotik direngliligi gibi fenotiplerin ekstra kromozomal DNA’ya
bagli oldugu bilinmesine ragmen plazmitlerin varlig1 halen tam olarak agiklanmamustir. L.

plantarum’da plazmit sayisinin 5-16 arasinda degistigi boyutlarinin ise genellikle 2-68 kb
arasinda oldugu bildirilmistir (Ruiz-Barba ve ark., 1991).

Bakterilerin fermentasyon yetenekleri yalnizca kromozom iizerindeki genlerden
kaynaklanmamaktadir. Bakteriler gelisme siirecinde zamanla diger mikroorganizmalardan
genetik materyal olan plazmitleri kazanabilmektedirler. Bu plazmitler bakterilere olumsuz
sartlarda dayaniklilik sagladiklar1 gibi aroma sebebi olarak tarif ettigimiz metabolitleride

iiretebilecek genleri de tagiyabilmektedirler (Aslim ve Beyatli, 2004).

1.9. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Diren¢ Ozellikleri

Antibiyotik direnclilik dogal olarak bulunabildigi gibi sonradan da kazanilmig
olabilmektedir. LAB’m dogal olarak bazi antibiyotiklere diren¢ kazanmustir. Probiyotik
suslarin sec¢ilmesi ve giivenligi, sindirim sisteminin saglig1 i¢in patojenik olmayan ve
antibiyotik direng geni tagimayan bakteriler tercih edilmelidir. Lactobacilli, Pediococci,
Leuconostoc ve diger gram pozitif bakterilerden bazilar1 dogal olarak basitrasin, sefoksitin,

siproflaksasin, fusidik asit, kanamisin, gentamisin, metronidazol, nitrofuratoin,
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norflaksasin, streptomisin, siilfadiazin, teikoplanin, trimetoprim ve vankomisine direnglilik

gostermektedir (Hamilton Miller ve Shah, 1998; Danielsen ve Wind, 2003).

Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus ve Leuconostoc cinslerine
ait 45 LAB susunun eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ve B-laktam (%7)’a, buna
karsilik gentamisin, streptomisin ve siprofloksasine karsit %70’den fazla direng

gosterdikleri belirtilmistir (Hummel ve ark., 2007).

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden kisa bir siire sonra bakterilerde direng
ortaya cikmustir. Gelistirilen her yeni antibiyotikle birlikte bakterilerde de yeni direng
mekanizmalar1 tanimlanmistir. Bugilin ¢ok iyi bilinmektedir ki; antibiyotiklerin bilingsiz
kullanilmas: direngli bakteri kokenlerinin hizla yayginlagmasina yol acan en onemli

faktordar.

1.10. Biyojen Aminler ve Genel Ozellikleri

Biyojen aminler dogal olarak bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda
bulunan organik bazli, kii¢iik molekiil agirlikli azotlu bilesiklerdir ve canli hiicrelerde

onemli metabolik islevleri vardir (Ten Brink ve ark., 1990; Maijala ve Eerola, 1993).

Biyojen aminler, aminoasitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve Kketon
gruplarinin transaminasyonu ile olusan azotlu bilesiklerdir. Gidalarda biyojen amin
olusumu, gidalarda var olan aminoasitlerin dekarboksilasyonu ve enzimatik aktivite igin
uygun kosullarin olugmasiyla dekarboksilaz enzim aktivitesine sahip mikroorganizmalarin

faaliyeti sonucu meydana gelmektedir (Shalaby, 1996).

Biyojen aminler, gidalarda bazi spesifik amino asitlerin dekarboksilasyonuna
(glutamik asit ve argininden putresin, histidinden histamin, tirozinden tiramin, triptofandan
triptamin, fenilalaninden feniletilamin, lisinden kadaverin (mono aminler)) veya aldehit ve
ketonlarin transaminasyonuna bagli olarak olusan temel azotlu bilesiklerdir. En yaygin
olarak histamin ve tiramin bilinmesine ragmen triptamin, putresin, kadaverin, serotonin,
spermidin, spermin, agmatin ve feniletilamin gibi aminler de bir¢ok gidada dekarboksilaz

aktiviteleri sonucu olusmaktadir (Maijala ve ark., 1995).

Balik ve firiinleri, et ve iriinleri, siit lirlinleri, sarap, bira, meyve ve sebzeler,
cikolata, fermente sebze iiriinleri gibi gidalarda biyojen aminler meydana gelebilmektedir

(Silla-Santos, 1996).
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Kadaverin, putresin, histamin, tiramin, triptamin gibi biyojen aminler Sekil 1.1.’de
gosteridigi bigimde sirastyla lisin, ornitin, histidin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinin

dekarboksilasyonu sonucu olusmaktadir (Moret ve Conte, 1996).
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Sekil 1.2. Gidalarda biyojen amin olusumunun metabolik yolu (Halasz ve ark., 1994).

Gidalarda aminoasitleri dekarboksilaz enzimi ile indirgeyen ve biyojen amin
olusumuna neden olan bir¢ok mikroorganizma izole edilmistir. Patojenlerin yanisira
patojen olmayan ve starter kiiltiir 6zelligi tagiyan tiirlerin de bulundugu bildirilmektedir.
Bu  mikroorganizmalardan  Bacillus, = Pseudomonas,  Photobacterium tiirleri,
Enterobakterilerden; Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Salmonella ve Shigella
tirleri, mikrokok ve stafilokoklardan; Staphylococcus ve Micrococcus tiirleri, laktik asit
bakterilerinden; Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus
ve Leuconostoc tiirleri ile mayalardan; Debaryomyces ve Candida tiirleri sayilabilir (Suzzi
ve Gardini, 2003).
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1.11. Biyojen Amin Olusumuna Etki Eden Faktorler

Gidalarda biyojen aminlerin iiretimi, hem dekarboksilaz enzim iiretme yetenegi
olan mikroorganizmalarin varligina, hem de uygun kofaktér ve/veya bir indiikleyici ile
dekarboksilaz enzim sentezi i¢in sartlarin uygunluguna baglidir. Bu nedenle tehlikeli
diizeyde biyojen amin olusumundan sakinmak amaciyla olusumu etkileyen kritik
faktorlerin mutlaka bilinmesi gerekmektedir (Maijala ve ark., 1995). Serbest amino
asitlerin varligi, dekarboksilaz pozitif mikroorganizmalarin varligi, bakteriyal gelisim,
dekarboksilaz sentezi ve aktivitesine izin veren sartlarin olmasi ile biyojen amin tiretimi

gerceklesmektedir (Silla-Santos, 1996).

Yiiksek sicaklik, serbest amino asit varligi, tuz miktari, baslatict kiltiir
konsantrasyonu, olgunlagsma, 1sil islem ve oksijenin gidalarda biyojen amin olusumunu

etkileyen 6nemli faktorler arasinda oldugu belirtilmektedir (Halasz ve ark., 1994).

Gidalarda uygun sicaklik (20-37°C) ve pH (5-7) ile yeterli miktarda biyojen amin
olusturabilen mikroorganizma olmasi durumunda amin olusumunun hizlandigi, ancak tuz
oraninin % 5’ten fazla olmasi durumunda ise biyojen amin olusumunun azaldigi
bildirilmektedir. Gidalarin uygun olmayan ortamlarda saklanmasi (sicaklik, pH, karbon
kaynaklari, aerobik veya anaerobik sartlar) biyojen amin tiretimini etkilemektedir. Ayrica
fermente gidalarda kullanilan starter kiiltiirlerin de gidadaki normal mikrobiyal flora ile

etkilesimleri sonucu direkt ve indirekt olarak biyojen aminlerin olusumunda etkili olduklar

bildirilmektedir (Silla Santos, 1996).

1.12. Saghik Acisindan Biyojen Aminlerin Onemi

Biyojen aminler gidalarda iki nedenden dolay1r 6nem arz etmektedirler. Birincisi,
biyojen amin miktarinin kalite indikatorii olarak kabul edilir olmasi, ikincisi ise saglig
etkileyen toksik etkilerinin bulunmasindan ileri gelmektedir. Gidalarin mikrobiyel
bozulmasi sirasinda dekarboksilaz aktivitesi arttigindan biyojen aminlerin varligi gida
bozulmasinin gostergesi olmasi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle amin miktar

mikrobiyel bozulmanin bir indikatorii olarak degerlendirilmektedir (Bardocz, 1995).

Biyojen aminler hormonlar, alkaloidler, niikleik asitler ve proteinlerin sentezinde
azot kaynagi olarak rol almalari, gidalarda aroma maddelerinin olusumuna katkida

bulunmalarinin yanm sira insanlarda mide hacminin ve pH’ 1 diizenlenmesinde, viicut
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sicakliginin ayarlanmasinda ve beyin aktivitesinin yerine getirilmesi agisindan son derece

onemlidirler (Allen, 2004).

Gidalarda biyojen aminlerin varligi hijyen kalitesinin bir gostergesidir. Biyojen
aminler, Ozellikle hassas bireylerde toksik etkileri nedeniyle saglik yoniinden tehlikeli
sonuglara neden olabilmektedir. Bu nedenle biyojen aminleri kontrol etmek ve azaltmak

onem arz etmektedir (Ercan ve ark., 2013).

Biyojen aminler arasinda histamin; potansiyel olarak ¢ok tehlikelidir. Histaminin
gidalardaki yikim olaylarin indikatorii olarak ve gida zehirlenmelerinden sorumlu bir
madde olarak Onemi biiyiiktiir. Bu biyojen amin, gidalardaki histidin dekarboksilaz
enzimine sahip mikroorganizmalarin serbest histidini histamine c¢evirmesi sonucu

olugsmaktadir (Stratton ve ark., 1991).

Gidalarda diisiik seviyedeki biyojen aminler ciddi bir risk olarak goriilmez. Ancak,
tilketilen miktar yiiksek ise veya amin katabolizmasinin normal rotasini inhibe ediyorsa,
hipotansiyon (histamin, putresin, kadaverin varliginda), hipertansiyon (tiramin varliginda),
mide bulantisi, bas agrisi, kizariklik, bas donmesi, kalp carpintisi, kusma ve hatta beyin
kanamasi, anafilaktik sok sendromu ve 6liim gibi ¢esitli fizyolojik etkilerle sonuglanabilir

(Lonvaud-Funel, 2001; Lange ve ark., 2002). Biyojen aminlerden;

Histamin: Damarlar1 genisleterek kan basincimi diisiiriir. Hipotansiyon, mide bulantisi,
kusma, yiiz kizarmasi, bas agrisi, karin agrisi, bogaz yanmasi, susuzluk, dudak sismesi ve

vucutta kizariklik meydana getirir (Shalaby, 1996).
Putresin: Hipotansiyona neden olur. Diger aminlerin toksisitesini artirir (Shalaby, 1996).
Kadaverin: Cene kilitlenmesine diger aminlerin toksisitesini artirir (Shalaby,1996).

Putresin, kadaverin, spermin ve spermidin gibi poliaminler, nitrit varliginda
kanserojenik nitrozaminleri de olusturabilmektedir (lzquierdo ve ark., 1996). Bir diamin
olan putresin ve kadaverinin nitrit ile reaksiyona girerek hetorosiklik kanserojenik
nitrozamin olan nitrozoprolidin ve nitrozopiperidini olusturduklarint belirtmislerdir
(Warthesen ve ark., 1975).

Biyojen aminlerin toksikolojik etkileri, Food and Drug Administration (FDA)
kodeksinde belirtilen (50 mg/kg) miktardan fazla alindigi takdirde, sindirim sisteminde
bulunan mono diaminooksidaz ve diaminoaoksidaz enzimlerinin genetik olarak

eksikliginde, bu enzimleri inhibe edici ilaglar kullanildiginda (agr1 kesiciler, stres ve
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depresyon ilaclari, Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ilaglar),
gastrointestinal rahatsizlik durumunda veya yiiksek miktarlarda alkol tiiketildiginde
artmaktadir (Lonvaud-Funel, 2001).

1.13. Biyojen Aminlerle Tlgili Tavsiye Edilen Smir Degerleri

Biyojen aminlerle ilgili sinir degerlerinin belirlenmesi olduk¢a zordur, c¢iinkii
detoksifikasyon mekanizmasi1 kisiden kisiye degismektedir (Halasz ve ark., 1994).
Amerika Birlesik Devletlerinde FDA tarafindan scombroid veya scombroid benzeri
baliklarda histamin i¢in maksimum izin verilebilir diizey 50 mg/kg olarak belirlenmistir.
Ayni siir Avrupa Birligi yonetmeliklerinde 100 mg/kg’dir. Almanya’da balik ve balik
tirlinlerinde histamin i¢in yasal sinir olarak maksimum izin verilebilir limit 200 mg/kg
olarak belirtilmistir. Kanada, Finlandiya ve Isvigre’de ise bu sinir degeri 100 mg/kg’dir
(Lange ve Wittmann, 2002).

Avrupa Birliginin 91/493 CEE kodlu direktifinde histaminin toksik limit degeri
baliklarda 10-20 mg/100g olarak bildirilmistir (Anonymous, 1991). Tiirk Gida Kodeksinde
sadece baliklar ve saraplar i¢in ve yalniz histamine ait kabul edilebilir en yiiksek degerler
ppm olarak yer almaktadir. Baliklar i¢in 200 mg/kg, saraplarda ise 10 mg/l sinir degeri
verilmigtir  (Anonymous, 1997). Toksik doz tamamen bireyin detoksifikasyon
mekanizmasina bagl olmakla birlikte, gidalar i¢in > 100 mg/ kg, i¢ecekler i¢in > 20 mg/I

olarak belirtilmektedir (Ayhan ve Durlu-Ozkaya, 2007).

Tiiketilen gidanin ¢esidi, miktar1 ve amin icerigi gibi faktorler ile inhibitorlerin
varlig1 biyojen amin toksisitesi limitlerinin belirlenmesini gii¢clestirmektedir. Buna karsilik
gidalarda bulunabilecek histamin miktariyla ilgili sinir degerler 10-100 mg/100g olarak
belirlenmistir. Toksikasyonun bagladig1 esik degerleri tiramin i¢in 100-800 mg/kg olarak
bildirilmektedir. Tiramin diizeyinin 10 mg/L’ den fazla olmasmin monoaminooksidaz
(MAO) inhibitor ilaglart alan hastalar i¢in giivenli olmadigi belirtilmektedir (Izquierdo ve
ark., 1996). Bu nedenle biyojen amin indeksinin (BAI) resmi bir kalite kriteri olarak
kullanilmast ve biyojen aminlerin toksik limitlerinin iiriin etiketleri lizerinde belirtilmesi

onerilmektedir (Ayhan ve Durlu- Ozkaya, 2007).
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1.14. Gidalarda Biyojen Amin Analiz Yontemleri

Histamin ve diger biyojen aminlerin nitel ve nicel tayinleri i¢in florimetri,
kromatografi, kapiler elektroforez v.b. gibi teknikler kullanilmaktadir. Bunlarin igerisinde
kromatografik yontemler en uygun yontemlerdir. Ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz-
stvi kromatografisi (GLC) ve yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) biyojen amin
analizlerinde yogun bir sekilde kullanilan kromatografik yontemlerdir (Shakila ve ark.,
2001). Bunlar i¢inde HPLC analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan
cihazdir. Yaygin kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozulabilen bilesiklerin ayirt
edilmesine olan uygunlugudur. Bu tip bilesiklere 6rnek olarak amino asitler, proteinler,

niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve pestisitler verilebilir (Onal, 2006).

1.15. Calismanin Onemi ve Amaci

Dogal fermente gidalar aromatik Ozellikleri nedeniyle severek tiiketilen yoresel
triinlerdir. Gelencksel metotlarla yapilan tursular, mikrobiyal igerigi tam olarak
bilinmeyen birden fazla tiir ve alt tiirlin karisik olarak kullanildigi fermente {riinlerdir.
Aromatik olarak istenilen bazi ozellikleri iiriine kazandiran bu karisik mikroorganizma
kiiltiirlerinin genetik igeriklerinin ve metabolik kapasitelerinin tir ve sus diizeyinde

belirlenerek endiistriye kazandirilmasi ekonomik agidan 6nem arz etmektedir.

Dogal mikroorganizmalar istenilen aromay1 olusturmada onemli starter kiiltiirler
olarak goriilmekte ve halk tarafindan kabul gormektedir. Bu starter kiiltiirlerin genetik
ozellikleri, ekstra kromozomal yap1 olan plazmitler tarafindan belirlenebilecegi gergegi
unutulmamalidir. Ciinkii bu mikroorganizmalar bulunduklar1 dogal ortamlarda komsu
olduklart patojen mikroorganizmalar ile karsihikli olarak yatay gen transferi
yapabilmektedirler. Bu nedenle gida kalite ve giivenliginin saglanmasi ve siirekliligi
acisindan, ozellikle gida endiistrisinde rol alan laktik asit bakterilerinin 6zelliklerinin

bilinmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ulkemizde fermente et iiriinlerinden sucuk ve cesitli peynirlerde biyojen amin
miktarlar1 konusunda yapilmis ¢esitli arastirmalar bulunmakla birlikte Tiirk mutfaginda kis
mevsiminde yaygin olarak tiiketilen tursularin iiretim siirecinde biyojen amin olusumu ve
piyasada satisa sunulan tursularin biyojen amin igerikleri ile ilgili yapilmis birka¢ calisma

mevcuttur.
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Bu c¢alismada geleneksel olarak {iretilen g¢esitli tipteki tursu Orneklerinin,
mikrobiyolojik, biyojen amin ve aromatik igeriklerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Aragtirma sonuglariin, saglik acisindan onem tagimakla birlikte, pratikte tursu liretimi
yapan firmalara yonelik bilgiler agisindan yararli olacag: diisiiniilmektedir. Pek c¢ok iilkede
biyojen amin indeksi uygulamalari baglamisken, iilkemizde geleneksel ve ticari olarak
tiretilen ¢esitli fermente {rlinlerindeki biyojen amin miktarlarmin belirlenmesi igin

caligmalarin yapilmasi son derece onemlidir.

Bu ¢alismanin temel amaci, gida endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirlerden L.
plantarum suslarimi Tiirkiye genelinden rastgele toplanan geleneksel tursu 6rneklerinden
izole etmektir. Daha sonra bu izolatlar1 kimyasal ve molekiiler olarak tiir diizeyinde
tanimlamalarin1 yapmak ve aromatik profile olumlu katki sagladigi bilinen plazmit igerikli

laktik kiltiirleri belirlemektir.

Ayrica L. plantarum suslarinda bulunan, histamin, kadaverin ve putresin olmak
lizere li¢ biyojen aminin tretim potansiyellerinin HPLC yontemi ile mg/L cinsinden
Ol¢iilmesi hedeflenmektedir. Son olarak bu kiiltiirlerin aromatik madde (format, piriivat,
laktat, etanol, 2,3-biitanediol) igeriklerini ve miktarlarin1t HPLC cihazi ile belirlemek ve
boylece bu kiiltiirlerin bazi1 kalite Kriterlerine gore (biyojen amin iiretimi, antibiyotik

direnglilik, aromatik madde...) uygunlugunu tespit etmektir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Biyojen Amin Uretimi Uzerine Yapilan Cahismalar

Fermente sosislerde biyojen amin olusumu {izerine bir amin-negatif karisik starter
kiltirtin (L.plantarum ZY40+ S. cerevisiae 18 JM19) etkisi arastirilmistir. Putresin,
kadaverin ve tiramin sosis fermantasyon sirasinda olusan ana aminler olarak tespit
etmislerdir. Bu sosisler starter kiiltiir katilmamis sosislerle karsilagtirildiginda tiramin,
putresin ve kadaverin igeriginde biiyiik 6l¢lide azalma oldugunu gozlemlemislerdir (Nie ve

ark., 2014).

Avrupada at, sigir ve hindi etinden yapilan olgunlasmis sosisler 4 °C’de 28 giin
depolanarak olusabilecek serbest amino asitler ve biyojen aminlerin konsantrasyonu
izlenmistir. Putresin i¢in maksimum seviyeler, hindi sosisinde 285 mg/kg ve dana
sosisinde 278 mg/kg, kadaverin i¢in maksimum seviyeleri, hindi sosisinde 6 mg/kg iken
sigir sosisinde ise 9 mg/kg ve histamin i¢in maksimum seviyeler ise hindi sosisinde 263

mg/kg ve s1gir sosisinde 26 mg/kg olarak tespit edilmistir (Rabie ve ark., 2014).

Belicova ve ark. (2013) yaptiklar1 g¢alismada, on adet L. plantarum susu
dekarboksilaz ortami i¢inde histamin, tiramin ve putresin sentezleme potansiyelleri
incelenmistir. Bu suslardan L. plantarum CKO6, L. plantarum LM11 ve L. plantarum ZS11
tirozini dekarboksile ederek ilgili biyojen amin olan tiramini sentezlemistir. Higbir izolat
histamin ve putresin sentezlememistir. Bu ¢alismada, test edilen L. plantarum izolatlarinin

¢ogu bu biyojen aminleri olusturma yetenegine sahip olmadiklar1 belirlenmistir.

Fermente sosislerde biyojen amin birikimini azaltmak igin bir amin-negatif L.
plantarum ZY-40 susunun yetenegi incelenmistir. Bu ¢alismada mikrobiyolojik biiyiime,
pH ve serbest amino asit iiretimi gibi parametreler degerlendirildi. Sosis fermantasyonu
sirasinda putresin, kadaverin ve tiramin biyojen aminleri tespit edilmistir. L. plantarum
ZY-40 susu % 70 oraninda putresin ve kadaverin sentez oranimi azaltirken, tiramin

sentezide herhangi bir etkisi gozlemlenmemistir (Zhang ve ark., 2013).

Laktik asit bakterilerinin (LAB) iki farkli amino asit (histidin ve tirozin) i¢eren sivi
besiyerinde biyojen amin iiretimi {lizerindeki etkileri incelenmistir. Bakteriler tarafindan
tiretilen biyojen amin iiretimi bakimindan 6nemli farkliliklar gézlenmistir. LAB iiyeleri
histidin dekarboksil sivisinda tiramin, tirozin dekarboksil sivisinda ise dopamin ve

serotonin tiretiminde artirict 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Toy ve ark., 2013).
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Callejon ve ark. (2013), saraptaki enzimatik faaliyetlerin yikimindan sorumlu
laktik asit bakterilerinin (LAB) biyojen amin sentezleme oranlarinin azaltilmasi igin
calismuglardir. Toplamda 76 LAB susu % 53 oraninda histamin, tiramin ve putresin ile
olusan bir karisim karsi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu izolatlardan L. plantarum
J16 ve Pediococcus acidilactici CECT 5930 susunda amin dehidrojenazindan sorumlu

enzimlerin varlig1 belirlenmistir.

Cin’de geleneksel olarak diisiik tuzda fermente edilen baliklardan izole edilen
toplam 21 L. plantarum susunu biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi
yapilmustir. izolatlardan starter kiiltiir olabilecek suslarin belirlenmesi igin asitlestirici,
proteoliz, lipoliz, antimikrobiyal aktivite ve biyojen amin iiretim yetenekleri arastirilmistir.
Izolatlarin ¢cogu negatif-dekarboksilaz aktiviteye sahip oldugu, ancak L. plantarum 10 susu
L-tirozin’e kars1 bir dekarboksilaz aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir (Zeng ve

ark., 2013)

Ikoni ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, Sirp geleneksel kuru fermente sosislerini
120 giin boyunca siiren olgunlasma doénemindeki proteolitik degisiklikler ve biyojen
aminlerin olusumunu incelemislerdir. Toplam biyojen aminler 113-332 mg/kg arasinda
degistigini belirlemislerdir. Gida gilivenligi agisindan en Onemli biyojen amin olan

histaminin varligi tespit edilmemistir.

Elma suyu ve saraptaki laktik asit bakterilerinin (LAB) 6zellikle putresin liretimini
incelemislerdir. Farkli habercilerden putresin iiretimini belirlemek igin, PCR ve TLC
tekniklerinin kullanilmigtir. LAB’lar arasinda, tek bir L. hilgardii ve bir Pediococcus

pentosaceus susunun putresin lirettigini tespit etmislerdir (Costantini ve ark., 2013).

Gezging (2010) yaptig1 calismada, yogurttan izole edilen laktik asit bakterilerinin
(S. thermophilus ve L. bulgaricus) amonyak ve 12 farkli biyojen amin (putresin, kadaverin,
spermidin, triptamin, 2-feniletilamin, spermin, histamin, serotonin, tiramin, trimetil amin,
dopamin, agmatin) tiretme Ozelliklerini 5 farkli amino asit (tirozin, lizin, histidin, ornitin,
arjinin) ekli besi ortaminda incelenmislerdir. S. thermophilus’lar 0.03-12487.99 mg/l, L.
bulgaricus’larmn ise; 0.2-6153.36 mg/l biyojen amin iirettigi tespit edilmistir. Biyojen amin

tiretme Ozelliginin tiirler arasinda ve tiir i¢inde farklilik gdsterdigini belirlemislerdir.

Ozdestan ve Uren (2010), Tiirkiye’de farkli iireticilerden aldiklari 20 salgam
Orneginin biyojen amin igerigini arastirmiglardir. Putresin, kadaverin, histamin ve tiramin

varhigim tim salgam orneklerinde tespit etmislerdir. Putresin en yaygin bulunan biyojen
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amin olup konsantrasyonu 5.0-42.3 mg/l araliginda olup, toplam biyojen amin igeriginin

ise 26.7-134.3 mg/1 arliginda degisim gosterdigini belirlemislerdir.

Changyuan ve ark. (2010), biyojen amin iireten LAB’1n belirlenmesi {izerine bir
arastirma yapmuslardir. Fermente et tiriinlerinden izole ettikleri L. plantarum susundaki
biyojen amin sentezini HPLC cihazi kullanarak tespit etmislerdir. Histamin 211.03 pg/ml

oraninda sentezlenirken, tiramin’in ise 144.43 pg/ml oraninda iiretildigi tespit edilmistir.

Ozdestan ve Uren (2010), fermente bir siit {iriinii olan kefirde tiramin, putresin,
kadaverin ve spermidin varligini tespit etmislerdir. Kefir 6rneklerindeki toplam biyojen

amin miktar1 2.4-35.2 mg/l arasinda degisim gosterdigi sonucuna varmiglardir.

Cosansu (2009) tarafindan yapilan calismada, boza 6rneklerindeki biyojen amin
oranlar1 genis bir varyasyon gostermistir. Yirmibir boza 6rneginin 18’inin en az bir biyojen
amini igerdigi ve biyojen amin konsantrasyonlarinin en yiiksekten diisiige dogru tiramin,
kadaverin, triptamin, putresin, p-feniletilamin ve histamin seklinde siralandigini

belirlemistir.

Tamang ve ark. (2009), fermente sebzelerden izole ettikleri LAB’larin biyojen
amin sentezi {izerine arastirma yapmislardir. Bu izolatlarin dekarboksilaz aktivitelerini
belirlemek i¢in kullandiklar1 besiyerine histidin, lizin, ornitin ve tirozin ilave etmislerdir.
Birka¢ sus haricinde ¢ogu laktik asit bakterisinin biyojen amin iretmedigi sonucuna
varmuslardir. L. brevis’in sekiz susunda ve Leuconostoc lactis SAR2 (BFE926) susu genel

olarak ornitini dekarboksile ettikleri sonucuna varmislardir.

Yegin ve Uren (2008), benzoil kloriir ile tiirevlendirdikleri boza érneklerini HPLC
cthaz1 ile analiz etmislerdir. Biitiin boza Orneklerinde tiramin, putresin ve spermidin
varligin1 belirlemiglerdir. En yiiksek oranda tiramin varligi gozlemlenmistir. Boza
orneklerinin toplam biyojen amin miktar1 ise 13-65 mg/kg araliinda degisim gosterdigi

sonucuna varmiglardir.

Garai ve ark. (2007), dogal elma suyundan izole edilen LAB’larda histidin, tirozin
ve ornitin dekarboksilaz enzim aktivitesi olusumunu arastirmislardir. Test edilen 54 adet
laktik asit bakterisi arasinda 6 susun (5 adet laktobasil ve bir adet Oenococcus sp.) biyojen

amin iirettigini tespit etmislerdir.

Landate ve ark. (2007), saraptan izole edilen 155 laktik asit bakteri susu, 40 asetik
asit bakteri susu ve 36 maya susunun biyojen amin iiretim oranlarim1 HPLC ile analiz

etmiglerdir. Maya ve asetik asit bakterileri biyojen amin {iretmezken, LAB’leri ise
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histamin, tiramin, feniletilamin ve putresin sentezledigini belirlemislerdir. Buna bagh
olarak bu c¢aligmada LAB’lar sarapta histamin, tiramin, feniletilamin ve putresin

olusumundan sorumlu mikroorganizmalar olabilecegini diisiinmiiglerdir.

Ergen (2006), sofralik yesil ve siyah zeytin 6rneklerinde biyojen amin miktarlarinin
belirlenmesi iizerine yaptigi calismasinda, zeytinlerde en yiiksek konsantrasyona sahip
biyojen aminler triptamin, tiramin ve feniletilamin oldugu belirlenmistir. Belirlenen
degerler igerisinde en diisilk konsantrasyon araligina sahip biyojen aminin histamin
oldugu, rastlanma sikli§i bakimindan en diisiik biyojen aminin ise spermin oldugu
goriilmiistiir. Zeytin orneklerinde belirlenen feniletilamin, putresin, histamin, tiramin ve

toplam biyojen amin miktarlarinin toksit limitlerin altinda oldugunu bildirmistir.

Akbas (2006), degisik tursularda biyojen amin miktarlar1 {izerine yaptigi
caligmasinda en yiiksek konsantrasyona sahip biyojen aminler putresin, kadaverin ve
triptaminin oldugu, en diisiik konsantrasyona sahip biyojen aminin ise spermin oldugunu

belirlemistir.

Ekici ve Coskun (2004), Van ilindeki marketlerden toplanan 50 adet sebze tursusu
orneginde (28 adet karisik, 6 adet kirmizibiber ve 7 adet hiyar tursusu) histamin igerigini
fluorometrik yontem kullanarak arastirmiglardir. Tursu 6rneklerinde histamin seviyesinin
16.54-74.91 mg/kg (ortalama 30.73 mg/kg) arasinda degistigini belirlemislerdir. En yiiksek
histamin konsantrasyonu ise 74.91 mg/kg ile kirmizibiber tursusu Orneklerinde

belirlemislerdir.

Spicka ve ark. (2002) tarafindan 6 farkli ¢esit lahanadan yapilmis 121 susuz lahana
tursusunda (sauerkraut) gerceklestirilen ¢alismada, tiramin ve putresin konsantrasyonlari
yiiksek seviyelerde tespit etmiglerdir. Kadaverin ve spermidin orta ve diisiik diizeylerde,
histamin, triptamin ve spermin daha diisiik konsantrasyonlarda bulunmustur. Bu ¢alismada
3 farkli starter kiiltlirin biyojen amin olusumu iizerine etkileride tespit edilmistir.
Lactobacillus buchneri ve Enterococcus faecium bakterileri tirozini dekarboksile ederek

tiramin amin olusumuna neden oldugu belirlenmistir.

Yiicel ve ark. (2001), isletmelerde ticari olarak iiretilmis 10 adet lahana tursusu
orneginde putresin, kadaverin, triptamin, spermin, spermidin, histamin ve tiramin biyojen
aminlerini HPLC cihaz1 kullanarak arastirmiglardir. Biitiin 6rneklerde bu biyojen
aminlerden putresin, spermin ve tiraminin varligini tespit etmislerdir. En yiiksek degerler

acisindan putresini 21.5 mg/kg, kadaverini 12.1 mg/kg, triptamini 14.3 mg/Kg, spermini
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11.8 mg/kg, spermidini 14.1 mg/kg, histamini 10.9 mg/kg ve tiramini 14.7 mg/kg oraninda
bulmuslardir. Tursularin toplam biyojen amin igeriklerinin ise 15.85-89.50 mg/kg arasinda

degisiklik gosterdigini tespit etmislerdir.

Arena ve Manca de Nadra (2001), laktobasil suslarinin sarap ve meyve sularindaki
ana aminoasitlerden ornitin ve arjininden putresin ve agmantin sentezi iizerine
caligmiglardir. L. hilgardii X1B susunun sarapta arjinin ve ornitinden putresin ve agmatin
tiretebildigini belirlemistir. Meyve sularinda zararsiz bozulma etmeni olarak bilinen L.

plantarum 'unda biyojen amin iiretebildigini tespit etmistir.

Garcia-Garcia ve ark. (2000) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, paketlenmis
kapari tursusunda putresin, spermin, histamin ve tiramin varligini tespit etmislerdir.
Histamin yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur. Ayrica kapari meyvesinin tursusunda
bu biyojen aminlere ek olarak kadaverinin varligin1 goézlemlemislerdir. Kadaverin bir¢cok

ornekte 0- 9.5 mg/kg arasinda oldugunu bulmuslardir.

Bover-Cid ve Holzapfel (1999), farkli orijinli LAB’lardan tiramin, putresin,
histamin ve kadaverin olusumu arastirilmistir. Bazi laktobasil suslarinin, Ozellikle L.
curvatus, L. brevis ve L. buchneri’nin 6nemli miktarda tiramin trettikleri belirlenmistir.
Baz1 Leuconostoc ve Weissella tiirleri ile pediokoklar herhangi bir amin iretimi
gostermemistir. Ayrica calismada kullanilan suglarin  histamin iretmedigini tespit

etmislerdir.

Sumner ve ark. (1990), ¢ig siitten yapilan peynirden bes tane histidin ve bir tane
tirozini dekarboksile eden sus izole etmislerdir. Bu suslardan histidini dekarboksile
edebilen Lactobacillus buchneri, tirozini dekarboksile edebilen susun ise Lactobacillus

brevis oldugunu bildirmislerdir.

Choudhury ve ark. (1990), Leuconostoc oenos DSM 20252 ve Lactobacillus
buchneri (Lb14 veSt2A) nin iki susu tarafindan biyojen amin olusumunu arastirmislardir.
Uygun sartlar altinda L. buchneri’ nin iki susu 24 saat i¢cinde %90 oraninda histamin

tiretirken, L.oenos DSM 20252 ise sadece tirozin tirettigini belirlemislerdir.

2.2. Biyojen Amin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Gidalarda biyojen amin varligi serbest amino asitlerin durumuna, (6zellikle
hammadde ve/veya ilave basglatict kiiltirden) biyojen amin enzimleri ireten

mikroorganizmalarin varligina, biiylimeye (6zellikle sicaklik, pH) izin veren kosullar ve
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enzim aktivitesini (0zellikle diisiik pH) etkileyen kosullar1 gibi temel 6n sartlara baglidir
(Loizzo ve ark., 2013) .

Anita ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, sarap yapimi sirasinda uygulanan farkli
maserasyon uygulamalar1 ile iiziim kabuklarindaki ekstre bilesiklerin biyojen amin
olusumu lizerine olan etkilerini arastirmiglardir. Sonug olarak, geleneksel ve genisletilmis
maserasyon uygulamalariyla yiiksek konsantrasyonlarda biyojen aminlerin varliini tespit

etmislerdir.

Yaldirak (2011), geleneksel yolla Trettigi salgam suyunda farkli sicaklik
konsantrasyonlart uygulayarak biyojen amin olusumu iizerine etkilerini incelemistir.
Triptamin, feniletilamin ve putresin olusumu fermantasyonun 1. 2. ve 3. giinlerinde
35°C’deki tiretim 25°C ye oranla onemli miktarda az olustugu belirlenmistir. Ancak
triptamin ve putresin konsantrasyonundaki bu farkin fermantasyonun 4. ve 5. giinlerinde
ortadan kalktigi, feniletilamin konsantrasyonunun ise fermantasyonun 4. ve 5. gilinlerinde

ise 35°C’deki tiretim oraninin daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Yiiksel (2010), geleneksel yolla iirettigi salgam suyuna farkli tuz konsantrasyonlari
uygulayarak biyojen amin olusumu iizerine etkilerini incelemistir. Toplam biyojen amin
olusumuna bakildiginda tuz konsantrasyonun artisi ile biyojen amin olusumunun azaldig
goriilmiistiir ve bu durum tuzun etkisiyle mikroorganizma gelisiminin ve mikrobiyel
dekarboksilaz enzim aktivitelerinin azalmasi ile iligkilendirilmistir. Arastirmada, salgam
orneklerinde triptamin, putresin ve feniletilamin tespit edilmistir. En yiiksek
konsantrasyona sahip biyojen aminin triptamin, en diisiik konsantrasyona sahip biyojen
aminin ise feniletilamin oldugu belirlenmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonunun en cok

triptamin ve feniletilamin olusumunu etkiledigi saptanmistir.

Gliciikoglu ve Kiipliilii (2010), Tiirk fermente sucuklarinda olgunlastirma esnasinda
farkli starter kiiltiirlerin ve farkli fermantasyon sicakliginin biyojen amin olusumu {izerine
etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda 2 farkli fermantasyon sicaklifi (22 ve 26°C)
kullanmiglardir. Olgunlastirma stiresince her iki sicaklikta da biyojen amin seviyesinde,
mikrobiyal ve kimyasal analizlerde istatistiksel olarak bir farklilik bulunmadigini tespit

etmislerdir.

Kurt ve Zorba (2009), sucuklarda biyojen amin olusumuna olgunlastirma
periyodunun, nitrit seviyesinin ve 1sil iglemin etkilerini incelemislerdir. Olgunlastirmanin

ardindan sucuklara buhar ile farkli sicaklik derecelerinde (30, 40, 60, 80, 90°C) 1s1l islem
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uygulamiglar ve bu sucuklarda biyojen amin olusumunu analiz etmislerdir. Olgunlastirma
periyodunun ardindan uygulanan 1sil islemin sucuklarda biyojen amin olusumunu

onemsenecek miktarda etkilemedigini tespit etmislerdir.

Yiicel ve Uren (2008) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, 8 farkli salatalik
tursusunda biyojen amin analizleri gerceklestirilmistir. Orneklerin tuz igerigi (%6, %8,
%10 ve %12) ve sitrik asit konsantrasyonunun (0 veya %1) biyojen amin olusumuna
etkileri arastirilmistir. Putresin, kadaverin, triptamin, spermidin, spermin, tiramin ve
histamin gibi biyojen aminlerin varligini tespit etmislerdir. %10 tuz igeren ve hig sitrik asit

icermeyen Orneklerde ise biyojen aminler en yiiksek oranlarda bulunmustur.

E. durans IPLA 655 susunun; farkli biyoreaktor sartlar altinda, farkli karbon
kaynaklari, tirozin konsantrasyonu ve farkli pH’larin tiramin sentezi iizerindeki etkileri
incelenmistir. Karbon kaynaklarinin tiramin iiretimi iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte tirozinin, tiramin iiretimi i¢in gerekli oldugu, pH’nin

tiramin sentezinde en biiyiik etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Fernandez ve ark., 2007).

Turgut (2006), starter kiiltiir katilarak {iretilen hiyar tursularinda biyojen amin
olusumu {izerine bir arastirma yapmustir. Starter kiiltiir Kkatilan Orneklerde putresin,
feniletilamin ve tirptamin gozlemlenirken, kontrol 6rneklerinde ise feniletilamin, putresin
ve triptaminin en yiiksek konsantrasyona sahip biyojen aminler oldugu ve starter kiiltiir

ilavesinin biyojen amin olusumunun engellendigi belirlenmistir.

Bozkurt ve Erkmen (2004), sucuklarda sicaklik, nem ve katki maddelerinin biyojen
amin olusumu iizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, sicaklik ve nemin depolama
sliresince biyojen amin olusumunda etkili olduklari tespit edilmistir. Depolama sicakliginin
20°C’ den 40°C’ ye yiikselmesinin sucukta feniletilamin olusumunu 6nemli miktarda
arttirdigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde tiramin konsantrasyonu sicakligin artmasi ile
0.0’ dan 433.6 mg/kg’ a ulastigin1 tespit etmislerdir. Histamin igeriginin ise 20°C ve 30°C’
de 60 giinliikk depolama siiresi sonunda 0.0 dan 35.6 mg/kg’ a ulasirken, 40°C’deki
depolamada ise 5.3 den 71.7 mg/kg’ a ulastigini ifade etmislerdir.

Spicka ve ark. (2002), hiicresel -elektrokinetik kapiler kromatografi cihazi
kullanarak yaptiklart bir ¢alismada, hem dogal yolla hem de starter kiiltiir (L. plantarum )
illave ederek irettikleri susuz lahana tursularindaki biyojen amin olusumunu
incelemislerdir. Alt1 adet kiyllmis beyaz lahana ¢esidinin 22 °C’ de 14 giin siiren baglangi¢

fermentasyonu ile hazirladiklar1 lahana tursularini, 5-6 °C’ da depolamis ve 6. ay sonunda
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analiz etmislerdir. Calismada alinan sonuglara gore starter kiiltiir katkisinin putresin,

tiramin ve kadaverinin iiretim oranlarini 6nemli 6l¢iide azaltiklari belirlenmistir.

Colak ve Ugur (2002), sucuk orneklerini buzdolab1 ve oda sicakliginda muhafaza
etmislerdir. Depolamanin 180. giiniinde yaptiklar1 analizde tiriptamin miktarinin 23.4 -50.3
mg/kg, B-feniletilamin miktarinin 33.1-60.6 mg/kg, putresin miktarinin 223.5-351.5 mg/kg,
histamin miktarmin 188.3-426.4 mg/kg ve tiramin miktarinin ise 245.1-351.0 mg/kg
oranlarinda degisim gosterdigini belirlemislerdir. Sonug olarak oda sicakliginda depolanan
sucuk Ornekleri, buzdolabinda muhafaza edilenlere oranla daha yiiksek miktarlarda biyojen

amin olusturdugunu tespit etmislerdir.

Durlu-Ozkaya ve ark. (2001), et iiriinlerinden izole ettikleri Enterobacteriaceae
familyasi tarafindan sentezlenen biyojen aminleri incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda,
kiiltiir ortaminda ve et {iriinlerinde olusan baslica biyojen aminlerin putresin, kadaverin,

tiramin ve histamin oldugunu tespit etmislerdir.

Pinho ve ark. (2001) Azeitao peynirinin depolama sirasinda biyojen amin dongiisii
tizerine sicakligin etkisini incelemisler ve oda sicakliginda (25°C) tiramin ve putresin

iceriginin dnemsenecek miktarda arttigini belirlemislerdir.

Kalac ve ark. (2000), 3 adet beyaz lahana ¢esidini kullanarak, 3 farkli susuz lahana
tursusu hazirlamislardir. Baslangigta 22 °C’ da 14 giin fermentasyona birakilan ve daha
sonra 5-6 °C’ da depolanan drnekleri 6 ay sonunda analiz etmislerdir. Arastirmada starter
kiiltiir katilmadan fermentasyona birakilan kontrol 6rnekleri, starter kiiltiir (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei, Pediococcus pentosaceus, Enterococcus faecium) ve
hazirlanan karisik ticari laktik asit bakteri tiirleri (her birindeki doz 5x10° kob/g lahana) ile
inokule edilen Orneklerdeki biyojen amin olusumu hiicresel elektrokinetik kapiler
kromatografi cihaziyla analiz edilmistir. Analiz sonucunda histamin, triptamin, spermidin
ve spermin konsantrasyonlarini genellikle 10 mg/kg’ mn altinda bulmuglardir. Tiramin,
putresin ve kadaverin olusumunun toplam konsantrasyonu kontrol 6rneklerinde 450-780
mg/kg, L. plantarum kullanilan 6rneklerde 47.6-120 mg/kg ve karigik ticari laktik asit
bakteri tiirleri kullanilan oOrneklerde ise 41.1-205.7 mg/kg olarak belirlemislerdir. L.
plantarum ve karisik ticari laktik asit bakteri tiirleri bu oranlarin diisiisiinde 6nemli rol

oynadiklarini istatistiksel olarak saptamiglardir.

Halasz ve ark. (1999), susuz lahana tursusunda biyojen amin oraninin belirlenmesi

icin yaptiklar1 ¢calismada, susuz lahana tursusunu %2 ve %?5’lik tuz konsantrasyonlarinda
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hazirlamiglardir. Fermentasyonlar, starter kiiltiir (L. plantarum ve L. curvatus) eklenmis ve
starter kiiltiir eklenmemis olarak gerceklestirilmistir. Kapali kavanozlar 11 °C ve 30 °C’da
96 saat bekletilme sonucunda pH ve biyojen amin oranlarinda degisim gozlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore starter kiiltiir eklenmis lahana tursularinin toplam biyojen amin
icerigi dogal susuz lahana tursusuna gore daha diisiik konsantrasyonlarda bulunmustur.
Sicaklik biyojen amin olusumunda etkili bir faktor olarak goézlenmis olup en yiiksek
biyojen amin konsantrasyonu dogal yolla 30 °C’de fermente edilmis Orneklerde

bulunmustur.

2.3. Saghik Acisindan Biyojen Amin Uzerine Yapilan Calismalar

Biyojen aminler saglhiga =zararli olan bilesikler ve bu bilesiklerin yiiksek
konsantrasyonlarin1 ihtiva eden gidalarin tiiketimi ise toksik reaksiyonlara sebep
olabilmektedir. Ozellikle, tiramin zehirlenme vakalar1 peynir tiikketiminden sonra meydana

geldigi belirlenmistir (Loizzo ve ark., 2013) .

Biyojen aminler diisiilk miktarda alindiklarinda viicut tarafindan tolere edilebilirken
yiksek miktarda alindiklarinda intoksikasyona ve gida zehirlenmesine neden
olabilmektedirler (Ayhan ve Durlu-Ozkaya, 2007). Yiiksek dozda viicuda alinan biyojen
aminler hipotansiyon (histamin, putresin, kadaverin), hipertansiyon (tiramin), anafilaktik
sok sendromu, solunum zorlugu, alerjik reaksiyonlar, kalp ritmiyle ilgili rahatsizliklar ve

oliim gibi ciddi problemlere sebep olabilecegini bildirmislerdir (Kalac ve Krausova, 2005).

Histamin ve tiramin gibi aminler ise sinir sisteminin foksiyonunu yerine
getirmesinde, kan basincinin ayarlanmasinda gereklidir. Feniletilamin ve tiramin kan
basimcini artirirken histamin kan basincini azalttigini  belirtmislerdir (Karovicova ve
Kohajdova, 2005). Putresin, kadaverin, spermidin gibi bazi biyojen aminler serbest radikal
temizleyici gibi davranabilmektedirler. Tiraminin dikkate deger oranda antioksidan

aktivitesi gosterdigini tespit etmiglerdir (Kalac ve Krausova, 2005).

Bazi hassas kisilerin peynir tiiketiminden sonra migren ataklarina maruz kaldigi,
boyle kisilerin genetik olarak monoaminooksidaz enziminden yoksun olma ihtimalinin
yiiksek oldugu; dolayistyla, bu tip hastalarin ¢ogunda 100 mg tiramin aliminin siddetli bas
agris1 meydana getirdigini belirtmislerdir. Ayrica tiramin, monoaminooksidaz tedavisi
goren hastalarda hipertansif krizlere de neden olabilecegide ifade edilmektedir. Aminlerin

alkol ile birlikte veya bazi ilaglarla alindiginda saglik lizerindeki olumsuz etkisi dahada
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artmaktadir. Bir¢ok arastirmaci saraplardaki histamin miktarinin maksimum diizeyi olarak
10 mg/l oldugunu belirtmislerdir. Ancak, bazi1 aragtirmacilar ise 8 mg/l diizeyindeki

histaminin bas agrismi tetikledigini tespit etmislerdir (Ozkaya ve Tunail, 2000).

Biyojen aminler gidalarin bozulmasi ve giivenligi ile yakindan ilgilidir. Histamin,
tiramin, putresin gibi biyojen aminler canlilarda yasamsal fonksiyonlar igin gerekli
olmasima ragmen, bu aminlerin yliksek miktarda tiiketimi canlilarda toksik ve patojenik
etki yaratmaktadir. Bu etkiler bas agrisi, kalp carpintisi, kusma, ishal, stres, yorgunluk,
diisiik veya yiiksek tansiyon, gida zehirlenmesi gibi siralanabilir. Tiramin, histamin,
triptamin gibi aminlerin kan basincini yiikselttikleri, normal olarak viicutta ise
monoaminooksidaz enzimler tarafindan etkisiz hale getirilmektedirler. Ancak bu enzimi
inhibe eden antidepresant ilaglar alan hastalarda peynir tiiketimi, tiramin birikiminden

dolay1 zehirlenmelere yol agabilmektedir (Bakirc1,2000).

Histamin zehirlenmesinde, inkiibasyon siiresi gidanin alimryla semptomlarin ¢ikisi
arasindaki birkag¢ dakika ile birkag saat arasinda degismektedir. Semptomlar spontan olarak
kaybolabildigi gibi bazen bir veya bir kag¢ giin devam edebilmektedir. Genellikle, boyunda
ve yiizde kirmizi lekeler, kasinti, 6dem, yiiksek ates, agiz ¢cevresinde sanci ve yanma hissi,
mide bulantisi, kusma, ishal ve karin agrisi, kramplar gozlenmektedir. Carpinti, titreme,
heyecanlanma ve dilin sigsmesi gibi semptomlara da sebebiyet verebilecegi bildirilmistir
(Leuschner, 1998).

2.4. Aromatik Icerikler ve Gida Giivenligi Uzerine Yapilan Calismalar

Siragusa ve ark. (2014) yaptiklar caligmada, L. plantarum suslart MRS besi
ortamindaki gelismeleriyle, gida benzeri maddelerin (peynir alt1 suyu, siit ve domates suyu
gibi) oldugu ortamdaki gelismelerinde bazi metabolik ozelliklerde (karbonhidrat ve
organik asitlerin tiretimi ve tiiketimi) degisimlerin varligi gozlemlenmistir. L. plantarum
suslart yliksek karbon kaynagi, diisiik glikoz konsantrasyonu ve hi¢ glikoz icermeyen

ortamlardaki fermantasyon profilleri analiz edilmistir.

Rubio ve ark. (2013) yaptiklar1 calismada, Ispanyol fermente sucuk ve nihai
tirtinlerinin hijyenik ve duyusal nitelikleri {izerindeki etkisini artirmak amaciyla probiyotik
olan Lactobacillus suslarini (L. plantarum 299V ve L. rhamnosus GG) starter kiiltiir olarak

kullanip degerlendirmesini yapmislardir.
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Ji ve ark. (2013) yaptiklart ¢alismada, Kimchi’de fonksiyonel 6zellikleri olan bes
farkli L. plantarum ve bir Leuconostoc citreum suslarini izole etmislerdir. Bu izolatlarin
antibiyotik direnci, hemoliz, jelatinaz etkinligi ve biyojen amin iiretimleri gida giivenligi

acgisindan incelenmistir.

Essid ve Hassouna (2013) yaptiklar1 ¢alismada, geleneksel Tunus sucuk iiretiminde
L. plantarum ve Staphylococcus xylosus suslarini stater kiiltiir olarak kullanmislardir.
Sosislerin olgunlasma asamasindaki mikrobiyolojik, biyokimyasal duyusal ve dokusal

Ozelliklerindeki degisiklikler incelenmistir.

Metabolik bazi 0Ozellikleri sayesinde LAB’lar genellikle, fermente gidalarin
mikrobiyal giivenligine, lezzetine, dokusuna, besin degerine Onemli Olgiide katkida

bulunduklar tespit edilmistir (Settanni ve Corsetti, 2008).

Corsetti ve ark. (2005), ¢esitli triinlerde dogal olarak bulunan laktik asit
bakterilerinin, geleneksel dogal iiriinlerin biyolojik olarak muhafazasinda, bakterilerin
tiretmis olduklar1 organik asitler, karbon dioksit, etanol, hidrojen peroksit ve diasetillerin

etkili oldugunu belirtmislerdir.

Fermente gidalarin iiretiminin, ham materyalin hizli asidifikasyonunun baglangici,
LAB’larin starter kiiltiir olarak kullanimiin gergeklestirilmesine bagli oldugunu ve yakin
geemiste LAB’in yeni starter kiiltiirlerinin gelistirildigini belirtmislerdir. LAB’in
antimikrobiyal maddeler, seker polimerleri, tatlandiricilar, aromatik bilesikler, vitaminler
ya da enzimler gibi faydali probiyotik 6zelliklere genetiksel olarak sahip olmasi gerektigini
bildirmigslerdir (Leroy ve Vuyst, 2004).

Gidalarda biyojen aminlerin belirlenmesi yalnizca toksikolojik agidan Onemli
degildir. Ayn1 zamanda gidalarda biyojen aminlerin varligi tazelik ve bozulmanin

indikatorii olmasi agisindan da 6nemli oldugunu belirtmislerdir (Alberto ve ark., 2002).

LAB’nin aminoasit metabolizmas1 gida kalitesi ve gida gilivenligi agisindan da
onemlidir. Ciinkii baz1 gidalarda aminoasitler karakteristik aromanin olusumuna katkida
bulunurlar. Yapilan ¢aligmalar, LAB’lar aminoasitleri tamamen metabolize edebildiklerini,
ancak bu 06zelligin tiirler arasinda biiyiik 6l¢iide degistigini tespit etmislerdir (Williams ve
ark., 2001).

Caplice ve Fitzgerald (1999) yaptiklar1 ¢alismada, eski teknolojilerde yiyeceklerin

fermentesyonla korundugunu, bazi yiyeceklerin sindirimini kolaylastirmak igin de
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fermentasyonunun gerekli oldugunu bildirmislerdir. Laktik asit bakterileri et, siit, tahil ve

sebze gibi bir¢ok fermentasyon siirecinde metabolik aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Gidalardaki biyojen aminler; gidalarin bozulmasi ve gida giivenligi ile yakindan
iliskilidir. Biyojen aminlerin aroma ve lezzet maddeleri olmalar1 diger fonksiyonlari
arasina girmektedir. Enzimatik olmayan esmerlesme olayinda etkilidirler. Niikleik asit,
alkaloid ve protein sentezinde azot kaynagidirlar. Nitritle reaksiyona girerek kanserojen
nitrozaminleri olustururlar. Gidalarin kalite kontroliinde tamamlayict unsur olarak gorev

alidiklarini bildirmislerdir (Halasz ve ark., 1994).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar

Tez calismasi Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi (KSU), Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Mus Alparslan Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari ve KSU Universite
Sanayi Kamu Isbirligi Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (USKIM)
Laboratuvarlarinda yapilmistir. Calismanin temel kimyasallar1 farkli firma belirtilmedikge,
Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya) grubundan; molekiiler biyoloji sarf malzemeleri

Fermentas (USA), Thermo Scientific (USA) ve Favorgen’den (Tayvan) temin edilmistir.

3.2. Tursu Ornekleri

Bu ¢alismada L. plantarum izolasyonu i¢in kullanilan tursu ornekleri Tiirkiye’nin
farkli illerinden ve bu illere bagl baz: ilgelerde (Cizelge 3.1) geleneksel olarak tursu yapan
ailelerden rastgele toplanmistir. Toplanan Orneklerin detayli bilgileri Cizelge 3.1’de

verilmigtir.

Toplanan tursu ornekleri steril kaplara alinmis ve miimkiin olan en kisa siirede ve
soguk zincir takip edilerek laboratuvara getirilip hemen izolasyon yapilmistir. izolatlar
tursu Orneklerinin nereden temin edildigi ve izolasyon numaralar icerecek sekilde

adlandirilmis ve -20 °C’de saklanmistir.

Cizelge 3.1. Farkli il ve ilgelerde temin edilen tursu ornekleri, tursudan izole edilen ve
tanimlanan laktik asit bakteri listesi

izolat Adi Tursu Cesidi Ornek Yeri
YAIL (L. plantarum 1) Salatalik Mersin
YAI2 Salatalik Mersin
YAI3 (L. plantarum 2) Lahana Biber Mersin
YAIl4 Lahana Biber Mersin
YAIS5 Salatalik Mersin
YAI6 Lahana Mersin
YAI7 Lahana Mersin
YAI8 Lahana Mersin
YAI9 Salatalik Mersin
YAI10 Salatalik Mersin
YAI1l Salatalik Mersin
YAI12 Salatalik Mersin
YAI13 Lahana Mersin
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Cizelge 3.1’in devami

izolat Adi Tursu Cesidi Ornek Yeri
YAI14 (L. plantarum 3) Lahana Mersin
YAIL5 Lahana Mersin
YAKEL1 (L. plantarum 4) Biber K.Marag/Elbistan
YAKE?2 Biber K.Maras/Elbistan
YAKAL (L. plantarum 5) Karisik Kars
YAKA2 Karisik Kars
YAKA3 Karisik Kars
YAKA4 (L. plantarum 6) Karigik Kars
YAMSL1 (L. plantarum 7) Karisik Mus/Sungu
YAMS2 Karisik Mus/Sungu
YAMS3 (L. plantarum 8) Karigik Mus/Sungu
YAMS4 Lahana Mus/Sungu
YAMSS (L. plantarum 9) Lahana Mus/Sungu
YAMS6 Lahana Mus/Sungu
YAAG1 Salatalik, Havug Agn
YAAG?2 Salatalik, Havug Agr
YAAGS3 (L. plantarum 10) Salatalik, Havug Agrn
YAAG4 Salatalik, Havug Agn
YAIZ1 Biber [zmir
YAIZ?2 Biber Izmir
YAAGS (L. plantarum 12) Pancar, Karnabahar Agrn
YAAG6 Pancar, Karnabahar Agri
YAAG7 Pancar, Karnabahar Agri
YAAGS (L. plantarum 13) Kavun, Havug Agrn
YAAGY9 Kavun, Havug Agri
YAAG10 Kavun, Havug Agri
YAAGL11 (L. plantarum 14) Kavun, Havug Agr
YAAGI12 Fasulye, Acur, Biber Agri
YAAG13 (L. plantarum 15) Fasulye, Acur, Biber Agrn
YAAG14 Fasulye, Acur, Biber Agri
YAAGI5 (L. plantarum 16) Biber Agrn
YAAG16 (L. plantarum 17) Lahana, Havug Agr
YAAG17 Lahana, Havug Agri
YAAG18 (L. plantarum 18) Cag, Lahana Agr
YAAG19 Cag, Lahana Agri

YASI (L. plantarum 19) Karigik Sanliurfa
YAS2 Karigik Sanliurfa
YAS3 Karisik Sanlurfa
YAS4 (L. plantarum 20) Karigik Sanliurfa
YASS Karisik Sanliurfa
YASG6 (L. plantarum 21) Karigik Sanliurfa
YAS7 Karisik Sanliurfa
YASS (L. plantarum 22) Karigik Sanlrurfa
YAS9 Karisik Sanliurfa
YAS10 Karisik Sanliurfa
YAS11 Karisik Sanliurfa
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Cizelge 3.1’in devami

izolat Adi Tursu Cesidi Ornek Yeri
YAS12 Karisik Sanlurfa
YAS13 Karisik Sanliurfa
YAS14 (L. plantarum 23) Karigik Sanliurfa
YAS15 Karisik Sanlurfa
YAS16 Karisik Sanliurfa
YAGLI (L. plantarum 24) Karigik Gaziantep
YADI(L. plantarum 25) Tursu Suyu Diyarbakir
YAD?2 (L. plantarum 26) Tursu Suyu Diyarbakir
YAM1 Salatalik, Biber Mardin
YAM2 Salatalik, Biber Mardin
YAMS3 (L. plantarum 29) Salatalik, Biber Mardin
YAIL6 Biber Mersin
YAIL17 Biber Mersin
YAI18 (L. plantarum 31) Biber Mersin
YAD3 (L. plantarum 32) Biber Diyarbakir
YAD4 Biber Diyarbakir
YADS (L. plantarum 33) Biber Diyarbakir
YAH1 Tursu Suyu Hakkari
YAH?2 Tursu Suyu Hakkari
YAV1 Karisik Van

YAV2 Karisik Van

YAV3 (L. plantarum 35) Karigik Van

YAML1 (L. plantarum 36) Karigik Mus

YAM2 Karisik Mus

YAM3 Karisik Mus

YAM4 Karisik Mus

YAMS (L. plantarum 38) Karigik Mus

YAM6 Lahana Mus

YAMT (L. plantarum 39) Acur Mus

YAMS (L. plantarum 40) Karigik Mus

YAMO (L. plantarum 41) Karigik Mus

YABSLI (L. plantarum 42) Karigik Bingol/Solhan
YABS2 Karisik Bing6l/Solhan
YAIS1 Fasulye Istanbul
YAIS2 Fasulye Istanbul
YAIS3 (L. plantarum 43) Fasulye Istanbul
YAIS4 Biber, Domates Istanbul
YAIS5 (L. plantarum 44) Biber, Domates Istanbul
YAIS6 Lahana, Domates [stanbul
YAIS7 (L. plantarum 45) Lahana, Domates Istanbul
YAIS8 (L. plantarum 46) Karigik Istanbul
YAIS9 (L. plantarum 47) Karigik Istanbul
YAIS10 Karisik Istanbul
YAK1 Biber Kahramanmaras
YAK?2 (L. plantarum 48) Biber Kahramanmarag
YAK3 Karisik Kahramanmaras
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Cizelge 3.1’in devami

izolat Adi Tursu Cesidi Ornek Yeri
YAK4 (L. plantarum 49) Karigik Kahramanmaras
YAKS5 (L. plantarum 50) Karisik Kahramanmaras
YAKG Karisik Kahramanmaras
YAKT (L. plantarum 51) Karigik Kahramanmaras
YAKS Karisik Kahramanmaras
YAKO (L. plantarum 52) Biber-Acur Kahramanmaras
YAK10 Biber-Acur Kahramanmaras
YAK11 Karisik Kahramanmaras
YAK12 (L. plantarum 53) Karisik Kahramanmaras
YAK13 Karisik Kahramanmaras
YAK14 Karisik Kahramanmaras
YAK15 Biber-Acur Kahramanmaras
YAK16 (L. plantarum 54) Biber-Acur Kahramanmaras
YAK17 Biber-Acur Kahramanmaras
YAK18 (L. plantarum 55) Biber-Acur Kahramanmaras
YAK19 Biber-Acur Kahramanmaras
YAK?20 (L. plantarum 56) Karigik Kahramanmarag
YAK21 Karisik Kahramanmaras
YAK22 Karisik Kahramanmaras
YAK23 Karisik Kahramanmaras
YAK?24 Karisik Kahramanmaras
YAK25 Acur Kahramanmaras
YAK26 Acur Kahramanmaras
YAK27 Acur Kahramanmaras
YAK?28 Karisik Kahramanmaras
YAK29 (L. plantarum 60) Karigik Kahramanmarag
YABT1 Karisik Bitlis/Tatvan
YABT?2 Karisik Bitlis/Tatvan
YABT3 Salatalik Bitlis/Tatvan
YABT4 (L. plantarum 62) Salatalik Bitlis/Tatvan
YABT5 Salatalik Bitlis/Tatvan
YABT6 Salatalik Bitlis/Tatvan
YABT7 (L. plantarum 63) Salatalik Bitlis/Tatvan

YABTS (L. plantarum 64)

Salatalik, Biber

Bitlis/Tatvan

YABT9

Salatalik, Biber

Bitlis/Tatvan

YABT10 Salatalik, Biber Bitlis/Tatvan
YABT11 Salatalik Bitlis/Tatvan
YABT12 Biber, Havug Bitlis/Tatvan
YABT13 (L. plantarum 67) Karigik Bitlis/Tatvan
YABT14 Karisik Bitlis/Tatvan
YABT15 Karisik Bitlis/Tatvan
YABT16 (L. plantarum 68) Karisik Bitlis/Tatvan
YAMI10 (L. plantarum 69) Karigik Mus
YAM11 (L. plantarum 70) Karigik Mus
YAM12 Karisik Mus
YAM13 Karisik Mus
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Cizelge 3.1’in devami

Izolat Adx Tursu Cesidi Ornek Yeri
YAM14 Karisik Mus
YAM15 (L. plantarum 73) Karisik Mus
YAM16 Karisik Mus
YAM17 (L. plantarum 74) Karisik Mus
YAM18 Karisik Mus
YAM19 (L. plantarum 76) Karisik Mus
YAM20 Karisik Mus
YAM21 Karisik Mus
YAM22 (L. plantarum 77) Karisik Mus
YAMZ23 (L. plantarum 78) Karigik Mus

3.3. Besiyeri ve Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan MRS besi ortaminin kimyasal kompozisyonu Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Laktik asit bakteri izolasyonu i¢in kullanilan MRS besiyerinin kompozisyonu

MRS Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/l)

Pepton 10

Et ozuti 8

Maya 0ziitii 4

Glikoz 20

Potasyum hidrojen fosfat 2
Diamonyum hidrojen fosfat 2

Sodyum asetat 2
Magnezyum siilfat 0.2

Mangan siilfat 0.04

Hazir besi ortamu litreye 52.2 gr olarak tartilmig ve otoklavda 121 °C de 15 dak.

stire ile sterilize edilmistir.

3.4. Cozeltiler ve Hazirlanmasi

%3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 g fenol {izerine 20 ml destile
su ve 3 g NaCl aktarilarak 45 °C’deki su banyosunda ¢oziilerek oda sicakliginda

tutulmustur.

RNaz A c¢ozeltisi: 5 ml steril destile su igerisinde hazirlanan 0.05 M sodyum asetat
¢Ozeltisinin lizerine 5 mg RNaz A ilave edilmistir. Kaynar su igerisinde ortam 5 dak.

tutulduktan sonra -20 °C’de saklanmustir.
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Sakkaroz cozeltisi
Tris

EDTA

Sakkaroz

Destile su

pH 8.0 + 0.02

Lizozim cozeltisi
Tris

Lizozim

Destile su

pH 8.0 + 0.02

Tris-EDTA-2
Tris

EDTA

Destile su

pH 7.5+ 0.02

3.5. L. plantarum Suslarmn izolasyonu

0.7¢9
0.05¢g
6.59
100 ml

0.3g
01g
10 ml

0.15¢
049¢g
100 ml

SDS cozeltisi
Tris

EDTA

SDS

Destile su

pH 8.0 +0.02

Tris-EDTA-1

Tris

EDTA
Destile su

pH 8.0 +0.02

Tris-HCI
Tris-HCI
Destile su
pH 7.0 +0.02

069
08¢
209
100 ml

064¢
95¢
100 ml

31g
100 ml

Laboratuvara getirilen tursu Orneklerinden 5’er gr tartilarak 5 ml fizylojik su

icerisinde 3500 devir/dak. 2 dak. siire ile santrifiijlenmistir. Olusan siipernatant kismindan

1 ml alinarak 10 000 devir/dak. 30 sn santrifujlenerek olusan siipernatant kismindan 1mi

alinmis ve 10000 devir/dak. 15 dak. santrifiijlenmistir. Siire sonunda tiip igerisinde kalan

cokelti 1 ml fizyolojik su ile ¢oziilerek 10¢ kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir.

Hazirlanan diliisyonlardan L. plantarum suslarinin izolasyonu i¢in MRS agara ekim

yapilmigtir. Ekimi yapilan plaklar 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan

ve laktik asit bakteri kolonisi oldugu diisiiniilen koloniler alinip stoklanmak tiizere sivi

besiyerlerinde aktiflestirilmistir (Sekil 3.1) (Mandel ve ark., 1970).
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Sekil 3.1. Tursudan izole edilen LAB’larin MRS besi ortaminda aktiflestirilmesi

3.6. Biyokimyasal Tamimlama

Tursu oOrneklerinden izole edilen LAB’larin tanimlanmasinda izolatlarin
biyokimyasal (katalaz), morfolojik (kok, cubuk gibi) ve Kkiiltiirel 6zelliklerine (gram

boyama, koloni morfolojisi) bakilarak 6n tanimlama yapilmustir.

3.6.1. Koloni morfolojisi

Inkiibasyondan sonra petrilerdeki koloniler gériiniislerine, rengine ve sekline

bakilarak degerlendirme yapilmustir.
3.6.2. Gram boyama

Izole edilen potansiyel LAB’lar gram boyama teknigi ile boyanmistir. Petrilerdeki
kolonilerden; preparat hazirlanmig, kurutulmus ve tespit edilmistir. Kristal violet soliisyonu
ile 2-3 dak. boyanmis, boya yikanmig ve preparat iizerine liigol soliisyonu damlatilarak 1-2
dak. beklenmistir. Liigol soliisyonu dnce saf alkol ile sonra saf su ile yikanmig ve safranin
ile de 5-10 saniye boyanip, su ile yikanarak boya giderilmistir (Collins ve ark. 1989; Giicin
ve Diilger, 1995). Kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra sedir yagi konarak immersiyon

objektifi ile goriintilenmistir.

3.6.3. Katalaz testi

Izole edilen LAB’larin MRS petrilerindeki kolonileri iizerine % 3’liik hidrojen
peroksit (H,0,) damlatilarak gaz kabarciklarinin olusup olusmadigi goézlemlenmistir ve

gaz olusturan ornekler katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Hammes ve Vogel, 1995).
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3.7. Molekiiler Biyoloji Metotlar:

L. plantarum’larin molekiiler olarak tanimlanmasi, kullanilacak primerlerin
belirlenmesi, kromozomal (Genomik) DNA izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) islemi ve plazmit DNA izolasyonunu kapsamaktadir.

3.7.1. Oligoniikleotit primerler

Izole edilen potansiyel L. plantarum suslarmin tammlanmasinda kullanilan recA ve
evrensel 16S rRNA gen primerlerinin dizilimleri (5°—3”) ve bant uzunluklar1 Cizelge

3.4°de verilmistir.

Cizelge 3.3. L.plantarum’larin recA ve evrensel 16S rRNA genlerinin tanimlanmasi igin
kullanilan primerlerin niikleotid dizileri

Primer - y Uzunluk
Gen Ads Dizilim (5°—3°) (be)
recA planF CCGTTTCTGCGG AACACCTA
planR TCG GGA TTA CCA AAC ATC AC 318
27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG
16S rRNA | 1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 1465

3.7.2. Kromozomal DNA izolasyonu

Calismada kullanilan toplam 78 LAB susu MRS broth besi ortaminda 37°C’de 24
saat aktiflestirilmistir. Daha sonra her bir 6rnekten 1.5 ml alinip ependorf tiiplere aktarilmis
ve 13.000 rpm’de 5 dak. santrifiijlenip siipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen peletlerde
Vivantis Genomik DNA Izolasyon Kiti kullanimi ile genomik DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA daha sonraki caligmalarda kullanilmak {izere
-20°C’de muhafaza edilmistir.

3.7.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

3.7.3.1. Koloni PCR (rec A gen PCR)

PCR islemi toplam 30 ul igerisinde gergeklestirilmistir. 18.25 ul dH,O, 1’er ul ileri
ve geri primerlerden, 3 ul PCR buffer (10X), 1 ul ANTP (10 mM), 2.5 ul MgCl; (25 mM)
0.25 pl Taq DNA polimeraz (5 U/ml) karigtirilarak hazirlanmistir. DNA olarak 10 pl
dH,0’da ¢ozdiiriilen koloniden 3 pl kullanilmistir.

Calismamizda kullandigimiz primerler ticari firmalardan siparis edilmistir (Iontek,

Istanbul). PCR islemi 94 °C’de 3 dak. ilk ayristirma ile baslatilmis daha sonra 30 dongii
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olmak iizere 94 °C’de 1 dak. denatiirasyon, primerler i¢in uygun yapisma sicakligr 55°C°
de 1 dak. ve 72 °C’de uygun sentez zamani boyunca gergeklestirilmistir. PCR firiinleri %
2’lik jel hazirlanarak, elektroforeze yiiklenmis PCR ile ¢ogaltilan bolgeler UV 1s18inda

gozlenmis ve fotograflanmistir.

3.7.3.2. 16S rRNA PCR ve DNA dizi analizi

PCR islemi toplam 50 pl igerisinde gergeklestirilmistir. 31.5 pul dH,0, 1’er pl ileri
ve geri primerlerden, 5 ul PCR buffer (10X), 2 ul ANTP (10 mM), 4 ul MgCl; (25 mM)
0.5 ul Tag DNA polimeraz (5 U/ml) ve 5 ul genomik DNA karistirilarak hazirlanmistir.

Calismamizda kullandigimiz primerler ticari firmalardan siparis edilmistir ({ontek,
Istanbul). PCR islemi 94 °C’de 3 dak. ilk ayristirma ile baslatilmis daha sonra 30 déngii
olmak iizere 94 °C’de 1 dak. denatiirasyon, primerler i¢in uygun yapisma sicakligi 61°C’
de 1 dak. ve 72 °C’de uygun sentez zamani boyunca gergeklestirilmistir. PCR {iriinleri %
2’lik jel hazirlanarak, elektroforeze yliklenmis PCR ile ¢ogaltilan bolgeler UV 1s18inda
gozlenmis ve fotograflanmistir. DNA Dizi Analizi Kahramanmaras Siitcii Imam

Universitesi USKIM Merkez Laboratuvar’inda hizmet alim1 seklinde yapilmistir.

3.7.4. Plazmit DNA izolasyonu

Calismada toplanan tursu oOrneklerinden izole edilen, kimyasal ve molekiiler
yontemlerle tanimlanan suglarin plazmit DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu amacla, hazir

kit ile izolasyonu ve manuel plazmit DNA izolasyon metotlari uygulanmustir.

3.7.4.1. Hazir kit kullanilarak yapilan plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu; FavorPerp Plasmid DNA Extraction Mini Kiti kullanarak
firmanin (FAVORGEN) verdigi prosediire lizozim eklenerek modifiye edilmis ve
gerceklestirilmistir. Bu amagcla bir gece boyunca biiyiitiilmiis bakteri kiiltiirii kullanilmigtir.
Geligmis olan bakteri kiiltiiriinden 1.5 ml tiiplere alinarak, 3500 devir/dak. 15 dak. santrifiij

edilmis ve bakteri hiicreleri ¢oktiirilmiistiir.

Olusan pelette 1ml steril saf su ilave edilerek vortekslenerek 10000 rpm’de 2 dak.
santrifiij edilir ve istteki sivi kismi dokiiliir, bu islem 2 kez tekrarlanir. Olusan peletin
tizerine 200 ul lizozim (8 mg/ml) konsantrasyonu ilave edilerek vortekslenmis ve 37°C 30

dak. su banyosunda lizozim inkiibasyonu yapilmistir. Daha sonraki asamalar iiretici
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firmanin protokoliine gore gerceklestirilmistir. Elde edilen plazmit DNA’lari jelde

goriintliilemek, kalan kismi1 sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere -20°C’de saklanmustir.

3.7.4.2. Geleneksel plazmit DNA izolasyonu

MRS broth ortaminda 37 °C’de 24 saat gelistirilen L. plantarum susunun kiiltiirleri,
10 mI’lik MRS broth ortamlarina birer ml inokiilasyonlar yapilmis ve tiipler 30°C’de 3 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi bitiminde santrifiij tiiplerine aktarilan bakteri
kiiltiirleri, 6000 devirde 15 dak. santrifiij islemine tabi tutulmustur. Elde edilen hiicre
¢okeltisi kurutulduktan sonra 380 upl siikroz tamponunda ¢Oziilmistir. 37°C’ye kadar
isititlan bu ortama 96 pl lizozim ilave edilmis ve su banyosunda 37°C’de 5 dak.
bekletilmistir. 48 pl Tris-EDTA-1 uygulamasindan sonra, tiiplere % 20 SDS ¢6zeltisinden
28 upl aktarilarak karistirtlmigtir. Lizizin tamamlanmasi igin santrifiij tiipleri 37°C su

banyosunda 10 dak. siire ile tutulmustur.

Lize olmus kiiltiirler yeni hazirlanmis 3 N NaOH ¢ozeltisinden 28 pl ilave edilmis
ve tiipler diiz bir zemin tizerinde 10 dak. siire ile yavasga ¢evrilerek kromozomal DNA’nin
alkali denatiirasyon kosullar1 olusturulmustur. Denatiirasyon asamasinin sonunda santrifiij
tiiplerine 50 pl Tris-HCI ¢ozeltisi aktarilarak, 3 dak. siire ile yine diiz bir zeminde hafifce
karistirtlmistir. Tiiplere, 4°C’de tutulan 5 M NaCl ¢ozeltisinden 72 ul ve %3 NaCl ile
doyurulmus fenol ¢ozeltisinden 0.7 ml ilave edilerek, 4°C’de 15000 devirde 15 dak.
santrifiij islemi uygulanmustir. Tiiplerde olusan iist faz, mikropipet yardimiyla yeni tiiplere
aktarilmis ve 0.7 ml kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢6zeltisi ilave edilmistir. Bu ortamlara
4°C’de 15000 devirde 15 dak. santrifiij islemi uygulanmis, olusan st faz yeni tiiplere
alinmis ve tizerine esdeger hacimde soguk etanol aktarilmistir. Etanol ilave edilen tiipler -
20°C’de bir gece bekletildikten sonra, 15000 devirde 15 dak. santrifiij uygulanarak plazmit
DNA ¢oktiiriilmiis ve sivi faz dokiilerek ¢okeltiler kurutulmustur. Kurutulan ¢okeltiler 20
ul Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziilmiis ve RNaz A stok ¢ozeltisinden 2 pl ilave edilerek su
banyosunda 37°C’de 45-50 dak. inkiibe edilmistir (Anderson ve McKay, 1983).

3.7.5. DNA’mn jel elektroforezi

Koloni PCR ve 16S rRNA fiiriinleri i¢in agaroz jel hazirlamak tizere; %?2 oraninda
agaroz, 1X TBE (90 mM Tris Base; 90mM Borik Asit; 2 mM EDTA; pH 8.0) tamponu
igerisinde eritilmis ve elektroforez tabagina dokiilmiistiir. Analiz edilecek 6rneklerin uygun
diliisyonlarindan genellikle 5 pl alinarak, 1 pl yiikleme tamponu (%0.25 bromfenol mavisi;

%40 sukroz; 100 mM EDTA; pH 8.0) ile karistirilmistir. Bu sekilde ornekler jele
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yiiklenmigtir. DNA kontrolii olarak uygun boyutlardaki DNA referansi; A DNA 100 baz
ciftlik ya da 1000 baz ciftlik DNA markorleri (Favorgen) kullanilmistir. Elektroforez
tankinda (Cleaver), jel 80 V ve 500 mA (NYXTechnik; V37) altinda kosturulmustur.
DNA ornekleri UV 15181 (312 nm) altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

Plazmit DNA fiirtinleri i¢in agaroz jel hazirlamak {izere; % 1 oraninda agaroz, 1X
TBE tamponu igerisinde eritilmis ve elektroforez tabagina dokiilmiistiir. Analiz edilecek
orneklerin uygun diliisyonlarindan genellikle 5 pl alinarak, 1 upl yiikleme tamponu ile
karistirtlmistir. Bu sekilde ornekler jele yiiklenmistir. DNA kontrolii olarak uygun
boyutlardaki DNA referansi; A DNA 1000 baz ciftik DNA markorleri (Favorgen)
kullanilmistir. Elektroforez tankinda, jel 20-40 V ve 500 mA altinda kosturulmustur. DNA

ornekleri UV 15181 (312 nm) altinda goriintiilenmis ve fotograflanmustir.

3.8. izolatlarin Stoklanmasi

Bakteriler kisa siireli stoklamalar i¢in %15°lik gliserol igerisine alinarak -20°C’de
saklanmigtir. Uzun siireli saklama ise, besi ortaminde 16 saat biiyiitiilen bakterilerden 200
pl alinarak 12.000 rpm’de 3 dak. c¢oktiiriilerek siipernatant kisminin uzaklastirilmast ve
peletlerin %30 gliserol iceren MRS besi ortaminda ¢6zdiiriip, sok sogutma ile -80°C’de
gerceklestirilmistir.

3.9. Izolatlarmin Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan antibiyotikler Oxoid’den alinmistir. Kullanilan antibiyotikler

ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Antibiyotikler ve konsantrasyonlari

Antibiyotik Konsantrasyon (ug)
Penicillin 10
Eritromisin 15
Amikasin 30
Rifampisin 5
Trimethoprim 25

3.9.1. Disk difiizyon metodu

Tursudan izole edilen L. plantarum izolatlarinin antibiyotik diren¢ 6zellikleri disk

diffizyon metoduna ile belirlenmistir. Bu amagla penicillin, eritromisin, amikasin,
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rifampisin ve trimethoprim antibiyotiklerine karsi direng veya duyarlilik o&zellikleri

incelenmistir.

Calismada kullanilan ve 4°C’de muhafaza edilen L. plantarum suslar1 stvi MRS
besiyerine asilanarak 30°C de 24 saat siire ile aktivasyonu saglamak igin inkiibe edilmistir.
Daha sonra deney tiiplerinde sterilize edilen ve 45-50°C ye kadar sogutulan MRS agara’da
aktive edilmis L. plantarum izolatlariyla hazirlanan 24 saatlik (0.1 ml de 10® adet/ml)
kiltir ile asilanmistir (Anonymous, 1999). Ekim yapilmis deney tiipleri vorteks tiip
karistiricida iyice calkalandiktan sonra 9.0 cm ¢apindaki steril petri kutularima 15'er ml
aktarilmis ve besiyerinin homojen bir sekilde petri kutusu i¢inde dagilmasi saglanmistir
(Collins ve ark., 1989). Katilasan agar iizerine antibiyotik diskler uygun araliklarla
yerlestirilmistir. Ekimi yapilan plaklar 4°C’de 2 saat 6n inkiibasyona birakilmigtir. Daha
sonra 37°C ‘de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda olusan inhibisyon zonlar1
mm olarak ol¢iilmiistiir. Calisma ii¢ paralel olarak yiiriitilmiis ve sonuglar ortalama

degerleri ve standart sapmalart (mm) verilmistir.

3.10. Biyojen Aminlerin HPLC ile Belirlenmesi

3.10.1. HPLC cihaz

Calismada kullanilan HPLC cihazinin 6zellikleri ve kromatografi kosullar1 Cizelge

3.6’ de verilmistir.

Cizelge 3.5. HPLC cihazinin 6zellikleri ve biyojen amin analizi i¢in kromatografi kosullari

HPLC Shimadzu Prominence HPLC cihazi (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Kolon Firimi CTO-20AC
Kolon C18 (250*4.6mm), inertgil ODS3
Pompa iki kanalli gradient pompa (Shimadzu LC-10AT)
Otosampler SIL 20AC
Dedektor DAD
Mobil Faz Solvent A: 30 ml buffer / 550 ml asetonitril / 420 ml
Solvent B: 2 ml buffer / 900 ml asetonitril / 100 ml su
Akis Hizi 1.3 ml/dak
Enjeksiyon 20 pul

3.10.2. Biyojen amin standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Histamin, putresin ve kadaverin son konsantrasyonlar1 0.2 mg/ml olacak sekilde
tartilip 50 ml’lik balon jojeler iginde 0.4 M perklorik asit (HCIO,) ile ¢oziindiiriilmiis ve 50

ml’ye tamamlanarak biyojen aminlerin standart stok ¢ozeltileri hazirlanmustir.
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Ana karisimi hazirlamak icin stok ¢ozeltilerden 5’er ml alinip 50 ml’lik balon
jojeye aktarilarak 0,4M HClOy ile 50 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu ana karisimdan

farkl1 konsantrasyonlarda standart biyojen amin igerecek sekilde karisimlar hazirlanmastir.

Orneklerin  ekstraksiyon ve tiirevlendirilmesinde kullanilacak ¢ozeltilerin
hazirlanigi; dansil kloriir (100 mg) 10 ml aseton (C3HgO) iginde, 2 g sodyum karbonat
(Na,CO3) 10 ml saf suda ve 200 mg sodyum glutamat 4 ml saf suda ¢oziidiiriilerek

hazirlanmigtir. Caligmada kullanilan tiim ¢ozeltiler giinliik olarak hazirlanmistir (Biitikofer
ve ark., 1990).
3.10.3. Mobil faz

0.1 M Tris, 0.1 M asetik asit ve saf su sirasiyla 2, 1, 2 oraninda kullanilarak pH 8

olacak sekilde HPLC mobil fazinda tampon goérevi gorecek olan buffer hazirlanmistir.

Solvent A, 30 ml buffer, 550 ml asetonitril, 420 ml destile su ve solvent B ise 2 ml
buffer, 900 ml asetonitril, 100 ml su kullanilarak hazirlanmistir (Biitikofer ve ark., 1990).

HPLC’de kullanilan gradiyent programi Cizelge 3.7 de gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Biyojen aminlerin ayristirilmast igin kKullanilan HPLC gradient profili (1.3

ml/dak)
Siire (Dakika) | % Solvent B | % Solvent A
0.1 5 95
10 10 90
15 15 85
20 25 75
25 35 65
30 45 55
40 5 95

3.10.4. izolatlarin aminoasit iceren besiyerinde gelistirilmesi

L-histidin monohidroklorit, L-lisin monohidroklorit ve L-ornitin monohidroklorit
aminoasitlerinden %0.2 oraninda iceren MRS broth besiyeri hazirlanip, 15’er ml tiiplere
dagitilmis ve 121°C’de 15 dak sterilize edilmistir. Oncelikle izolatlar MRS broth besi
ortaminda aktiflestirilmis (30°C, 48 saat) ve aktif kiiltiirlerden 200’er ul L-histidin
monohidroklorit, L-lisin monohidroklorit ve L-ornitin monohidroklorit igeren MRS Broth
besi ortamima asilanmgtir. Tiipler 30°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirler biyojen amin analizi i¢in tiirevlendirilmistir (Joosten ve Northolt, 1989;
Maijala, 1993).
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3.10.5. Ekstraksiyon ve tiirevlendirme

Aminoasit iceren MRS Broth besi ortaminda gelisen kiiltiirlerden 10’ar ml alinip 50
ml’lik balon jojelere konulmustur. Uzerlerine 25°er ml 0.4 M perklorik asitten (PCA) ilave
edilerek 60 dak. calkalanmistir. Ardindan %5’lik triklor asetik asit (TCA) ile 50 ml’ye

tamamlanmistir.

Ekstrakttan hazirlanan ¢ozeltiden 400 pl alinarak onceden aliiminyum folyo ile
sarilmis 10 ml’lik kapakli santriifiij tiiplerine aktarilmistir. Uzerlerine 400 pl Na,COs ve
400 pl dansil kloriir ¢ozeltisi ilave edilip karistirilmistir. Hazirlanan karigimlar 40°C’ ye
ayarlanan su banyosunda 30 dak. bekletilmistir. Kalan dansil kloriirii uzaklastirmak igin
tiiplere 200 pl sodyum glutaminat eklenerek karisim 40°C’lik su banyosunda 60 dak
bekletilmistir. Altmis dakikalik bekleme siiresince her 15 dakkika’da bir tiipler
vortekslenmistir. Bu islemin bitiminde tiiplere 1’er ml asetonitril ilave edilerek 3500
devirde 20 dak. santriifiijlenmistir. Ustteki faz almarak 0.22 pum lik por ¢apina sahip
filtrelerden gecirilmis ve ependorf tiiplerine aktarilarak HPLC analizine kadar -20°C’ de

muhafaza edilmistir (Eerola ve ark., 1993).

3.11. Aromatik Maddelerin HPLC ile Belirlenmesi

3.11.1. HPLC cihazi

Arastirmada kullanilan HPLC cihazimin o6zellikleri ve kromatografi kosullar

Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.7. HPLC cihazinin 6zellikleri ve aromatik maddelerin analizi i¢in kromatografi

kosullar
HPLC Shimadzu Prominence HPLC cihazi (Shimadzu, Kyoto,
Japan)
Kolon Firin CTO-20AC
Kolon C18 (250*4.6mm), inertgil ODS3
Pompa iki kanalli gradient pompa (Shimadzu LC-10AT)
Otosampler SIL 20AC
Dedektor DAD (190 nm, 210 nm ve 277 nm)
Mobil Faz % 0,5’1lik metafosforik asit (MPCA)
Akis Hizi Iml/dak
Enjeksiyon 20 pul
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3.11.2. Standart cozeltilerin hazirlanmasi

HPLC sistemi igin standartlar sodyum format, sodyum piriivat, sodyum laktat,
etanol ve 2,3-biitanediol standartlar1 %1’°lik stok standartlar seklinde hazirlanmistir. Bu
stok standartlar igerisinde %0.5’lik 500 pl metafosforik asit (MPA) bulunan eppendorf
tipiine 1 ml ilave edilmistir. Hazirlanan standartlar 14 noktali diliisyon seklinde
hazirlanarak HPLC cihazina yiikleme yapilmistir. Elde edilen standart ve Ornek
kromatogramlar: Sekil 4.14 ve Ek Sekil 5’de verilmistir.

3.11.3. Aromatik maddelerin iiretilmesi

L. plantarum suslari, 5 ml MRS s1v1 besiyeri igeren tiiplere ekim yapilarak 37°C’de
24 saat siireyle aktiflestirilmistir. Aktif L. plantarum suslart MRS Agar iceren petrilere
cizgi ekim yapilarak tek koloni elde edilmesi saglanmistir. Elde edilen tek koloniler 5 ml
MRS siv1 besiyeri igeren tiiplere ekim yapilarak 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyondan sonra L. plantarum kiiltiirii iceren tiipler 8000 rpm’de 5 dak.
santrifiij edilerek siipernatant kismindan 1 ml alinarak i¢inde 1 ml %1 lik metafosforik asit
(MPA) bulunan eppendorf tiiptine aktarilmistir. Tiip 2 dak. vorteks ile karisirildiktan sonra
12000 rpm’de 2 dak. santrifiij edilerek siipernatant kisminda 0.5 ml alinarak viallere
aktarilmistir. Elde edilen siipernatantlarda aromatik maddelerin belirlenmesi i¢in HPLC

cihazina ornekler yiiklenmistir.

3.12. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Calismamizda antibiyogram, biyojen amin ve aromatik maddelerin analiz

sonuglarina iligkin verilerin ortalama ve standart sapmalari hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Tursu iiretiminde uygun konsantrasyonda tuzlu suyun kullanilmasi, fermente
olabilecek ve asit olusturacak karbonhidratlarin varhigi, laktik asit bakterilerinin etkin
olmasi, diger mikroorganizmalarin faaliyetinin engellenmesi, starter kiiltiir kullanilmasi ve
kontrol sartlarinin saglanmasi basarili bir fermantasyonun temelini olusturmaktadir (Sahin,
1982). Gida endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirlerin, arzu edilen genetik yapi, tat, koku
ve aromatik Ozellikleri, tiretim kapasiteleri ve hedeflenen fermente {iriinlere olumlu

ozellikler kazandiran suslardan segilmesi 6nemli olmustur (Tamime ve Robinson, 1999).

Calismanin bu boliimiinde Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden geleneksel metotlarla
yapilan tursu Orneklerinden laktik asit bakteri izolasyonu yapilmistir. Alinan tursu
orneklerinden toplam 161 adet Lactobacillus izole edilmis ve daha sonraki yapilacak olan
calismalarda kullanilmak iizere -18 °C’de stoklanmustir. Cizelge 4.1°de tursu 6rneklerinin

toplandig1 yerler ve izole edilen suslar ile ilgili bilgiler verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli yorelerden toplanan tursu orneklerinden elde edilen L. plantarum’un
izolat sayilar1

Alndig1 Yer Toplam izolat Sayisi L. plantarum Sayisi
Agr 19 8
Bing6l/Solhan 2 1
Bitlis/Tatvan 16 5
Diyarbakir ) 4
Gaziantep 1 1
Hakkari 2 0
Mersin 18 4
Istanbul 10 5
[zmir 2 0
K. Maras/Elbistan 2 1
Kahramanmaras 29 10
Kars 4 2
Mardin 3 1
Mus 23 12
Mus/Sungu 6 3
Sanliurfa 16 5
Van 3 1
Toplam 161 63

*Ayni tursu Orneginden birden fazla mikroorganizma elde edilmis, bunlardan sadece bir koloni alinarak
saklanmistir.
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4.1.1. izolatlarin biyokimyasal ve morfolojik olarak tanimlanmasi

LAB izolatlarinin saf kiiltiir olarak elde edildikten sonra biyokimyasal yontemlerle
tamimlanmasinda, gram reaksiyonu, mikroskobik morfoloji ve Kkatalaz aktivitesine
bakilmistir. Izole edilen L. plantarum’lar MRS agar besi ortamina inokiile edildikten sonra,
petrilerde beyaz-krem renkli koloni goriiniisleri ile ayirt edilebilmektedir. MRS agar
petrilerine inokiile edilen ve 48 saat inkiibe edildikten sonra olugan koloni goriintiileri Sekil

4.1’de verilmistir.

Sekil 4.1. MRS agar petrilerine agilanan Lactobacillus’a ait koloni gériintiisii

Dogal tursu 6rneklerinden izolasyonu yapilan 161 izolatin gram boyama sonucunda
gram pozitif oldugu belirlenmistir. izole edilen suslardan L. plantarum’in gram boyama

sonucunda elde edilen mikroskobik goriintiisti Sekil 4.2°de verilmistir.

A B

Sekil 4.2. Tursudan izole edilen L. plantarum (A:1 ve B: 50 nolu izolat) susunun
gram boyama goriintiisii

LAB oksidatif stres sonucu olusan oksijen tiirevlerinden hidrojen peroksit (H20,)

olusturmakta ancak katalaz enzimi eksikliginden dolay1 hidrojen peroksiti oksijen ve
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H,O’ya pargalayamamaktadir. Katalaz 6zelligi LAB tayininde pratik bir yontem olarak
kullanilmaktadir. Calismada kullanilan izolatlara morfolojik incelemeden sonra katalaz

testi uygulanmistir ve 161 izolatin tamaminin katalaz negatif oldugu tespit edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmalarinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik
siiflandirmanin temeli, fizyolojik, morfolojik ve farkli sicakliklarda, pH degerlerinde, tuz
konsantrasyonlarinda gelisim, arjinin degredasyonu ve karbonhidrat katabolizmasi gibi
metabolik/biyokimyasal 6zelliklerin incelenmesini iceren fenotipik 6zelliklere dayanmaktadir

(Gobbetti ve ark., 2005).

Singh ve Singh (2014) yaptiklar ¢aligmada, farkli donemlerde olgunlastiriimis 12
adet kaliteli Hint Cheddar peynirinden 243 adet starter olmayan laktobasiller izole
edilmistir. Bu izolatlarin seker fermantasyon deneyine ve PCR yOntemine gore tiir
diizeyinde simiflandirma yapilmistir. Fenotipe gore gecici karakterizasyon yapilirken esas
olani ise PCR ile hedef rRNA ile yapilan siniflandirmadir. Bu izolatlardan fenotipik olarak
217 (%89.3) smiflandirilmasi yapilmistir. Bu izolatlardan 113 tanesi (%57.07) L. paracasei

ve 85 izolatinda L. plantarum (%39.17) oldugunu tespit etmislerdir.

4.1.2. izolatlarin rec A gen bélgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi

LAB’in tanimlanmasi ve karakterizasyonu endiistriyel ve bilimsel agidan 6nem
kazanan bir konu haline gelmistir. L. plantarum’larin tanimlanabilmesi amaciyla bunlarin
morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik Ozellikleri ile antibiyotik duyarliliklari ve faj
tiplerinin belirlenmesini ve serolojik olarak tiplendirilmelerini igeren klasik yontemlerin
yaninda son yillarda giincellik kazanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi, Cogaltilmis rDNA’nin Restriksiyon Analizi, Pulsed Field
Jel Elektroforezi, Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve DNA dizilim
analizi gibi molekiiler biyoloji tekniklerinden de yararlanilabildigi belirtilmistir (Busch ve

Nitschko, 1999).

Calismada, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 0Ozelliklerine bakilarak
Lactobacillus oldugu tespit edilen 161 izolatin petri kutularina ekimi yapilmistir.
Petrilerden alinan tek Lactobacillus kolonilerinin molekiiler olarak tanimlanmasi igin recA

genin planF-planR primer kullanildi. Kullanilan primerler Cizelge 3.3’de verilmistir.

Primer ¢iftleri (planF-planR ) L. plantarum igin recA gen bolgesi PCR ile ¢ogaltacak
sekilde tasarlanmistir. PlanF-planR primer ¢ifti ile L. plantarum tiirlerinde 318 bg

uzunlugundaki bolgenin ¢ogaltilmas1 hedeflenmistir. PCR reaksiyonu, 3.6.2.1°de
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detaylandirilan PCR c¢alisma sartlarinda ¢ogaltilan PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 4.3-8).

M1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19

318 bg =——

Sekil 4.3. Dogal tursulardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (1-19. izolatlar) PCR ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standard1

M 2021 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Sekil 4.4. Dogal tursulardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (20-38. izolatlar) PCR ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi

M 3940 4142 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

318 bg ==

Sekil 4.5. Dogal tursulardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (39-57. izolatlar) PCR ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi



M 5859 60 61 62 6364 65 66 67 6869 70 71 72 73 74 75 76

318 bg ==

Sekil 4.6. Dogal tursulardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (58-76. izolatlar) PCR ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi

318 b¢ =——

Sekil 4.7. Dogal tursulardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (77-95. izolatlar) PCR ile
¢ogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standard1

318 b¢ =—

Sekil 4.8. Dogal tursulardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (96-114. izolatlar) PCR
ile ¢ogaltilmas: sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisi. M: 100 b¢ DNA
standardi

Farkli Lactobacillus tiirlerinin (L. plantarum, L. pentosus, L. paraplantarum)
molekiiler olarak tanimlanmasinda recA gen bolgesi primerleri kullanimistir. PCR

sonuglarina gore recA gen bolgesi primerleri L. plantarum igin 318 bg¢ uzunlugundaki
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bolgeyi kopyalarken, L. pentosus igin 218 bg, L. paraplantarum da ise bu gen 107 bg’lik
bir bolgeyi kopyaladigi belirtilmistir (Torriani ve ark., 2001).

Bu ¢alismada izole edilen laktik asit bakterilerinin molekiiler yontemle recA gen
bolgesi primeri kullanilarak tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlarin PCR ile
tanimlanmasi sonucunda 318 b¢’de DNA band1 veren toplam 78 adet siipheli L. plantarum

izolat1 elde edilmistir.

Biyokimyasal tanimlama sathalari, molekiiler tanimlamalardan dnce potansiyel baz1
izolatlarin sayisal olarak elenmesi ve tasarlanan primerin istenmeyen bolgeye
baglanabilme ihtimalinin eliminasyonu agisindan Onemlidir (Huys ve ark., 2003).
Biyokimyasal tanimlama yapilmadan planlanan molekiiler tanimlamalar i¢in kullanilacak
primerler ¢ok sayidaki kolonilerden bazilarinda yanlis tanimlamalara sebep olabilmektedir.
Dolayis1 ile molekiiler tanimlama ile biyokimyasal tanimlamalar birlikte

degerlendirildiginde daha etkin bir tanimlama yapilabilmektedir (Tabasco ve ark., 2007).

Petri ve ark., (2013) yaptiklar1 ¢alismada, saraptaki 13 LAB tiirlerini (L. brevis, L.
buchneri, L. curvatus, L. hilgardii, L. plantarum, L. mesenteroides, Oenococcus oeni,
Pediococcus acidilactici, P. damnosus, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceus ve
Weissella paramesenteroides) hizli ve es zamanli olarak saptanmasi i¢in PCR metodunu

kulanarak tespit etmislerdir.

Sonug olarak, bu ¢alismada L. plantarum susu olabilecek izolatlarin biyokimyasal
ve molekiiler yontem ile tanimlanarak dogrulanmistir. Elde edilen bulgularimiz molekiiler

identifikasyon hakkindaki literatiir bilgileriyle benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

4.1.3. Tzolatlarin 16S rRNA gen bélgesi PCR sonuclari

Caligmada, recA gen bolgesi tespit edilmis olan 78 adet siipheli L. plantarum
izolatindan DNA izolasyonu yapilmistir. Bu izolatlara ait DNA’lar evrensel 16S rRNA
primeri kullanilarak PCR’lar1 yapilmustir. Evrensel 16S rRNA primer ile olusturulan PCR
reaksiyonlar1 sonucunda yaklasik olarak 1465 bg¢ uzunlugundaki bolgelerin gogaltilmasi
hedeflenmistir. Calisma sonucunda olusan PCR driinleri %2’lik agaroz jelde

goriintiilenmistir (Sekil 4.9-12).
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M 12 3 4 56 78 91010 21314151617 1819

1465 bg —r—

Sekil 4.9. L. plantarum izolatlarinin (1-19) 16S rRNA geninin PCR sonuglarinin agaroz
jeldeki goriintiisi. M: 1000 b¢ DNA standardi

) ) " A ) ) ) " A ) ) TR ) ) A8 A0 A
M 202 203 2342 2627 X2 30 31 32 33 3 39 36 37 %8 %

1465 bg —r—o-

Sekil 4.10. L. plantarum izolatlarmin (20-39) 16S rRNA geninin PCR sonuglarinin agaroz
jeldeki goriintiisii. M: 1000 b¢ DNA standardi

M40 41 8 43 4445 4647 48 49 50 51 52 53 84 35 56 57 8 59

1465 bg ——— R e e e e e e e e = T S S

ekil 4.11. L. plantarum izolatlarinin (40- r eninin sonuglarinin agaroz
Sekil 4.11. L. plant izolatl 40-59) 16S rRNA geninin PCR 1 g
jeldeki goriintiisii. M: 1000 b¢ DNA standardi
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Sekil 4.12. L. plantarum izolatlarinin (60-78) 16S rRNA geninin PCR sonuglarinin agaroz
jeldeki goriintiisii. M: 1000 b¢ DNA standardi

Bu ¢alismada recA gen bolgesi primerleri kullanilarak tanimlanmasi yapilmis olan
stipheli L. plantarum izolatlarinin evrensel 16S rRNA primeri kullanilarak molekiiler
tanimlanmasi yapilmistir. Elde edilen izolatlarin PCR ile tanimlanmasi sonucunda toplam

77 adet siipheli L. plantarum izolat1 elde verilmistir.

4.1.4. izolatlarin 16S rRNA PCR iiriinlerinin DNA dizi analiz sonuclari

PCR sonucunun 16S rRNA genine ait olup olmadigini dogrulamak i¢in dizi analizi
(sekanslama) yapilmistir. Sekans sonucunda elde edilen dizilerden L. plantarum 3 nolu

izolatin dizisi Sekil 4.10°da belirtilmistir.
> L. plantarum 3 F

TGCAAGTCGACGACTCTGGWATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTG
GYGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGG
ATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGT
CGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATT
GCTAGATGGTGRGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGA
AGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCG
GTGAGTGAAGAASGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACAT
TCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCT
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT
ATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTT
GGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAG
ACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC
AGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTAT
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GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATG
TAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATT
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAGGAATTGACGGGGCCC
CAMMAGCGGTGGAGCATGTGGTTAATTCGAGCTACGCGAGACCTTACCAGG
CTTTGGAAC

> L. plantarum 3R

ATTGASCAAWCWCGKWTATGTTCCAAAGACCTYGGTAAGTCTCGCGTAGCT
GAATWAAACAMCATGCTCMACGCTTGTGCGAGCCCCCGTCAAATTCCTTTG
GTTTCAGCCTTGCGGCCGWACTTCSCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCT
CAGCACTGAAAGGCGGAAACCCTCCAACACTWAGCATTCATCGTTTACGGTA
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTGCTACCCATACTTTCGAGCCTCAGCGT
AGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACG
ATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCC
GTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAAAA
ACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTA
GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAAATACC
TCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTT
CGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCRGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCC
TTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAG
CCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGA
CCGTTACCYCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAG
CGAAGCCATCTTTCAARCTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGTTATGCGGTATTA
CATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCACGTGTTACT
ACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAATW
CAGAGTCGTCGACTTGCAT

Sekil 4.13. Dogal tursulardan izole edilen L. plantarum 3 nolu izolatin 16S rRNA genine
ait dizi analizi sonuglari

Evrensel 16S rRNA primeri kullanilarak yapilan PCR sonucundaki tirtinlerin DNA
sekans analizi ile elde edilen diziler Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

programi kullanilarak L. plantarum suslarina olan benzerlikleri tespit edilmistir (Cizelge
4.2).
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Cizelge 4.2. Dogal tursulardan izole edilen L. plantarum susularinin sekans analiz

sonugclari
izolatlar 16S rRNA Benzer(l,lk
orani, %
1 L. plantarum ZG3-19 99
2 L. plantarum D14 98
3 L. plantarum qz145-1 99
4 L. plantarum N30-1 98
5 L. plantarum qz1193 99
6 L. plantarum g13 98
7 L. plantarum qz1193 98
8 L. plantarum PON100351 97
9 L. plantarum gqz138x 99
10 L. plantarum qz1193 99
12 L. plantarum RU24-1 98
13 L. plantarum Lp-01 99
14 L. plantarum qz-573-2 99
15 L. plantarum qz138x 98
16 L. plantarum 1041712 98
17 L. plantarum T30-PCMO02 99
18 L. plantarum IMAU70004 98
19 L. plantarum PX0076 98
20 L. plantarum ZG3-19 98
21 L. plantarum qz1193 99
22 L. plantarum L1212 98
23 L. plantarum FQO011 99
24 L. plantarum WX211 97
25 L. plantarum T30-PCMO02 99
26 L. plantarum DSPV 354T 98
29 L. plantarum 3m-1 98
31 L. plantarum RU24-1 98
32 L. plantarum KCC-17 98
33 L. plantarum IMAU32388 98
35 L. plantarum RU24-1 99
36 L. plantarum LAB1 96
38 L. plantarum FQO011 98
39 L. plantarum ZG3-19 98
40 L. plantarum CAI6 97
41 L. plantarum DSPV 354T 97
42 L. plantarum FQ011 99
43 L. plantarum qz-574-1 89
44 L. plantarum FQ011 99
45 L. plantarum qz1195 99
46 L. plantarum 3m-1 98
47 L. plantarum qz138x 98
48 L. plantarum NS5 97
49 L. plantarum FQO11 98
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Cizelge 4.2’inin devami

izolatlar 165 rRNA Benzerlik
orani, %
50 L. plantarum WX211 97
51 L. plantarum T30-PCMO02 98
52 L. plantarum THK-aB116 99
53 L. plantarum N30-1 98
54 L. plantarum qz-573-2 98
55 L. plantarum qz-573-2 98
56 L. plantarum JJ 29 94
60 L. plantarum PON100351 99
62 L. plantarum qz138x 98
63 L. plantarum ZG3-19 99
64 L. plantarum WX211 97
67 L. plantarum clone 6C4 86
68 L. plantarum 20.1 99
69 L. plantarum FQ011 98
70 L. plantarum ZG3-19 98
73 L. plantarum FQO011 98
74 L. plantarum qz1193 98
76 L. plantarum DSPV 354T 98
50 L. plantarum WX211 97
51 L. plantarum T30-PCMO02 98
52 L. plantarum THK-aB116 99
53 L. plantarum N30-1 98
54 L. plantarum qz-573-2 98
55 L. plantarum qz-573-2 98
56 L. plantarum JJ 29 94
60 L. plantarum PON100351 99
62 L. plantarum qz138x 98
63 L. plantarum ZG3-19 99
64 L. plantarum WX211 97
67 L. plantarum clone 6C4 86
68 L. plantarum 20.1 99
69 L. plantarum FQO011 98
70 L. plantarum ZG3-19 98
73 L. plantarum FQO11 98
74 L. plantarum qz1193 98
76 L. plantarum DSPV 354T 98
77 L. plantarum qz1193 96
78 L. plantarum qz1193 98

DNA sekans analizi sonucunda elde edilen dizilerin BLAST programinda yapilan
karsilagtirmalar1 sonucunda 63 izolatin L. plantarum suslarina benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir.
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4.2. Plazmit Izolasyonu ve Antibiyotik Direnc Ozellikleri

4.2.1. L. plantarum izolatlarindan plazmit izolasyonu

Bakterilerin fermentasyon yetenekleri yalnizca kromozom iizerindeki genlerden
kaynaklanmamaktadir. Bakteriler gelisim siirecinde zamanla diger mikroorganizmalardan
genetik materyal olan plazmitleri kazanabilmektedirler. Bu plazmitler bakterilere olumsuz
sartlarda dayaniklilik sagladiklar1 gibi aroma sebebi olarak tarif ettigimiz metabolitleride
tiretebilecek genleri de tasiyabilmektedirler. Plazmitler glikoliz, amino asit metabolizmasi,
yag asidi sentezi, disakkaritlerin yikilmasi, bakteriyosin sentezi gibi goérevlerde
bulunabilmektedir. Plazmitler lezzet olusumuna ilave olarak kendi mikroorganizmasini

fajlara kars1 koruma gorevi de tistlenmektedirler (Aslim ve Beyatli, 2004).

Plazmitler farkli (3-60 kbg) biiyiikliikte olabilmekte ve biiylikliigiine bagli olarak
birkac¢ proteinden yiizlerce proteine kadar degisen sayida proteini kodlayabilmektedirler

(Nordstrom, 2006).

Calismanin bu boliimiinde 63 adet L. plantarum’dan izole edilen plazmitler say1 ve
biiytiklikk agisindan incelenmistir. Plazmit izolasyon sonucu elde edilen izolatlara ait jel
goriintiisii Sekil 4.11-14’de verilmistir. Izolatlarin icerdikleri plazmitler sayisal olarak
degerlendirildiginde genelde 1 tane plazmit igerdigi fakat ayni izolatta en fazla ii¢ adet

farkli plazmitin varligi tespit edilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 89 10122 B 51617 18D

10000 b~
8000 &
6000 b
5000 b5
3000 b
2000 %;
1500 »;
1000 b
T30

500

250 9

Sekil 4.14. L. plantarum izolatlarmin (1-20. izolat) plazmit DNA izolasyonu sonucu elde
edilen jel goriintiisi. M: 1000 b¢ DNA standardi
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Sekil 4.15. L. plantarum izolatlarinin (21-44. izolat) plazmit DNA izolasyonu sonucu elde
edilen jel goriintiisii. M: 1000 b¢ DNA standardi

M 45 46 47 48 49 SO S1 52 S3 5S4 55 56 60

10000 bg
5000 g
6000 b
SO00 ©¢
3000 v
2000 bg
1300 v
1000 g
750 ¢
00 g
25085

Sekil 4.16. L. plantarum izolatlarinin (45-60. izolat) plazmit DNA izolasyonu sonucu elde
edilen jel goriintiisi. M: 1000 b¢ DNA standardi

M 62 63 64 67 68 69 70 73 74 76 77 78

Sekil 4.17. L. plantarum izolatlarinin (62-78. izolat) plazmit DNA izolasyonu sonucu elde
edilen jel goriintiisi. M: 1000 b¢ DNA standardi
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Cizelge 4.3. Dogal tursulardan izole edilen L. plantarum suslarinin plazmit i¢erikleri

izolatlar Plazmit Sayisi Plazmit Biiyiikliigii (b¢)
1 1 >10000
2 1 >10000
3 2 6000, 8000
4 0 -
5 1 >10000
6 2 5000, 8000
7 3 1250, 2000, >10000
8 2 3000, >10000
9 1 >10000
10 2 8000, >10000
12 0 -
13 1 >10000
14 0 -
15 2 6000, 10000
16 0 -
17 0 -
18 1 >10000
19 2 1500, >10000
20 2 6000, 8000
21 2 5500, >10000
22 1 >10000
23 1 >10000
24 1 >10000
25 0 -
26 1 >10000
29 0 -
31 3 1100, 2500, >10000
32 1 >10000
33 3 1250, 1750, >10000
35 1 >10000
36 1 >10000
38 2 1800, >10000
39 1 >10000
40 1 >10000
41 2 1600, >10000
42 2 2500, >10000
43 0 -
44 2 8000, >10000
45 2 4500, >10000
46 1 >10000
47 2 1750, >10000
48 0 -
49 0 -
50 0 -
51 2 6000, 10000
52 2 5500, 10000
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Cizelge 4.3’iin devami

Izolatlar Plazmit Sayisi Plazmit Biiyiikliigii (b¢)
53 1 >10000
54 1 >10000
55 1 >10000
56 1 >10000
60 0 -
62 1 >10000
63 1 >10000
64 2 5750, 10000
67 0 -
68 2 5000, 10000
69 1 >10000
70 1 >10000
73 0 -
74 2 4000, >10000
76 1 >10000
77 0 -
78 1 >10000

L. plantarum suslarindan izole edilen plazmit sayilar1 1 ila 3 arasinda degismektedir.
Plazmitler biiyiikliikleri yoniinden degerlendirildiginde, en biiylik plazmitin yaklasik 10000
b¢’nin iizerinde oldugu belirlenmistir. L. plantarum izolatlarinda toplam 26 tane tek
plazmit varlig: tespit edilmistir. En kiiciik plazmitin ise 31 nolu izolatta yaklasik 1100 bg
bliytikliikte oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

L. plantarum’un 3 ve 20 nolu izolatinda 6000, 8000 bg, 15 ve 51 nolu izolatlarda ise
6000, 10000 bg biiyiikliigiinde 2 adet plazmit igerdigi belirlenmistir. izolatlardan 7, 31 ve

33 nolu olanlarinda 3 tane, 15 tanesinde ise plazmit varlig: tespit edilmemistir.

L. plantarum izolatlarindan 26 adedinin tek plazmit i¢germesi, bu izolatlarin dogal
kosullarda degisik plazmitlerini kaybetmis olmasi veya dogal kiiltiirlerden plazmit almis
ticari kiiltiirler olmasi ile agiklanabilir. Sahip oldugu plazmiti kaybetmis olan izolatlar bu
plazmitleri tekrar geri kazanmasi zordur (Leewatcharamas ve ark., 1997) dolayisiyla tek
plazmit igeren izolatlarin yanlizca ticari kiiltiirlerden olusamayacagr goriistini
desteklemektedir. Ayrica plazmitlerin tagidiklar1 transpozonlar diger plazmitlerin gegisini
siirlayabilir (Romero ve Klaenhammer, 1990). Tanimlanan 115 S. thermophilus ve 35 L.
bulgaricus izolatinin plazmit DNA izolasyonlar1 yapilmis. Tiim izolatlar igerisinde S.

thermophilus’larm 78, L. bulgaricus’larin ise 26 tanesinin degisen sayilarda plazmit
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tasidigr belirlenmistir. S. thermophilus’larin plazmit igeriginin (1-4), L. bulgaricus’lardan
(1-2) daha fazla oldugu tespit etmistir (Gezging, 2010).

Laktik asit bakterilerinde, alkali denatiirasyon yontemi kullanilarak yapilan plazmit
izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi ¢aligsmalar1 sonucu; biiytikliikleri 33250 ile 1883 bp
arasinda degisen 1-14 tanesinin plazmit icerdigini tespit etmislerdir. Toplam 88 adet
bakteri igerisinde 20 adedinin sadece bir plazmit icerdigini belirlemislerdir. Belirlenen
plazmit sayr ve biyiikliikleri, benzer arastirmalarda tanimlanan sinirlar igerisinde yer
almaktadir (Anderson ve Mckay, 1983). Bu arastirmada elde edilen bulgular, ¢galismamizda

tespit ettigimiz sonuglarla uygunluk gostermektedir.

4.2.2. Izolatlarin antibiyotik direnc 6zellikleri

Klinikte kullanilan antibiyotiklerden bagirsak florasinin ve probiyotiklerin
etkilenmemesi en Onemli tercih sebeplerinden biridir. Muhtemel probiyotik olarak
kullanilabilecek bazi suslarin bazi antibiyotiklere karsi direnglilikleri belirlenmistir. El
edilen sonucglara gore, antibiyotiklere direng¢ gosteren muhtemel probiyotiklerin klinikte
kullanilan antibiyotiklerle birlikte kullanimi Onerilebilir. Bununla birlikte bakteriler,
antibiyotik diren¢ yetenegine sahip ve ¢ok iyi uyum saglayan canlilardir. Antibiyotiklerin,
son on yilda yanlis kullanimlar1 nedeniyle, oOzellikle yogun bakim hastalarinda ve
bebeklerde hastane infeksiyonlarina bagli 6lim olaylarina rastlanmaktadir. Son 20-30
yildir, antibiyotiklerin se¢imi ve direnglerinin yayilmasi iizerine yapilan ¢aligmalar basta
klinikte akraba tiirler lizerine odaklanilmistir. Bir¢ok arastirmaci laktik asit bakterilerinin,
insan viicudunda yasayan diger patojen veya benzeri bakteriler i¢in antibiyotik direng
genleri acisindan bir rezervuar oldugunu tahmin etmektedirler. Bu bakterilerin patojen
bakterilere antibiyotik direng genlerini transfer etme yetenekleri, insan ve hayvan sagligi
acisindan 6nemli bir sorun olup, bakteri populasyonlarinda antibiyotik diren¢ genlerinin

nasil yayildiginin anlasilmasi agisindan énemlidir (Mathur ve Singh, 2005).

Antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi faydali bakteriler, probiyotik bakteriler
ve fermente iirlinlerde rol alan laktik asit bakterileri gibi, gida zinciri agisindan 6nem
tastyan bakterilerin insan ve hayvanlarda tedavi amagli kullanilan antibiyotiklere karsi
direngli hale gelmesine neden olmaktadir. S6z konusu laktik asit bakterilerinde en ¢ok
tetrasiklin ve eritromisin direncliligine rastlandig1 belirtilmektedir. Tasinan bu antibiyotik
diren¢ genlerinin, ¢ogunun horizontal tasinma ile yayildigr diisiiniilmektedir. Yapilan

birgok arastirmada, insan ve hayvan bagirsagindaki bakterilerin hemen hemen aym
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antibiyotiklere karsi direng gostermeleri de organizmalar arasinda direng geninin transfer

olasiligii ve yayilmasint dogrulamistir (Ammor ve ark., 2007).

Calismanin bu boliimiinde izole edilen bakterilerin penicillin G (10 ug), eritromisin
(15 pg), rifampisin (5 pg), trimethoprim (25 pg) ve amikacin (30 pg), gibi 5 farkli
antibiyotige kars1 gostermis oldugu direng-duyarlilik sonuglart belirlenmistir. Antibiyotige
kars1 direng 6zelligi her bir izolat icin 3.8.1°de anlatildig1 gibi belirlenmis ve elde edilen

degerler Cizelge 4.4’te verilmistir.

L. plantarum 15 ve 32 nolu suslarin antibiyotiklere karsi olusturduklar1 inhibisyon

zonlar Sekil 4.15°de goriintiilenmistir.

Sekil 4.18. 15 (A) ve 32 (B) nolu izolatlarin antibiyotik direng 6zelliklerinin disk difiizyon
yontemi ile belirlenmesi sonucu elde edilen zon goriintiileri

Cizelge 4.4. Dogal tursulardan izole edilen L. plantarum suslarin antibiyotik direnglilikleri

Izolatlar | Penicillin | Eritromisin | Amikasin | Rifampisin | Trimethoprim
1 21+£1.52* 21+1.52 R 17+0.57 19+2.64
2 31+1.15 32+42.00 R 28+1.52 31+1.00
3 24+1.52 25+1.15 R 18+1.15 28+0.57
4 27+057 27+0.57 12+1.52 22+2.00 22+2.00
5 24+0.57 23+1.00 R 16£1.52 22+1.52
6 15+1.52 20+2.08 R 16+1.00 23+0.57
7 27+1.00 244251 R 20+0.57 24+1.15
8 20+0.57 20+0.57 R 18£1.15 20+1.00
9 25+1.15 25+1.15 R 22+0.57 27+1.52
10 15+1.52 21+1.52 R 21£1.00 23+1.15

61



Cizelge 4.4’iin devami

Izolatlar | Penicillin | Eritromisin | Amikasin | Rifampisin | Trimethoprim
12 25+2.00 22+1.00 R 18+1.52 22+2.64
13 26+0.57 26+1.52 R 25+0.57 26+1.52
14 21+2.08 21+2.51 R 17+1.52 22+0.57
15 24+1.52 23+1.15 11+1.15 17+0.57 24+2.00
16 20+2.00 21+2.30 R 16+1.15 23+1.52
17 25+1.73 23+3.05 10+0.57 17+2.08 22+1.00
18 20+2.51 21+1.73 13+1.00 17+1.52 23+1.15
19 25+2.08 27+2.08 13+1.73 28+1.15 34+0.57
20 32+0.57 29+2.51 14+1.52 27+1.00 30+2.00
21 18+2.51 23+1.00 R 21+1.52 24+1.00
22 24+1.52 24+1.52 R 17+1.15 23+1.73
23 24+1.15 25+2.51 R 17+0.57 24+0.57
24 25+2.51 26+1.00 R 20£1.52 25+2.51
25 26+1.00 24+3.51 10+0.57 24+2.00 25+1.73
26 23+0.57 24+1.73 R 21+£1.00 23+1.00
29 41+1.73 39+2.64 15+1.52 32+2.08 50+2.00
31 40+1.52 26+2.51 12+0.57 30+1.00 29+1.73
32 23+0.57 23+2.08 10+1.00 20£1.52 21£2.08
33 23+2.08 27+1.52 12+1.15 23+1.15 23+1.15
35 19+1.15 23+2.64 R 15+1.52 23+1.52
36 21+1.73 22+1.52 R 21+1.73 25+2.00
38 22+1.15 26+3.05 R 24+0.57 30+0.57
39 37+1.00 30+2.51 R 30+1.52 35+1.15
40 26+0.57 28+2.0 12+0.57 28+1.00 32+1.52
41 36+2.51 34+1.52 17£1.52 31+1.15 20+0.57
42 23+2.08 21+2.64 R 19+0.57 20+1.00
43 26+1.52 26+1.73 R 19+1.00 26+1.52
44 28+0.57 25+2.51 R 23+1.73 23+1.73
45 R R R R R
46 27+1.73 2442.00 R 19+1.15 26+1.00
47 30+1.52 30+1.52 124+1.00 30+1.52 22+1.52
48 27+2.00 28+1.00 R 23+1.00 26+2.00
49 29+1.15 29+1.15 15+0.57 26+0.57 20+057
50 3842.51 29+2.08 R 23+2.00 23+2.08
51 39+1.15 34+2.51 R 31+1.00 33+1.52
52 19+0.57 2443 R 17+0.57 24+0.57
53 42+1.52 36+1.52 11+1.52 33+1.52 35+1.73
54 21+40.57 23+2.08 R 22+2.08 27+2.08
55 28+1.00 27+1.15 R 20+1.15 23+2.00
56 23+1.52 27+2.64 R 25+2.64 31+3.05
60 41+1.15 40+2.00 14+1.00 41£1.73 18+0.57
62 24+1.73 26+0.57 R 25+1.00 32+1.52
63 32+1.52 31+1.73 11+0.57 26+1.15 24+1.15
64 26+0.57 27+1.15 R 22+2.00 26+2.00
67 40+1.52 32+1.52 16£1.15 30+1.52 31+1.52
68 21+40.57 32+1.00 20+1.00 28+1.00 3242.64
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Cizelge 4.4’in devami

Izolatlar | Penicillin | Eritromisin | Amikasin | Rifampisin | Trimethoprim
69 17+1.15 18+2.51 R 17+1.15 25+1.00
70 22+2.64 23+2.64 R 21+1.73 26+0.57
73 24+2.30 29+100 R 21+1.00 28+0.57
74 22+2.00 27+0.57 R 24+1.52 28+1.52
76 23+1.54 29+1.00 R 26+1.52 23+2.00
77 23+2.51 25+1.15 R 22+1.00 25+2.08
78 18+0.57 19+0.57 R 19+0.57 19+0.57

(*): Inhibisyon zonu, mm; (R): Direngli

L. plantarum 45 nolu sus biitiin antibiyotiklere karsi direngli oldugu tespit
edilmistir. Bu sus toplam izolatlarin  %1.5’ine karsilik geldigi belirlenmis olup, iki adet

plazmit igerdigi belirlenmistir.

Penisillin’e kars1 en duyarli olan 53 nolu izolat (L. plantarum N30-1) 42 mm
capinda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmis olup, en az duyarliligi ise 2 izolat (6. ve
10. izolatlar) 15 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Penisillin’e kars1
olusan inhibisyon zon ¢aplari 15 mm ile 42 mm arasinda degisim gostermektedir.
Penisillin’e kars1 en az duyarli olan 6. ve 10. izolatin iki plazmit igerdigi belirlenmis olup,

en ¢ok duyarli olan 53 nolu izolatin bir plazmit igerdigi tespit edilmistir.

Eritromisin L. plantarum suslarinin gelisimini engellemistir (18-40 mm inhibisyon
zonu). Bu izolatlardan sadece bir tanesi (60 nolu izolat) en duyarli olup 40 mm ¢apinda
zon olusturdugu ve 69. izolatin (L. plantarum FQO11) en az duyarli olup 18 mm ¢apinda
zon olusturdugu belirlenmistir. En az direncli olan 60 nolu izolatta hi¢ plazmit yok iken,

en ¢ok direngli olan 69 nolu susta ise bir adet plazmitin varlig1 belirlenmistir.

Amikasin antibiyotigine karsi izolatlarin % 68’1 direngli iken %32’sinin duyarli
oldugu belirlenmistir. Amikasin’e kars1 olusan zon ¢aplart 10 mm ve 20 mm arasinda
degismektedir. Bu izolatlardan en duyarli olan 68. izolatin (L. plantarum 20.1) 20 mm
¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu ve 3 izolatinda (17, 25 ve 32 nolu izolatlar) 10 mm

capinda inhibisyon zonu olusturarak en az duyarli oldugu belirlenmistir.

Rifampisin dogal tursulardan izole edilen L. plantarum suslariin gelismesini
inhibe etmistir (15-41 mm inhibisyon zonu). Bu izolatlardan 15 mm inhibisyon zonu
olusturan 35 nolu (L. plantarum RUZ24-1) izolati en az duyarliligi gostermekte olup, en
fazla duyarliligi ise 41 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturan 60 nolu (L. plantarum

PON100351) izolatin oldugu tespit edilmistir. En az duyarli olan 35 nolu susta bir adet
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plazmit var iken, en ¢ok duyarli olan 60 nolu susta ise hi¢ plazmit varligina

rastlanilmamustir.

Trimethoprim’e karst en az duyarl olan 60 nolu (L. plantarum PON100351) izolat
18 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu, en fazla duyarli olan 29 nolu (L. plantarum
3m-1) izolat ise 50 mm c¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.
Trimethoprim’e kars1 olusan inhibisyon zon gaplar1 18 mm ile 50 mm arasinda degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. En az duyarli olan 60. izolatla, en fazla duyarlilik gosteren 29.
izolatin hi¢ plazmit icermedigi tespit edilmistir. L. plantarum 60 nolu izolat eritromisin ve
rifampisin’e karsi en duyarli iken, trimethoprim’e karst ise en az duyarli oldugu

belirlenmistir.

Lactobacillus, Lactococcus ve Bifidobacterium tiirlerini kapsayan LAB’nin
antibiyotik direnglilik bilgileri, bu cinsin ve tiirlerin sayisinin ¢ok fazla olmasindan dolay1
smirhdir.  Son  yapilan ¢alismalarda Lactobacillus, —Streptococus, Lactococcus,
Pediococucus ve Leuconostoc cinslerini kapsayan 45 LAB susunun; eritromisin,
kloramfenikol, tetrasiklinlin ve B- laktam’a %7 oraninda, buna karsilik gentamisin,
streptomisin ve siplofloksine karsi ise %70’den fazla direng gosterdigini bildirilmislerdir

(Grattepanche ve ark., 2008).

Izolatlarin antbiyotiklere kars1 gdstermis olduklar1 direnclilik, orta derece direnglilik

ve duyarlik araliklart NCCLS (2004)’ye gore belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Standart antibiyotiklerin karsilastirma degerleri (NCCLS, 2004)

Zon Capi, mm
ANTIBIYOTIK | Disk icerigi Direncli Orta derecede Duyarh
duyarh
Penicillin 10 pg <28 - >29
Eritromisin 15 pg <13 14-22 >23
Amikasin 30 ug <14 15-16 >17
Rifampisin 5.0 ug <16 17-19 >20
Trimethoprim 25 pg <10 11-15 >16

Kullanilan antibiyotiklere karsi L. plantarum izolatlarinin goéstermis oldugu 3
(direnglilik, orta derece direnglilik ve duyarligini) parametrenin yiizde (%) hesaplamalari

Cizelge 4.6’ da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Dogal tursulardan izole edilen L. plantarum suslarinin direng-duyarlilik
durumlarinin standart antibiyotiklerle karsilagtirmasi (%) n=40

Antibiyotikler Duyarli (%) odrltlayfrel:e(gjge D‘(‘;;)“)‘f‘l‘
Penicillin 22 0.0 78
Eritromisin 79 19 2.0
Amikasin 3.0 5.0 92
Rifampisin 65 27 8.0
Trimethoprim 98 0.0 2.0

Cizelgede goriildiigi gibi L. plantarum suslar1 en yiiksek duyarliligi trimethoprim
karst (%98) gosterirken, en diisiik duyarlilik ise amikasin’e (% 3) karsi gosterdigi tespit
edilmistir. Izolatlar en yiiksek orta dereceli duyarlilig1 rifampisin’e (% 27) kars1 gdstermis
olup, penicillin ve trimethoprim’e karsi ise orta dereceli duyarlilik gosterdikleri
belirlenmistir. Suslar en yliksek direnci amikasin antibiyotigine kars1 (%92) gosterirken, en

diisiik direnci ise eritromisin ve trimethoprim’e (% 2) kars1 gosterdigi tespit edilmistir.

Ammor ve ark. (2007), Lactobacillus, Lactococus ve Bifidobakterium’un antibiyotik
direng profilleri oldukc¢a farklt oldugunu belirtmislerdir. Bazi LAB’leri basitrasin,
sefoksitin, siprofloksasin, fusidik asit, kanamisin, gentamisin, metronidazol, nitrofurantoin,
norfloksasin, streptomisin ve vankomisin kars1 yiiksek dogal direnglilik gosterdigini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte, LAB genellikle peniciline (piperacilin ve ampicilin) ve B-
laktamaz inhibitorlerine karst duyarli oldugu, fakat oxacillin ve sefhalosporinlere karsi ¢cok

direngli oldugunu belirtmiglerdir (Daniels ve ark., 2003).

Ispanyol ¢iftlik peynirlerinden izole edilen 80 Lactobacillus suslarm (36 L.
plantarum ve 44 L. paracasei) bir dizi fonksiyonel ve giivenlik o6zelliklerini
incelenmislerdir. Bu izolatlardan sadece dokuz L. plantarum susunun 14 antibiyotige karsi

duyarliliklarint analiz etmislerdir (Lavilla-Lerma ve ark., 2013).

Direng Ozelliklerinin sadece plazmit tasiyan izolatlarda olmadigi kromozom
tizerindeki mutasyonlar ile olusmus ozellikler olabilmektedir. Dolayis1 ile starter kiiltiir
seciminde yanlizca plazmit 6zelliginin ele alinmasi yetersiz olacagi antibiyotik direng

ozelliklerinin molekiiler olarak (PCR veya Real-Time PCR) teyit edilmelidir.

4.3. izolatlarimin Biyojen Amin Icerikleri

Biyojen aminler, amino asitlerin dekarboksilasyonu ya da aldehit ve ketonlarin

aminasyon ve trans-aminasyonu ile olusan azotlu bilesiklerdir. Bu aminler, kimyasal olarak
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alifatik (putresin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatik (tiramin, 2-feniletilamin) veya
heterosiklik (histamin ve triptamin) yapida olabilirler. Biyojen aminler gidalarda
mikrobiyal enzimler tarafindan spesifik serbest amino asitlerin dekarboksilasyonu
sonucunda olusmaktadir. Biyojen aminlerin viicutta 6nemli biyolojik fonksiyonlar1 vardir.
Protein, hormon ve niikleik asit sentezinin ilk basamagin1 meydana getirmektedir. Putresin,
spermin ve spermidin gibi poliaminler canli hiicrelerin vazgecilmez bilesenleridir

(Edwards ve Sandine,1981; Maijala, 1993).

Calismanin bu bélimiinde toplam 63 izolatin putresin, kadaverin ve histamin
biyojen aminlerinin diizeyleri HPLC cihaz1 kullanilarak tespit edilmistir. Besiyerlerine ii¢
farkli (histidin, lisin ve ornitin) amino asit eklenerek bu izolatlarin farkli amino asit
substratlarina gére biyojen amin iiretme potansiyelleri belirlenmistir. Olugturulan standart
kromatogram Sekil 4.16.’de gosterilmistir. L. plantarum izolatlarina ait kromatogram

sonuclarinin bazilari ek sekil 3-4’te verilmistir.

Y n00oo
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50000+
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250004 ﬂ ‘
] | I ‘\ .
i e, v, - —) A Molti
D .'I.I r\!|]|l : dl_f-T‘-l - 1PDA Multi 1
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1 PDAMulti 1/2540m 4nm

Sekil 4.19. HPLC’de kullanilan biyojen amin standart kromatogrami (Standart 10 mg/ml).

L. plantarum izolatlarinin lizin, histidin ve ornitin aminoasitleri eklenmis MRS besi
ortaminda gelistirilmesinden sonra {rettikleri biyojen amin oranlar1 Cizelge 4.7°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. Aminoasitlerden lizin, histidin, ve ornitin eklenmis MRS besi ortaminda

gelisen L. plantarum izolatlar tarafindan tiretilen biyojen aminler

. Biyojen aminler mg/I Toplam
Izolatlar Kadaverin | Putresin Histamin l.)Iij.en
amin miktar
1 324030 | 71+0.30 57 £0.80 160
2 152+2.10 | 78 +0.30 138 £ 0.37 368
3 56+1.52 | 64+0.20 87 £0.75 205
4 108090 | 148+1.38 | 668 +£7.73 1129
5 147+1.32 | 0+0.00 214+ 1.84 361
6 47+0.86 | 236 +£1.71 50+ 0.52 333
7 208 £2.38 | 22+0.92 97 £0.85 327
8 23+1.00 | 73+0.95 68 +0.23 164
9 56+0.36 | 415+£1.72 0+0.00 471
10 244+ 6.33 | 422+ 1.19 43 +0.83 709
12 95+045 | 59+0.71 55+0.85 209
13 168 £0.81 | 822 +1.30 | 145+1.30 1135
14 260+ 0.57 | 143+£0.65 | 126 +0.30 529
15 38 £0.41 55+0.70 70 £0.21 163
16 81+£0.28 | 90+0.26 25+ 0.76 196
17 247+ 0.80 | 923 +3.50 73 +£0.25 1243
18 208 £1.64 | 433 £3.76 | 143 +£1.35 784
19 213 +£2.42 | 261 £1.92 54 +£0.23 528
20 126 +1.38 | 182 +£0.98 50 +£0.76 358
21 248 +£0.49 | 177 £0.67 36 +0.73 461
22 287+0.78 | 994 +4.74 51 £0.66 1332
23 181 £0.63 | 450 + 1.60 72 +1.08 703
24 137+0.43 | 68+0.45 63 £ 0.90 268
25 208+ 1.61 | 123+1.30 | 119+0.70 540
26 189+0.47 | 68+1.80 57+0.25 314
29 223+ 1.15 | 67+0.41 111+1.25 401
31 63+0.20 | 70+£0.45 14 £ 0.45 147
32 128+0.36 | 51+0.73 85+0.95 264
33 68 +0.81 99 +1.61 76 £0.18 243
35 252 £2.41 | 231 +1.60 64 +0.25 547
36 65+0.49 | 831+2.33 65+0.22 961
38 116 £1.96 | 226 + 3.09 86 £0.55 428
39 65+020 | 77+0.25 73+£1.16 215
40 143+0.30 | 0+0.00 76 +£0.29 219
41 154+2.02 | 116 £0.86 47 +0.15 317
42 125+ 0.65 | 31+0.80 42 +0.14 198
43 210£3.12 | 72+£1.96 65 +0.60 347
44 202+1.45 | 414+4.70 | 55+0.16 671
45 63+ 1.01 | 778 £5.26 75 +£0.96 916
46 61+1.47 | 64+£0.22 63 +0.41 188
47 200 £3.67 | 111 £1.09 35+0.90 347
48 68 £0.97 52 +0.51 90+ 1.23 210
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Cizelge 4.7’in devami

. Biyojen aminler mg/I Toplam
Izolatlar Kadaverin | Putresin Histamin P'yoj.en
amin miktar
49 81+1.11 | 31+0.90 57 +£0.40 168
50 94 +£0.68 | 47+0.20 84 +0.72 225
51 33+£0.50 | 24+0.55 58+0.36 115
52 139 +0.68 | 88+ 1.02 51+0.26 278
53 186 +0.65 | 746 £4.88 | 95+0.75 1027
54 142+ 1.11 | 95+0.73 84 +0.72 321
55 79+£0.55 | 67+£0.20 | 161 £1.75 307
56 64+0.40 | 20+0.35 33+0.20 117
60 190+ 0.98 | 65+0.22 63+0.73 318
62 85+0.25 0+0.00 63 +0.91 148
63 94+0.49 | 61+0.85 118 +1.13 273
64 88+0.30 | 88+1.41 75+ 1.40 251
67 127 +0.47 | 96+0.20 92 +0.52 315
68 164 +0.42 | 95+0.87 56 £0.55 315
69 87+0.31 | 63+0.64 62 +0.60 212
70 84+0.33 | 62+0.27 64+0.53 210
73 81+0.23 | 131+098 | 30+0.45 242
74 134 +£0.15 | 82+0.51 66+ 0.97 282
76 165+0.60 | 121 £1.00 | 74+ 0.69 360
77 165+0.45 | 390+2.56 | 60+0.26 615
78 118 +1.65 | 48 +0.56 31 £0.51 197

Lizin eklenmis besi ortaminda gelistirilen L. plantarum izolatlarinda en diisiik
kadaverin tiretimi 32 mg/l oraninda 1 nolu (L. plantarum ZG3-19) izolat, en yiiksek
kadaverin iiretimi ise lizin eklenmis besi ortaminda gelistirilen 25 nolu (L. plantarum T30-
PCMO02) izolatin 298 mg/l oraninda sentezledigi tespit edilmistir. Lizin eklenmis besi
ortamindaki L. plantarum izolatlarinda kadaverin tiretim oranlar1 32-298 mg/l arasinda
degisim gostermektedir. En az kadaverin sentezleyen 1 nolu izolatta bir adet plazmit var

iken, en ¢ok kadaverin sentezleyen 25 nolu izolatta ise plazmit varli§ina rastlanilmamastir.

Lizin eklenmis besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 36 ve 39 nolu izolatlar 65
mg/l, L. plantarum 33 ve 48 nolu izolatlar 68 mg/l, L. plantarum 76 ve 77 nolu izolatlar
165 mg/l, L. plantarum 3 ve 9 nolu izolatlar 56 mg/l, L. plantarum 16, 49 ve 73 nolu
izolatlar 81 mg/l, L. plantarum 7 ve 18 nolu izolatlar 208 mg/I, L. plantarum 31 ve 45 nolu
izolatlar 63 mg/l ve L. plantarum 50 ve 63 nolu izolatlar 94 mg/l oraninda kadaverin

sentezdikleri tespit edilmistir. Ayni oranlarda kadaverin sentezleyen 3 ve 9 nolu izolatlarda
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bir adet plazmit var iken, 36 ve 39 nolu izolatlar ile 16, 49 ve 73 nolu izolatlarda ise

plazmit varlig1 gézlemlenmemistir.

Kala¢ ve ark. (1999) susuz lahana tursusunda ortalama kadaverin
konsantrasyonlarinit Cek iireticilerinin tirettigi pastorize edilmemis 6rneklerde 64.8 mg/kg,
Avusturyali ireticilerinin irettigi pastorize edilmemis orneklerde 43.4 mg/kg olarak
belirlemislerdir. Kalac ve ark. (2000) fermentasyon sonrast 5-6 °C’ de depoladiklari
sauerkraut Orneklerini 6. ay sonunda analiz ettiklerinde kadaverin miktarlarinin kontrol
orneklerinde 59.4-122 mg/kg, L. plantarum susu ilave edilen 6rneklerde ise 4.7-11.8 mg/kg

arasinda degisiklik gosterdigini tespit etmislerdir.

Yiicel ve ark. (2001) ticari olarak satisa sunulan lahana tursularinda kadaverin
miktarlarinin 0-12.1 mg/kg arasinda degisiklik gosterdigini belirlemislerdir. Garcia-Garcia
ve ark. (2001) piyasadan topladiklart hiyar tursusu orneklerinde yaptiklar1 analizler
sonucunda kadaverin varligina rastlamamislardir. Kirschbaum ve ark. (2000) Alman
tireticilerden aldiklart 5 kavanoz pastorize lahana tursusu Orneginin salamuralarindaki

kadaverin miktarlarinin 0-59.4 mg/| arasinda degisiklik gosterdigini belirlemislerdir.

Ornitin eklenmis besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 5, 40 ve 62 nolu
izolatlarda putresin iiretimi tespit edilmemistir. En disiik putresin iiretimi 20 mg/l olarak
ornitin eklenmis besi ortamindaki 56 nolu (L. plantarum JJ 29)izolatla, en yiiksek putresin
iretimi ise ornitin eklenmis besi ortaminda gelistirilen 22 nolu (L. plantarum L1212)
izolatin 994 mg/l oraninda sentezledigi belirlenmistir. Ornitin eklenmis besi ortamindaki L.
plantarum izolatlarinda putresin iiretim oranlar1 20-994 mg/l oranlar1 arasinda degisim
gosterdigi tespit edilmistir. En az ve en cok putresin sentezleyen izolatlar ve hig

sentezlemeyen izolatlarda bir adet plazmit varlig1 gézlemlenmistir.

Ornitin eklenmis besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 29 ve 55 nolu izolatlar 67
mg/l, L. plantarum 42 ve 49 nolu izolatlar 31 mg/l, L. plantarum 3 ve 46 nolu izolatlar 64
mg/l, L. plantarum 52 ve 64 nolu izolatlar 88 mg/l, ve L. plantarum 54 ve 68 nolu izolatlar
95 mg/l putresin trettikleri belirlenmistir. Esit miktarlarda putresin sentezleyen 3 ve 46
nolu izolatlar ile 54 ve 68 nolu izolatlarda bir adet plazmit var iken, 52 ve 64 nolu

izolatlarda ise 2 adet plazmit varlig1 tespit edilmistir.

Calismamizda L. plantarum izolatlar1 ornitin eklenmis besi ortaminda trettikleri
putresin miktarlar1 toksik limitler bakimindan 396 mg/kg putresin (Stratton ve ark., 1991)
olarak agiklanan biyojen amin indeks (BAI) diizeyine gore L. plantarum 9, 10, 13, 17, 18,
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22, 23, 36, 44 ve 53 nolu izolatlarin sentezledigi putresin miktarlar1 belirlenmis limitin
tizerinde oldugu icin bu izolatlarin starter kiiltiir olarak kullanimi uygun olmadigi
disiiniilmektedir. Bu izolatlarin disinda kalan 53 adet L. plantarum izolatinin tirettigi
putresin miktar1 belirlenen limitin altinda oldugu igin starter kiiltiir olarak kullaniminin

uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kala¢ ve ark. (1999) sauerkrautlardaki ortalama putresin konsantrasyonlarini Cek
ireticilerinin tlirettigi pastorize edilmemis 6rneklerde 181 mg/kg, Avusturyali lireticilerinin
tirettigi pastorize edilmemis 6rneklerde 179 mg/kg olarak belirlemislerdir. Kalac ve ark.
(2000) fermentasyon sonrasi 5-6 °C’da depoladiklar1 sauerkraut érneklerini 6. ay sonunda
analiz ettiklerinde, putresin miktarlarinin kontrol &rneklerinde 265-446 mg/kg, L.
plantarum inokiile edilen 6rneklerde 4.0-12.5 mg/kg arasinda degisiklik gdsterdigini tespit

etmislerdir.

Yiicel ve ark. (2001) ticari olarak satisa sunulan lahana tursularinda putresin
miktarlarinin 6.84-21.5 mg/kg arasinda degisiklik gosterdigini belirlemislerdir. Garcia-
Garcia ve ark. (2001) piyasadan topladiklar1 hiyar tursusu orneklerindeki ortalama putresin
miktarmni 4.5 mg/kg olarak bulmuslardir. Kirschbaum ve ark. (2000) Alman ireticilerden
aldiklar1 5 kavanoz pastorize lahana tursusu Orneginin salamuralarindaki putresin

miktarlarmin 83.5-366 mg/l arasinda degisiklik gosterdigini belirlemislerdir.

Histidin eklenmis besi ortaminda gelistirilen 9 nolu (L. plantarum qz138x) izolatin
histamin tretimi tespit edilmemistir. En diisiik histamin tiretimi 14 mg/l olarak histidin
eklenmis besi ortamindaki 31 nolu (L. plantarum RU24-1) izolatinda, en yiiksek histamin
tiretimi ise histidin eklenmis besi ortaminda gelistirilen 4 nolu (L. plantarum N30-1)
izolatta 668 mg/l oraninda sentezledikleri belirlenmistir. Histidin eklenmis besi
ortamindaki L. plantarum izolatlarinda histamin iiretim oranlar1 14-668 mg/l arasinda
degisim gdsterdigi tespit edilmistir. En ¢cok histamin sentezleyen 4 nolu izolatta hi¢ plazmit
yok iken, en az histamin sentezleyen 31 nolu izolatta ise 3 adet plazmit’in oldugu

belirlenmistir.

Histidin eklenmis besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 1, 26 ve 49 nolu izolatlar
57 mg/l, L. plantarum 6 ve 20 nolu izolatlar 50 mg/Il, L. plantarum 12 ve 44 nolu izolatlar
55 mg/l, L. plantarum 17 ve 39 nolu izolatlar 73 mg/l, L. plantarum 22 ve 52 nolu izolatlar
51 mg/l, L. plantarum 24, 46, 60 ve 62 nolu izolatlar 63 mg/l, L. plantarum 33 ve 40 nolu

izolatlar 76 mg/l, L. plantarum 35 ve 70 nolu izolatlar 64 mg/l, L. plantarum 36 ve 43 nolu
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izolatlar 65 mg/l, L. plantarum 45 ve 64 nolu izolatlar 75 mg/l ve L. plantarum 50 ve 54
nolu izolatlar 84 mg/l histamin direttikleri gozlemlenmistir. Ayni oranlarda histamin
sentezleyen 6 ve 20 nolu izolatlar ile 45 ve 64 nolu izolatlarda 2 adet plazmit var iken, 35

ve 70 nolu izolatlarda ise bir adet plazmit varlig: tespit edilmistir.

Kala¢ ve ark. (1999) sauerkrautlardaki ortalama histamin konsantrasyonunu Cek
tireticilerinin tirettigi pastorize edilmemis 6rneklerde 12.1 mg/kg, Avusturyal iireticilerinin
tirettigi pastorize edilmemis Orneklerde 2.1 mg/kg olarak belirlemislerdir. Kalac ve ark.
(2000) fermentasyon sonunda 5-6 °C’ da depoladiklari sauerkraut Orneklerini 6. ay
sonunda analiz ettiklerinde, histamin miktarlarinin kontrol 6rneklerinde 1.0-4.8 mg/kg, L.
plantarum ile inokiile edilen orneklerde 1.1-2.0 mg/kg arasinda degisiklik gosterdigini

tespit etmislerdir.

Yiicel ve ark. (2001) ticari olarak satisa sunulan lahana tursularinda histamin
miktarlarinin 0-10.9 mg/kg arasinda degisiklik gosterdigini belirlemislerdir. Garcia-Garcia
ve ark. (2001) piyasadan topladiklart hiyar tursusu Orneklerinin higbirinde histamin
belirleyemediklerini ifade etmislerdir. Ekici ve Coskun (2004) Van ilindeki marketlerden
toplanan 50 adet sebze tursusu 6rneginde (28 adet karisik, 6 adet kirmizi biber ve 7 adet
hiyar tursusu) histamin igerigini fluorometrik yontemle aragtirmislardir. Histamin
seviyelerini, hiyar tursusu 6rneklerinde 26.66-44.72 mg/kg (ortalama 34.73 mg/kg), karisik
tursularda ise 16.54- 57.89 mg/kg olarak belirlemislerdir.

Calismamizda L. plantarum izolatlar1 histidin eklenmis besi ortaminda tirettikleri
histamin miktarlari toksik limitler bakimindan 50-160 mg/kg histamin (Stratton ve ark.,
1992) olarak agiklanan BAI diizeyine gore L. plantarum 4, 5 ve 55 nolu izolatlarin
sentezledikleri histamin miktar1 verilen limitin tizerinde oldugu i¢in bu izolatlarin starter
kiiltiir olarak kullanim1 uygun olmadigi belirlenmistir. Bu izolatlar1 disinda kalan 60 adet
L. plantarum izolati ise irettigi histamin miktar1 belirlenen limitin altinda oldugu i¢in

starter kiiltiir olarak kullaniminin uygun olabilecegi diistiniilmektedir.

L. plantarum qz1193 (5 nolu) izolat1 ornitin eklenmis besi ortamlarinda putresin
tiretimi tespit edilmemisken, lizin ve histidin eklenmis besi ortaminda ise 147 mg/l
oraninda kadaverin ve 214 mg/l oraninda histamin irettigi belirlenmistir. 9 nolu (L.
plantarum qz138x) izolat histidin eklenmis besi ortaminda histamin iretimi tespit
edilmemigken, lizin ve ornitin eklenmis besi ortaminda ise 56 mg/l oraninda kadaverin ve

415 mg/l oraninda putresin iirettigi gézlemlenmistir.
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L. plantarum CAI6 (40 nolu) izolati ornitin eklenmis besi ortamlarinda putresin
tiretimi tespit edilmemisken, lizin ve histidin eklenmis besi ortaminda ise 143 mg/l
oraninda kadaverin ve 76 mg/l oraninda histamin {irettigi belirlenmistir. 62 nolu (L.
plantarum z138x) izolat ornitin eklenmis besi ortamlarinda putresin {retimi tespit
edilmemisken, lizin ve histidin eklenmis besi ortaminda ise 85 mg/l oraninda kadaverin ve

63 mg/l oraninda histamin tirettigi tespit edilmistir.

Kadaverin miktar i¢in belirlenen toksik bir limit olmamakla birlikte, Silla-Santos
(1996) fermente iiriinlerde toplam biyojen amin i¢in 1000 mg/kg degerini toksikolojik
acidan sinir degeri olarak belirtmistir. Yaptigimiz ¢alismadaki degerler toksikolojik agidan
siir degerleri dikkate alindiginda lizin, histidin ve ornitin eklenmis besi ortamlarinda
gelistirilen L. plantarum 4, 13, 17, 22 ve 53 nolu izolatlarin kadaverin, putresin ve histamin
biyojen aminlerinin toplam 1000 mg/kg degerinin iizerinde oldugu i¢in bu 5 izolatin
toksikolojik agidan Onerilmemektedir. Diger L. plantarum izolatlarinin ise iretikleri
kadaverin, putresin ve histamin biyojen aminlerinin toplam 1000 mg/kg degerinin altinda
oldugu ic¢in toksikolojik agidan starter kiiltiir olarak kullanilmasi bakimindan faydali

olacag diisiiniilmektedir.

Gidalarda maksimum izin verilebilir biyojen amin miktarin1 net olarak sdylemek
mimkiin degildir, ¢iinkii bunlar diger aminlerin varligina ve bireysel tepkilerine baglidir
(Halasz ve ark., 1994). Fermente iiriinlerde bulunan bazi biyojen aminlerin toksik
miktarlari; histamin 50-160 mg/kg, tiramin 100-800 mg/kg, B-fenetilamin 30 mg/kg,
putresin 396 mg/kg olarak tespit edilmistir (Stratton ve ark., 1992).

Tursu gibi fermente iiriinlerde siklikla rastlanan bazi biyojen aminler i¢in toksik
limitler belirlenmis olup, bu degerler 50-100 mg/kg histamin, 100-800 mg/kg tiramin, 30
mg/kg 2-feniletilamin ve 100-200 mg/kg toplam biyojen amin olarak verilmistir (Nout,
1994).

Fermente sosisler iki farkli baslatic1 kiiltiir (Starter olmayan ve L. plantarum + L.
sake) kullanilarak paralel {retim yapilmistir. Olgunlasmanin sonunda, A sosisinde
kadaverin (98.7 mg/kg kuru madde), putresine (242.6 mg/kg kuru madde) ve tiramin (46.4
mg/kg kuru madde) oranlarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En fazla kadaverin,
putresin ve tiramin konsantrasyonlarinda artis oldugu tespit edilmistir (Kongkiattikajorn,
2013)
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Ulkemizde dahil olmak iizere pek c¢ok iilkede, 1990 yilindan bu yana gesitli
gidalarda biyojen amin olusumu ve miktarlar1 tizerine 6zellikle fermente et iiriinlerinde ve
cesitli peynirlerde ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Bruna ve ark., 2003). Bu gruptan laktik
asit bakterilerinin ¢ogu biyojen amin iiretebilmektedir (Arena ve ark., 2007; Arena ve
Manca de Nadra, 2001). Ulkemizdeki bu gidalarm biyojen amin miktarlari konusunda
yapilmis ¢esitli aragtirmalar bulunmakla birlikte, tursularin da iiretim siirecinde biyojen
amin olusumu ve piyasada satisa sunulan tursularin biyojen amin igerikleri ile ilgili

yapilmis birkag¢ calismast mevcuttur (Yiicel ve ark., 2001; Ekici ve Coskun, 2004).

Biyojen amin iiretimi tiirden ziyade susa bagimlidir. Ayni tiirin farkli suslart farkl
biyojen amin iiretebilmektedir. Bir ¢ok tiir bir veya daha fazla amino asiti ayn1 anda

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

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

ozellikte olmast literatiirlerle paralellik gostermektedir.

4.4, Izolatlarm Aromatik Madde Iceriklerinin Belirlenmesi

Proteolitik aktiviteye bagli olarak aroma ile iligkisi olan peptidler ve amino asitler
olusurken, lipolitik aktiviteye bagli olarak da serbest yag asitleriyle, aldehitler, ketonlar ve
esterler gibi aroma bilesenleri olusmaktadir (Johansson ve ark., 1994). Laktik asit
bakterilerinin, fermente gida {retiminde olusturdugu fermentasyon metabolizmasinin
sonucu homo ya da hetero karakteri {iriinlerin aromasini etkilemesi bakimindan 6nemlidir.
Bilindigi gibi, iiriinlerin raf odmrii ve aromatik profili; ugucu ve ugucu olmayan asitler,
karbonil bilesikler, secilecek fermentasyon tipi, kullanilacak metabolik yol ve bu
asamalardaki bazi yonlendirmelerle etkilenmekte ve belirlenmektedir. Dolayisiyla iirtin
cinsine bagli olmak tizere belirlenen ve hedeflenen metabolitlerle, iiriinlerin raf dmriinii ve
kalitesini artirmaya yonelik reaksiyonlarm, gida giivenligi ve kalitesi ilkelerinden 6diin
vermeden gergeklesmesini saglamak, gida endiistrisi i¢in ¢ok dnemli ve islevselligi yiiksek

bir ¢calismay1 beraberinde getirmektedir.
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Molekiiler yontemle tanimlanan L. plantarum izolatlarinin aromatik madde iiretim
degisiklikler, HPLC kromatografi sistemi ile tespit edilmistir. Olusturulan standart

kromatogramlar sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. HPLC’de kullanilan aromatik standart kromatogramlar1 (Standart 10 mg/ml)

Calismada HPLC analizi, MRS besi ortaminda gelistirilen L. plantarum
izolatlarinin sentezledigi format, piriivat, laktat, etanol ve 2,3-biitanediol oranlari arasinda

karsilastirma yapilmistir (Cizelge 4.8, 4.9).
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Cizelge 4.8. Dogal tursulardan izole edilen L. plantarum suslarinin aromatik madde

(format, piriivat ve laktat) miktarlart

izolatlar Aromatik Maddeler mM
Format Piriivat Laktat
1 2.996 £0.11 0.466 +0.49 37.128 £2.09
2 5.496 + 0.66 0.414 +£0.48 30.496 +3.10
3 7.021 £ 0.36 0.278 £0.17 30.007 £2.26
4 5.201 £ 0.51 0.299 £ 0.16 34.439 £ 291
5 56.582 £ 5.60 0.470 £0.54 34.568 £ 1.35
6 57.199 £ 2.54 0.123 £0.06 29910+ 2.89
7 51.856 £1.48 0.223 £0.17 28.453 £ 1.50
8 54.690 +5.28 0.184 +£0.13 7.113+£0.30
9 56.882 +4.41 0.199 £0.12 27.841 £1.42
10 53.702 +£1.63 0.281 £0.14 14.047 £ 1.27
12 55.422 + 4.58 0.185+0.13 34.648 +4.36
13 59.766 + 6.23 0.161 £0.09 30.718 £5.76
14 57.713 £5.03 0.148 £0.10 31.731 £3.91
15 53410+ 3.71 0.153 £0.09 32.356 +£2.24
16 64.902 +1.38 0.136 £0.10 31.454 £ 2.60
17 60.958 +7.17 0.140 £ 0.10 34.208 £4.22
18 5.549 + 9.92 0.197 £ 0.37 37.176 £ 0.80
19 49.205 +6.23 0.144 £0.10 32911 £8.71
20 29.437+1.32 0.123 £ 0.09 26.692 +2.23
21 47.018 +£3.72 0.131 £0.06 25.986 + 1.67
22 61.427 +£5.67 0.163 + 0.09 38.371+£2.13
23 56.899 + 3.76 0.100 + 0.05 34779 +£2.12
24 5.201 +£0.10 0.146 £ 0.03 35.800 £ 1.32
25 45.420 + 3.78 0.117 £0.06 36.533 +1.79
26 43.577 £ 4.56 0.123 £0.06 35.522 £1.90
29 5.631 £ 0.50 0.151 £0.03 36.480 £ 0.73
31 54.444 + 6.41 0.153 £0.02 35.743 £ 2.06
32 59.078 = 7.87 0.193 £0.04 37.578 £4.37
33 53.410+1.42 0.379 £0.42 38.631 +£2.28
35 54.787 +£ 3.01 0.554 £0.26 39.576 £ 1.98
36 48.118 + 8.88 0.370 £0.16 36.745 £ 4.88
38 52.447 +£1.45 0.491 £0.37 36.414 £ 2.20
39 58.921 + 6.46 0.599+0.41 33.848 +£2.88
40 55.327 +£ 8.62 0.491 £0.35 39.249 £ 3.21
41 58.031 +£3.72 0.822 +£0.43 29.229 +0.32
42 30.972 +£4.72 0.470 + 0.30 36.772 £ 5.41
43 8.065+0.18 0.500 £ 0.29 36.705 £ 2.11
44 9.506 + 0.23 0.846 +0.24 31.547£5.17
45 19.833 +£0.38 0.325+0.16 36.121 +£2.35
46 10.736 £ 0.32 0.176 £0.02 31.949 £ 4.99
47 7.289 4+ 0.44 0.176 £0.04 35.473 £4.60
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Cizelge 4.8’in devami

izolatlar Aromatik Maddeler mM
Format Piriivat Laktat
48 9.631+0.34 0.515+0.20 42.163 +3.99
49 9.063 +0.21 0.980 +0.85 35.876 +4.43
50 9.610+0.34 0.810 +0.53 38.872 +4.69
51 12.114 £ 0.51 0.897 +£0.81 32.893 +£3.44
52 9.383+0.26 0.810 +0.59 30.743 + 1.46
53 53.951 +£1.16 0.229 +£0.04 45.995+1.73
54 58.921 +£3.12 0.310+0.15 40.430 +7.59
55 61.061 +£2.15 0.554 +£0.34 28.667 £ 1.32
56 59.434 £ 4.70 0.546 +£0.32 10.359 +£3.93
60 8.622 +0.37 0.650 +0.41 10.857 £0.10
62 14.736 £ 0.28 0.481 +£0.28 15.525+£0.20
63 10.469 + 0.25 0.655+0.38 14.033 +£0.15
64 19.247 £0.29 0.478 £ 0.38 14479 £1.13
67 18.560+ 0.67 0.540+0.34 47.878 +£5.90
68 9.549 +£0.19 0.386 +0.38 24318 +£2.73
69 9.074 £ 0.90 0.491 £ 0.26 18.599 +4.87
70 16.116 £0.91 0.405+0.16 18.493 + 0.44
73 5.766 + 0.55 0.325+0.13 16918 £0.18
74 16.998 +0.39 0.436 +0.19 25.328 +£1.19
76 17.130 £ 0.40 0.567 £0.33 18.762 £2.25
77 16.049 +£0.21 0.430 +0.22 18.786 +2.68
78 17.176 £0.39 0.597 £ 0.35 18.724 +0.26

MRS besi ortaminda gelistirilmis olan L. plantarum izolatlarinda en yiiksek oranda
format1 16 nolu izolat 64.902 mM oraninda sentezlerken, en diisiik format sentezi 1 nolu
izolat tarafindan 2.996 MM oraninda sentezledigi gozlemlenmistir. L. plantarum
izolatlarindan 15 ve 33 nolu izolatlar 53.410 mM, 4 ve 24 nolu izolatlar 5.201 mM
oraninda format sentezledikleri tespit edilmistir. En yiiksek oranda format sentezleyen 16
nolu izolat hi¢ plazmid igermezken, en az sentezleyen 1 nolu izolatta ise bir adet plazmit

varligi belirlenmistir.

L. plantarum izolatlarmin piriivat sentezi en az 23 nolu izolatinda 0.100 mM
oraninda sentezlerken, en fazla piriivat1 49 nolu izolatun 0.980 mM oraninda sentezledigi
tespit edilmistir. Izolatlardan 6, 20 ve 26 nolu izolatlar 0.123 mM, 46 ve 47 nolu izolatlar
0.176 mM, 15 ve 31 nolu izolatlar 0.153 mM, 73 ve 45 nolu izolatlar 0.325 mM, 5 ve 42
nolu izolatlar 0.470 mM, 38, 40 ve 69 nolu izolatlar 0.491 mM, 35 ve 55 nolu izolatlar
0.554 mM, 50 ve 52 nolu izolatlar 0.810 mM oraninda piriivat sentezledikleri
gozlemlenmistir. Piriivat1 en az sentezleyen 23 nolu izolatta bir adet plazmit var iken, en

fazla sentezleyen 49 nolu izolatta ise plazmit varhigina rastlanmamistir. Ayni oranlarda
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piriivat sentezleyen 35 ve 55 nolu izolatlarin ise bir adet plazmit icerdikleri tespit

edilmistir.

Laktat sentezi en yiikksek 67 nolu izolat tarafindan 47.878 mM oraninda
sentezlenirken, en diisiik laktat sentezi 8 nolu izolat tarafindan 7.113 mM oraninda
sentezlendigi belirlenmistir. En yiiksek oranda laktat sentezleyen 67 nolu izolat hig
plazmid icermezken, en az sentezleyen 8 nolu izolatta ise 2 adet plazmit’in varlig

gozlemlenmistir.

L. plantarum VL103 ve L. plantarum NCIMB 8826 kiiltiirlerinin siipernatantlarini
ve tiirevlerindeki metabolitlerin varligt HPLC ile her 24 saatte bir tespit etmislerdir. Bu
izolatlar ve tlirevlerinde asetoin, laktat, etanol ve format gibi fermantasyon yan iiriinlerinin
varhigim tespit etmislerdir (Tsuji ve ark. 2013). L. plantarum A6 susu glikoz varliginda
laktik asit tiiketimi belirlenirken, glikozun pargalanmasindan sonra oksidatif laktat

doniistimiiniin olmamasinin sasirtict oldugunu belirtmislerdir (Pintado ve ark., 2005).

LAB suslarindan Leuconostoc mesenteroides NCU1426, Lactococcus lactis
NCU1315, L. plantarum NCU1121 ve L. casei NCU1222 Cin lahana tursusundan izole
edilerek baslatici kiiltiir olarak kullanilmistir. Leuconostoc mesenteroides ve Lactococcus
lactis zayif aside karsi direngli olup daha hizli biiyiime gosterdigi, L. plantarum ve L. casei
ise fermantasyon boyunca aside karsi iyi bir direng gosterdigi ve c¢ok fazla laktik asit
tirettiklerini tespit etmislerdir. LAB’larin fermantasyona olan katkilariyla ve karigim
cozeltisiyle elde edilen Cin lahana tursusunda, baslatici kiiltiiriin fermantasyonu sirasinda
fermantasyon biiyiime 6zelliklerinde kayda deger farkliliklar gézlemlemislerdir (Xiong ve
ark., 2014).
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Cizelge 4.9. Dogal tursulardan izole edilen L. plantarum suslarinin aromatik madde (etanol

ve 2,3-biitanediol) miktarlari

izolatlar Aromatik Maddeler mM
Etanol 2,3-Biitanediol
1 17.929 +£1.19 5.767 £ 0.12
2 17.906 =+ 1.14 3.575+0.54
3 18.361 £ 0.94 3.056 £ 0.60
4 17.302 £ 1.58 6.219 £ 0.81
5 16.741 £ 1.35 6.298 +0.13
6 16.215+1.36 7.389 £0.16
7 15.986 + 1.66 7.007 £0.19
8 16.182 £1.35 2.222 +£0.64
9 17.089 = 1.38 2.136 £0.99
10 15.381 £ 1.74 9.970 £ 0.22
12 16.741 + 1.61 7.304 +0.75
13 17.162 £ 0.93 5.509 + 0.49
14 16.459 + 0.99 5.580+0.91
15 13.523 £ 1.95 6.101 £0.12
16 15.285+1.16 4291 +£0.41
17 16.588 = 1.95 4934 +0.11
18 17957 +£1.16 4.168 +0.40
19 16.770 + 1.35 4243 +0.55
20 17.558 £1.80 2.809+0.27
21 17.235+1.15 2.179+£0.14
22 16.202 + 1.08 1.974 +£0.37
23 17295+ 1.18 1.173 £0.20
24 17.669 + 1.48 1.922+0.16
25 17.145+1.49 1.838 £ 0.21
26 18.433 £1.35 1.922+0.19
29 17.066 £ 1.01 1.501 £ 0.25
31 18.688 £1.31 2.199 + (.85
32 17.562 £ 1.07 0.900 £0.11
33 19.451 £ 1.61 0.879 +£0.39
35 18.131 £ 1.36 0.374 £ 0.34
36 20.353 +1.75 0.288 £0.25
38 17.756 £ 1.47 0.519+0.45
39 18.045 £ 1.69 0.296 + 0.26
40 18.641 £ 0.58 0.258 £0.22
41 15.344 +£1.02 13.148 £ 0.96
42 18.345+ 0.98 0.454 +0.39
43 8.732 +0.55 0.158 +£0.22
44 17.302 £ 1.17 0.111 +£0.19
45 17.793 £ 1.50 0.349 +£ 0.46
46 15.891 £1.21 11.789 £ 0.95
47 20.168 £ 1.19 9.384 +0.13
48 17.760 £ 1.25 8.469 + 0.54
49 19.992 £ 1.54 9.400 £ 0.45
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Cizelge 4.9’un devami

izolatlar Aromatik Maddeler mM .
Etanol 2,3-Biitanediol

50 11.176 £ 1.05 8.543 £ 0.61
51 11.926 £0.99 8.397 +0.72
52 18.427 +£0.39 8.520+ 0.39
53 17.381 £ 1.71 7.360 + 0.90
54 16.048 +0.48 7.967 = 0.57
55 16.248 +£0.82 7.639 +1.61
56 16.517 £ 1.07 7.054 +0.15
60 16.367 £1.19 8.808 £0.18
62 17.192 £ 1.28 5.534+0.13
63 15.092 £ 1.10 6.141+0.14
64 16.316 +1.33 6.246 +£0.72
67 8.120 £ 0.43 12.613 £0.75
68 6.048 £0.21 6.963 + 0.46
69 15917+ 1.42 5408 +0.19
70 17.258 £ 1.67 5.542 + 0.46
73 17.931 £ 1.55 5.805+0.10
74 15.726 £ 1.20 6.923 +0.92
76 16.610 £ 0.95 4.626+0.12
77 17.162 £ 1.69 6.793 +0.18
78 16.367 £ 1.46 6.530 + 0.43

Etanol LAB’larin asetaldehit’i indirgeyerek elde ettigi bir fermantasyon iiriiniidiir.
Pirtivat, pirtivat dekarboksilaz ile asetaldehit’e doniistiirtiliirken, asetaldehit’te alkol
dehidrojenaz tarafindan etanola doniistiiriilmektedir. LAB ve farkli organizmalarin piriivat
dekarboksilaz aktivitesi degisken seviyelerde olmasi etanol {retimindeki artigt
sinirlamaktadir.  Bildirilen en {imit verici sonuglar, gram pozitif Sarcina ventriculi’nin
farkli promotorlar1 kullanarak, LDH negatif L. plantarum suslarinin piriivat
dekarboksilazyonlariyla elde edilmistir. Son zamanlarda, tek fermantasyon {irlinii olarak

etanol {ireten bir laktokokal susun oldugunu bildirmislerdir (Solem ve ark., 2013)

L. plantarum izolatlar tarafindan en fazla etanol sentezi 20.353 mM oraninda 36
nolu izolat tarafindan tiretilmistir. En diisiik etanol tiretimi ise 6.048 mM oraninda 68 nolu
izolat tarafindan sentezlendigi belirlenmistir. L. plantarum 60 ve 78 nolu izolatlarda
16.367 mM, L. plantarum 5 ve 12 nolu izolatlarda 16.741 mM, L. plantarum 13 ve 77
nolu izolatlarda 17.162 mM, 4 ve 44 nolu izolatlar 17.302 mM oranda etanol
sentezledikleri gozlemlenmistir. En fazla ve en az etanol sentezleyen suslarin her ikisinde

bir adet plazmit varlig1 tespit edilmistir.
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LAB’lardan L. casei ve L. plantarum suslarina, Z. mobilis suslarindaki PDC ve adh
genlerin  aktarilmasiyla alkol {iretiminde kiiciik artiglar saglanmistir.  Alkol
fermantasyonlarinda alkole fazla oranda toleransli LAB izolatlarinin kullanilmasiyla,

yiiksek oranda etanoliin sentezlenmesi saglanmaktadir (de VVos ve ark.,2004).

L. plantarum (EMP) yolu ile glikozu fermente ederek olusan piriivati laktat
dehidrojenaz ile laktat’a doniistiiriirler. Fermantasyon sonunda olusan laktat, asetat ve
etanol triinleri ile glikoz konsantrasyonlart HPLC ile dl¢iilmiistiir. Gram pozitif olan L.
plantarum susunda etanol tretimini artirmak i¢in dogru bir Gram pozitif PDC genini
tanimak i¢in konak konak olarak kullanilmigtir. pTRKH2 vektorii tasiyan kontrol L.
plantarum susu ¢ok yavas gelisim gosterek 76 mM asetat, 60 mM laktat ve 17 mM etanol
sentezlemistir. L. plantarum TF103 susu 12-14 mM oraninda laktik asit tretirken,
pTRKH2 vektorii trasfer edilen TF103 susu 60 mM oraninda laktat iiretmistir. L.
plantarum TF103 rekombinant susu hizli geliserek 90-130 mM oranlar1 arasinda etanol
tirettikleri belirlenmistir. pTRKH2 vektorii eklenmis rekombinant L. plantarum TF103
susunun ana kaynagi olan L. plantarum NCIMB8826 susu yaklagik 498 mM laktat ve 4

mM etanol iirettigi analizler sonucunda belirlenmistir (Liu ve ark., 2006).

Salmeron ve ark. (2014) yaptiklar ¢alismada, L. acidophilus (NCIMB 8821), L.
plantarum (NCIMB 8826) ve L. reuteri (NCIMB 11951) kiiltiirlerini yulaf, arpa ve
malt’lara asilayarak tahil kaynakli probiyotik icecekler iiretmislerdir. Bu iceceklerdeki
ugucu birlesiklerden asetaldehit, aseton ve etanol analizi yapmuslardir. L. reuteri malt’1
fermente ettiklerinde etanol sentezinde kiiciik bir artis goézlemlenmistir. L. plantarum
fermente edilmis yulaf ve arpa’da az miktarda asetaldehit sentezlemistir. L. acidophilus
fermente edilmis yulaf’ta diisiik oranda etanol tretmistir. L. acidophilus ve L. reuteri
fermente edilmis arpa’da dikkate deger oranda etanol sentezlediklerini tespit etmislerdir. L.
plantarum malt fermantasyonu 36 saat sonunda asetaldehit iiretirken, yulafta ise sadece
aseton sentezlemistir. L. acidophilus arpa fermantasyonun 36 saat sonunda 2.7-65.2 mg/I

oraninda etanol sentezlendigini tespit etmislerdir.

2,3-biitanediol ekonomik degeri olan Onemli bir kimyasal beslenme stogu
oldugundan  biyoteknolojik  {iretimi 6nem arz  etmektedirler.  2,3-biitanediol
dehidrojenasyonu acetoin ve diasetil ile sonuclanir. Bazi gida {riinlerine tereyagi
aromasinda sorumlu tat verici maddelerdir. Genetik olarak laktat dehidrojenaz aktivitesi ve

biitanediol dehidrojenaz heterolog ekspresyonun onemli 6l¢iide azaltarak tasarlanmig L.
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plantarum susunda 2,3-biitanediol verimi %49 oraninda artirmislardir (Gaspar ve ark.,
2013).

Calismamizda, 2,3-biitanediol iiretimi en az 44 nolu izolat tarafindan 0.111 mM
oraninda gergeklesirken, en yiiksek 41 nolu izolat tarafindan 13.148 mM oraninda
sentezledigi belirlenmistir. izolatlardan 24 ve 26 nolu izolatlar 1.922 mM, 46 ve 74 nolu
izolatlar 6.923 mg/ml, 17 ve 62 nolu izolatlar 4.934 mM oranda 2,3-biitanediol sentezledigi
tespit edilmistir. En az ve en ¢ok 2,3-biitanediol sentezleyen izolatlarin (44 ve 41) 2 adet
plazmit i¢erdigi, ayn1 oranlarda sentez yapan 24 ve 26 nolu izolatlarda ise bir adet plazmid

varlig1 gézlemlenmistir.

L. plantarum VL103 (pGIZ906) susu, ortamda 20 mM glikoz varliginda olusan
fermantasyonda 8.8 mM 2,3-biitanediol, 2.6 mM asetoin, 4.0 mM manitol, 4.8 mM etanol
ve eser miktarda suksinat (1.8 mM) ve laktat (0.7 mM) sentezledigi tespit edilmistir. L.
plantarum VL103 (pGIVL202) susu, ayn1 ortamda olusan fermantasyon sonucunda 13.1
mM sorbitol ve 6.6 mM asetoin sentezlerken az miktarlarda manitol (2.7 mM), asetat (1.8
mM), etanol (0.7 mM), laktat (0.5 mM), suksinat (0.3 mM) ve piriivat (0.3 mM)

sentezledikleri belirlenmistir (Ladero ve ark., 2007).

Yaptigimiz caligmada L. plantarum izolatlari tarfidan iretilen aromatik madde

miktarlar1 daha dnce yapilmig ¢aligmalarda elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Dogal tursu 6rneklerinden izole edilen L. plantarum suslariin genetik elementleri,
antibiyotik direnglilik, biyojen amin ve aromatik madde tiretme 6zelliklerinin belirlendigi

bu ¢alismada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Tirkiye’nin farkli bolgelerinden dogal metotlarla yapilmig tursu Ornekleri
toplanarak LAB’lar izole edilmistir. Bu izolatlarin baz1 kimyasal ve recA gen dizisi
kullanilarak PCR ile tanimlanmasi yapilmis ve sonug¢ olarak toplam 78 adet siipheli L.
plantarum susu elde edilmistir. Bu suslar evrensel 16S rRNA primeri ile hazirlanan PCR

tirtinlerinin sekans analizi yapilmis ve 63 susun L. plantarum oldugu tespit edilmistir.

Plazmit DNA izolasyonu sonucunda L. plantarum izolatlarindan 15 tanesinin
plazmit  icermedigi  belirlenmistir.  Izolatlar ~ plazmit igerikleri ~ bakimindan
degerlendirildiginde; L. plantarum izolatlarinin ortalama 1 plazmit igerdigi ve izolatlarin

en fazla li¢ adet farkli plazmit bulundurdugu tespit edilmistir.

Izolatlarin antibiyotiklere kars1 direngliligin belirlenmesi igin yapilan ¢alismada 45
nolu izolatin tiim antibiyotiklere karsi direngli oldugu tespit edilmistir. L. plantarum
izolatlarmin penicillin %78, eritromisin %2, amikasin %92, rifampisin %8 ve
trimethoprim’e %2 oraninda direngli iken, eritromisin %19, amikasin %5ve rifampisin’e
kars1 %27 oraninda orta derecede direngli oldugu belirlenmistir. Bu antibiyotiklere karsi
direnglilik ve duyarlilik oranlar1 plazmit igeriklerine gore degerlendirildiginde en duyarl
olan izolatlarin genelinde plazmit yok iken, en direncli olan izolatlarda ise plazmit varlig

tespit edilmistir.

L. plantarum izolatlarinin biyojen amin iiretme potansiyellerine bakildiginda; lizin
eklenmis besi ortaminda biitiin izolatlar (63 izolat) kadaverin sentezledigi tespit edilmistir.
Ornitin eklenmis besi ortaminda gelistirilen izolatlardan 3 tanesinde (5, 40 ve 62 nolu)
putresin sentezlemedigi belirlenmistir. Histidin eklenmis besi ortaminda gelistirilen
izolatlardan sadece 9 nolu izolatin histamin sentezlemedigi goriilmiistiir. Lizin eklenmis
besi ortaminda L. plantarum izolatlar1 kadaverin iretme miktar1 32-298 mg/l arasinda
degisim gosterdigi, histidin eklenmis besi ortamindaki L. plantarum izolatlarinda histamin
tretim miktar1 14-668 mg/l arasinda degisim gostermistir. Ornitin eklenmis besi
ortamindaki L. plantarum izolatlarinda putresin iretim miktar1 20-994 mg/l arasinda
degisim gosterdigi tespit edilmistir. Lizin, ornitin ve histidin eklenmis besi ortamindaki

toplam biyojen amin miktarlart 115-1332 mg/I arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir.
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Toplam biyojen amin miktar1 L. plantarum 4, 13, 17, 22 ve 53 nolu izolatlarinda
toksikolojik agidan Onerilmemektedir. Diger L. plantarum izolatlarnin ise iiretikleri
kadaverin, putresin ve histamin biyojen aminlerinin toplam 1000 mg/kg degerinin altinda
oldugu i¢in toksikolojik agidan starter kiiltliir olarak kullanilmasinda faydali olacagi
diistiniilmektedir. Plazmit sayilar1 esit olan izolatlarin bazilar1 esit miktarlarda ayni biyojen
amin sentezledigi belirlenmistir. Biyojen amin (kadaverin ve histamin) sentezi az olan
izolatlarda daha fazla sayida plazmid var iken, ¢ok sentezleyen izolatlarda ise plazmit

sayilarinda azalmanin oldugu tespit edilmistir.

L. plantarum izolatlarinin aromatik madde sentez oranlar1 degisiklik gosterdigi
belirlenmistir. Aromatik madde (format, piriivat ve laktat sentez) sentezi en az olan
izolatlarda daha fazla sayida (1 ve 2 adet) plazmid var iken, en fazla miktarda sentez yapan
izolatlarda ise plazmit varligi tespit edilememistir. Etanol ve 2,3-biitanediol maddelerinin
en az ve en fazla miktarda sentez yapan izolatlarda esit sayilarda plazmit varlig
belirlenmistir. Ayn1 miktarlarda aromatik madde sentezleyen izolatlarda esit sayida plazmit
oldugu gozlemlenmistir. L. plantarum izolatlarinin sentezledikleri aromatik madde

miktarlari, yapilmis benzer ¢alismalardaki sonuglara benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Son yillardaki teknolojik gelismelerle klasik gida fermantasyonlarinin Gtesinde,
uygulamalarinda LAB’larin kullanimini1 temel almislardir. Son metabolik miihendislik
stratejileri LAB’larin hiicresel 6zelliklerini gelistirmek ve katma deger kimyasallarin biyo
tiretimi i¢in LAB’larin hiicresel fabrikalar olarak tasarlanmasini tartismaktadirlar. Bu
nedenle aromatik madde sentez oranlari (etanol gibi) yiiksek olan izolatlar tizerinde daha
kapsamli caligmalar yapilarak, bunun gibi degerli kimyasallarin biyolojik olarak iiretiminin

artirtlmasi endiistriye biiyiik katkis1 olacag: diistintilmektedir.

Bu aragtirmadan elde edilen sonuglara gore izolatlarin incelenen biitlin 6zellikleri
ele alindiginda; plazmit icermeyen, antibiyotiklere duyarli, biyojen amin iiretimi gida kalite
ve giivenligi agisindan yasal limitlerde bulunan L. plantarum 25, 29, 49, 60 ve 67 nolu
izolatlarin gida endiistrisinde kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Ancak bununla birlikte
bu alanda gerceklestirilecek arastirmalar kapsaminda, seg¢ilmis izolatlardan kontrollii
sartlarda tursu {iretiminin yapilmasi, bunlarda gida kalite ve giivenlik &zelliklerinin de

belirlenmesinin yararli olacag: diistiniilmektedir.
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EK-1. Agaroz jelde DNA’nin kosturulmas sirasinda yiiklenen DNA standartlari. Sekildeki
standartlar % 1 agaroz jelde kosturulmustur. A: 100 b¢ DNA ladder
(Favorgen) 100 — 3000 bg arasinda degisen 13 adet lineer ¢ift zincirli DNA
parcas1 icermektedir. 500 ve 1000 bg¢ biylkliigiindeki bantlar diger
bantlardan daha yogun goriinmektedir.

EK-2. Agaroz jelde DNA’nin kosturulmasi sirasinda yiiklenen DNA standartlari. Sekildeki
standartlar % 1 agaroz jelde kosturulmustur. A: 1 kb DNA ladder (Thermo
Scientific) 250 — 10000 bg arasinda degisen 14 adet lineer ¢ift zincirli DNA
parcasi igermektedir. 1000, 3000 ve 6000 bg¢ biiyiikliigiindeki bantlar diger
bantlardan daha yogun goriinmektedir.
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EK-3. Ornitin, lizin ve histidin besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 18 izolatinin
HPLC’de belirlenen biyojen amin kromatogrami

WIOOOG_ 1 ‘
7500 L
30001 1
i ||
2500+ 'nl | E "
] MJ “ﬁ' E E’E |'|'|j\
] | I\j i : 'w'l
o W W’N\',---IPDA]\M&]
T T T T T T T T T I T T :
0 10 20 30 40

1 PDA Multi 1/254mm 4mm

EK-4. Ornitin, lizin ve histidin besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 25 izolatinin
HPLC’de belirlenen biyojen amin kromatogrami
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EK-5. Ornitin, lizin ve histidin besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 22 izolatinin
HPLC’de belirlenen biyojen amin kromatogrami
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EK-6. MRS besi ortaminda gelistirilen L. plantarum 18 izolatinin HPLC’de belirlenen
aromatik metabolitlerin kromatogrami.
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