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Bu arastirmada, laktik asit bakterilerinden (LAB) elde edilen serbest hiicre
(SH) ekstraktinin patojen mikroorganizmalarin (PB) gelisimi ve iki farkli amino asit
(histidin ve tirozin) sivi besiyerinde amonyak ve biyojenik amin (BA) dretimi
Uzerindeki etkileri belirlenmistir. SH ekstraktlarimn antimikrobiyal etskisi agar
difizyon yontemi kullanilarak test edilmistir. Bu calismada 4 adet LAB Uyesi
(Leuconostoc mesenterodies subsp. cremoris, Pediococcus acidophilus, Lc. lactis
subsp. lactis, Streptococcus thermophilus) ve 4 adet patojen susu (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, ve Salmonella parathypi
A) kullanilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, SH ekstraktlarr bakteri gelisimini énemli
duzeyde inhibe etmistir (P<0.05). En yuksek inhibisyon etki Staph. aureusigin Strep.
thermophilus dan ve S paratyphi A icin Leu. mes. subsp. cremoris ve Lc. lactis
subsp. lactis elde edilen SH ekstraklarindan gozlenmistir (12.33 mm). Bakteriler
tarafindan Uretilen amonyak (AMN) ve BA Uretimi bakimindan 6énemli farkliliklar
gbzlenmistir (P<0.05). Histidin dekarboksil sivisinda (HDS) S paratyphi,
L.monocytogenes, Staph.aureus ve E.coli tarafindan histamin Gretimi sirasiyla
10387.537, 722.01, 7330.66 ve 11163.53 mg/L bulunmustur. Tirozin dekarboksil
sivisinda (TDS) ise bu bakteriler tarafindan tiramin Uretimi 367.54 ile 5955.86 mg/L
arasinda degiskenlik gostermistir. AMN ve BA dretiminde LAB Uyelerinden elde
edilen SH ekstraktinin etkisi kullanilan dekarboksil besiyeri ve bakteri tirtine gore
degiskenlik gostermesine karsin, SH ekstrakti PB tarafindan Uretilen AMN ve BA
miktarim genellikle 6nemli diizeyde disturmustur (P<0.05). Ancak, LAB Uyelerinin
SH ekstraktinin PB tarafindan HDS'de tiramin, TDS da ise dopamin ve serotonin
Uretiminde artirici 6zellik gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri serbest hiicre ekstraktlari, gida kaynakli
patojenler, biyojenik aminler
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In this study, the functions of cell free (CF) extract from lactic acid bacteria
(LAB) on the growth and biogenic amine (BA) production of food borne pathogens
(FBP) in two amino acid (histidine and tyrosine) decarboxylase broth were
investigated. The antimicrobial functions of CF extract on the growth of FBP were
tested using agar diffusion method. Four LAB (Leuconostoc mesenterodies subsp.
cremoris, Pediococcus acidophilus, Lc. lactis subsp. lactis, Streptococcus
thermophilus and four pathogenic bacteria strains (Listeria monocytogenes,
Saphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella parathypi A were used. The
result of the study showed that CF extract significantly inhibited growth of FBP
(P<0.05). The highest inhibition effects were found by Strep. thermophilus for Staph.
aureus, by Leu. mes. subsp. cremoris and Lc. lactis subsp. lactis for S paratyphi A
(12.33 mm inhibition zone diameter). There was significant differences in ammonia
and BA production among the bacteria species (P<0.05). In histidine decarboxylase
broth (HDB), histamine production by S. paratyphi A, L. monocytogenes, Staph.
aureus and E. coli were 10387.54, 722.01, 7330.66 and 11163.53 mg/L, respectively.
In tyrosine decarboxylase broth (TDB), tyramine production by these bacteria ranged
from 367.54 to 5955.86 mg/L. CF extract from LAB generally inhibited AMN and
BA production by FBP (P<0.05), adthough the functions of CF extract varied
depending on not only decarboxylase broth but aso bacteria strains. However, CF
extract from LAB had stimulation effect on tyramine production in HDB and
dopamine and serotonin production in TDB by FBP.

Keywords:. Lactic acid bacteria, cell-free extract, Food-borne pathogens, biogenic
amines




TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve Laktik Asit
Bakterileri Serbest Hicre Ekstraktlarimin Patojen Bakterilerin Gelisimine Ve
Biyojenik Amin Uretimine Etkisinin Arastirilmas)” konulu yilksek lisans tezini veren
yapict ve yonlendirici fikirleri ile bana daima yol gosteren ve maddi manevi
desteklerini esirgemeyen damsman hocalarim Sayin Dog.Dr. Yesim OZOGUL ve
Dog. Dr. Fatih OZOGUL’ a sonsuz tesekkiirler.

YUksek lisans tez calismam icerisinde yer alan mikrobiyoloji konularinda
destek ve yardimlarint aldigim Mikrobiyolog Hilya SANKIR'a, laboratuvar
uygulamalarinda yardimlarim esirgemeyen, Aras.Gor. Esmeray KULEY BOGA-
Ayse SIMSEK- Yilmaz UCAR- Mustafa DURMUS, doktora 6grencisi Mehmet
KENAR yilksek lisans 6grencisi Burhan TUGY AN- Selma ATAS— Ilyas OZOGUL
ve calismamin her amnda yanmda bulunan Lisans Ogrencileri Hacer INAL ile
Giilsiim ERDOGMUS’ a sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda her zaman varligint hissettiren Agabeyim Mustafa
YILMAZ’ asabrindan dolay1 Esim Deniz TOY'’ a sonsuz tesekkir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

LAB . Laktik Asit Bakterisi

LAB SH  : Laktik Asit Bakterisi Serbest Hiicre
BA : Biyojenik amin

AMN : Amonyak

PUT : Putresin

KAD . Kadaverin

SPD : Spermidin

TRPT > Triptamin

PHEN . 2-Feniletilamin

SPN . Spermin

HIS . Histamin

SER . Seratonin

TYR : Tiramin

TMA : Trimetilamim

DOP : Dopamin

AGM : Agmatin

HDS . Histidin aminoasit dekarboksil sivisi
TDS : Tirosin aminoasit dekaboksil sivisi

LACSHE : Lc. Lactissubsp. Lactis (IL 1403) ‘dan elde edilen serbest hiicre ekstrakti
LEU SHE : Leuconostoc mesenterodies subsp. Cremoris (DSMZ 20346) ‘dan elde edilen

serbest hicre ekstrakti
PA SHE : Pediococcus acidophilus (ATCC 25741) dan elde edilen serbest hiicre
ekstrakti
ST SHE . Sreptococcus thermophilus (NCFB2392)’ dan elde edilen serbest hiicre
ekstrakti
Mg/L . Miligram/Litre
PB . Patojen Bakteri



1. GIRIS Nurten TOY

1. GIRIS

1.1. Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler (BA) basta mikroorganizmalar olmak Uzere g¢esitli canlilarin
metabolik Urtinleri olup, amonyakta bulunan bir, iki veya t¢ hidrojen atomunun alkil
ve aril gruplar1 ile yer degistirmesi sonucu olusan distk molekil agirlikli bazik
karakterli bilesiklerdir. Canli organizmalarin aktivitesi sonucu olustuklarindan BA
adim almaktadirlar. BA, aminoasitlerin dekarboksilasyonu ya da aldehit ve
ketonlarin aminasyon ve transaminasyonu ile olusan temel azotlu bilesiklerdir
(Hornero ve ark., 1997; Shalaby, 1996; Maijala, 1993; Hernandez ve Jover, 1996).

H
! .
R-C-COOH  Dkabokslewon, g _ CHz- NH: + CO;
I
NH2
Aminoasit Bivojen amin
H
H / Ni
R-C + NHi — & R-CH:- NH: + H:0
o
Addehit Bivojen amin
R
H:/ Ni
O0O=C + NH; ——* R-CH-R + H:O
|
R NH:
Keton Biyojen amin

Sekill.1. Biyojenik Aminlerin Kimyasal Olusumu (Shalaby, 1996)
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BA’larin insan ve hayvanlarin biyolojik fonksiyonlarinda dnemli bir role
sahip olmalarinin yaninda yiksek miktarlarda BA igeren gidalarin tiketimi sonucu
toksik etkiler gorulebilmektedir. Sadece toksik etkilerden dolayr 6nemli olmamakta
aym zamanda gidalarin tazelik veya bozulma derecesinin bir gosterges olarak da
kullamimaktadirlar (Halasz ve ark., 1994). BA’larin kimyasal yapisi alifatik (putresin
(PUT), kadaverin (KAD), spermin (SPN) ve spermidin (SPD)), aromatik (tiramin
(TYR), feniletilamin (PHEN)) ve heterosiklik (histamin (HIS) ve triptamin (TRPT))
olarak degisiklik gostermektedir (Sillave Santos, 1996).

Basit alifatik aminler (PUT, KAD, SPN, SPD) en yaygin bulunan aminlerdir.
Diamin grubuna giren PUT, poliamin grubuna giren SPD ve SPN hayvan ve
bitkilerde siirekli bulunmasina karsin, PUT ve SPD cogu bakteride bulunmaktadir
(Smith, 1980). Bitiin organizmalarda, iki veya bir aminopropil grubun ayrilmasi ile
PUT’ den daha sonra sirasiyla SPD ve SPN olusur. Aminoasit dekarboksilasyonu,
gidalarin en yaygin sentez modu olup, aromatik aminler bir gida toksikligi
gosterebilmektedir.

BA’ lar balik, balik Grinleri, et Grlnleri, yumurta, peynir, fermente sebzeler,
meyveler, soya urinleri, bira, sarap, findik ve cikolata gibi genis gida trinlerinde
mevcut olmaktadir (Brink ve ark. 1990; Silla ve Santos, 1996)

BA’lar temelde gidalardaki aminoasitlerin, belirli bazi mikroorganizmalarin
dekarboksilaz enzimleriyle dekarboksilasyonu sonucu olusmaktadir. Farkli bakteri
suslarimin biyojen amin ya da amin dekarboksilasyon enzimi Urettigi bilinmektedir.
BA olusumu ortamin pH’simt yikseltmekte bu da mikroorganizmay: asidik ortam
etkisinden korumaktadir (Ozogul, 2002; Maijala, 1993).

Laktik asit bakterilerinin bazi turleri dekarboksilaz aktivitesine sahip olup
genellikle tiramin dretirler. Micrococcaceae familyas: Uyeleri de PUT, KAD ve
PHEN Uretme yetenegine sahiptir. Bununla birlikte koagilaz negatif Staphylococcus’
larin guvenli starter kaltdr olarak kullanilabilecegi de belirtilmistir (Hammes ve ark.,
1994).
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1.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) gidalarin muhafazasinda ve besin degerine
katkilarindan dolay1 yUzyillardir kullanilagelen, gunimiizde de ‘‘insan ve hayvan
tuketiminde guvenilir'’ (GRAS) bakteri igerisinde yer alan mikroorganizmalardir.
LAB uyelerinin ¢ogu insan, hayvan, bitki gibi dogal ortamlarda bulunan, bu
ortamlardan izole edilebilen, biyoteknolojik calismalarda ve endistriyel birgcok
alanda kullanilan, insan beslenme ve sagliginda blyik ©6neme sahip mikrobiyal
ganlardir. Siit, et, balik, tahil ve sebze gibi ¢cogu ham materyalin fermantasyonla
korunmasinda Uretilen fermente gida ve yemlerin organoleptik, reolojik ve besinsel
degerine katkida bulunmada LAB Uyeleri aktif rol oynamaktadir (Kilig, 2001; Furet
ve ark., 2004; Leroy ve Vuyts, 2004).

LAB Uyeleri, femantasyonunda starter kiltir olarak rol aldiklar1 gidalarda
aroma ve teksturiin olusmasina katki saglamasina ragmen bazi kontrolsiiz sartlarda
kontamine durumlarda et, balik gibi Urtnlerde bozulma reaksiyonlarina neden
olabilmektedir. Gidalarda bazi patojenlerin gelisimini inhibe etme 6zelliklerinden
dolay: insan sagligi acisindan fonksiyonel 6nem arz etmektedir (Schleifer ve ark.,
1995).

LAB Uyeleri Lactobacillus, Sreptococcus, Pediococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus ve Sporolactobacillus
olarak simflandirilir. Bu LAB Uyeleri ayni zamanda fermentasyonda 6nemli rol
oynayan grubu olusturmaktachr. Gunimuizde, gidalarda siklikla kullamlan LAB
Uyeleri Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc ve
Pediococcus dur (Wood ve Holzapfel, 1995).

Morfolojik olarak farkli ozellikler gosterseler de tim LAB Uyeleri; gram
pozitif olup katalaz negatiftirler. Hareketsiz ve Sporolactobacillus inulinus disinda
spor olusturmazlar. Genellikle fakultatif anaerobiktirler. Bu ozellikler ile LAB
Uyeleri dogal cevrede genis bir alana ayilmis durumdadir. Karbonhidratlar: fermente
ederek laktik asit agirlhikli  son drdnler olusturmaktadir. Mikroaerofilik
metabolizmasiyla; sadece laktik asit Uretenler homofermentatif 6zelliktedir. Laktik
asit ile birlikte etil alkol, karbondioksit, asetik asit, format, siiksinat olusturanlar ise



1. GIRIS Nurten TOY

heterofermentatif LAB olarak adlandiriimaktadir (Stiles Holzapfel, 1997; Carr ve
ark., 2002; Wright ve Bruce, 2003). Homofermentatif olanlar %85 oramnda laktik
asit olustururken, heterofermentatif olanlar %50 oraminda laktik asit Uretimleri
yaninda yukarida bahsedilen diger bir kisim metabolitleri de meydana
getirmektedirler. Fermantasyonla laktik asit eldesinde homofermentatif ©zellikteki
LAB uyeleri kullanilmakta ve diinyada yilda 130.000-150.000 ton laktik asit Gretimi
gerceklesmektedir (John ve ark., 2007).

1.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Ozelligi

Probiyotikler, patojen bakterilerin metabolizma veya toksin dretimini
degistirmek ya da canli hiicrelerin sayisim azaltmak gibi etkilere sahiptir. Farkli
cinslere ait bircok mikroorganizma probiyotik olarak kullamlmaktadir. Probiyotik
olarak kullanilan bakterilerin basinda probiyotiklerin blyik cogunlugunu olusturan
LAB uyeleri 6zellikle laktobasiller gelmektedir (Daeschael, 1993; Collins ve ark.,
1998; Fuller, 1989).TUketicilerin kimyasal koruyucular: en az iceren guvenli gidalara
ilgi gostermesinin bir sonucu olarak gidalarin LAB Uyelerini iceren kulturlerle
korunmasina yonelik konular biiytk 6nem kazanmaktadir.

Probiyotikler konakginin bagirsaginda mikrobiyal dengeyi ayarlayan yararl
etkilere sahip canli mikrobiyal gida katkilari olarak tammmlanmaktadir (Fuller, 1989).
Probiyotik bakterilerin blydk bir grubunu LAB Uyeleri olusturmaktadir (Collins ve
ark, 1998). Probiyotikler, endlstiyel prosesler icin patojenik olmamasi, teknolojik
olarak uygun asitlestirici, tuza toleransli olmasi ve organik asit, hidrojen peroksit ve
bakteriyosin (biyolojik olarak aktif proteinler) gibi animikrobiyal Grunler
olusturmasindan dolay: 6nemli olmaktadir (Dunne ve ark., 1999).

Probiyotik bakteriler, istenmeyen mikroorganizmalarin gogalmasint inhibe
ederek zararli enzimlerin olusmasini engelleme 6zelligine sahiptirler (Jay, 1986; Ray,
1990). Probiyotiklerin canlilarin bagirsaklarinda bulunmalari halinde, bagisiklik
sistemini uyardiklar1 ve kuvvetlendirdikleri bilinmektedir (Mitsuoka, 1990; Ray,
1995). Probiotik grubunda sayilan LAB Uyeleri arasinda hayvan ve insandan izole
edilen turlerin antibiyotige kars1 direncli oldugu rapor edilmistir (Salminen ve ark.,
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1998). Probiyotikler bundan dolay: genelde antibiyotiklerin asir1 kullanimi gibi
bircok durumda ve bakteriyel enfeksiyonlardan korunma ve tedavisinde

antimikrobiyal 6zelliginden dolay: kullamlmaktadir.

1.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Fermantasyondaki Onemi

Fermantasyon, gidalarin uzun siire muhafaza edilmesinde kullanilan en eski
yontemlerden birisi olup, gidalarin fermantasyonla koruma gelenegi binlerce yil
Oncesine dayanmaktadir (Hansen, 2002). Fermantasyon, gidalarda patojenik flora ve
bozulmanin gelisiminin dnlenmesinde koruyucu etkiye sahiptir. Ayrica fermantasyon
boyunca olusan diasetil, asetaldehit gibi istenen aromatik bilesenlerin miktar1 kaliteyi
etkilemekte, vitaminler, antioksidanlar, biyoaktif peptitlerin olusumu da sagligi
pozitif yonde etkilemektedir (Ross ve ark., 2002).

Fermente gida dretiminde LAB Uyelerinden en c¢ok; Lactococcus,
Lactobacillus, Enterecoccus,  Streptococcus, Leuconostoc,  Onococcus,
Tetragenococcus, Pediococcus, Vagococcus ve Weisella cingleri kullaniimaktadhr.
Bunlardan Lactococcus; peynir, tereyagi ve eksi  krema Uretiminde kullamimakta ve
baska LAB Uyeleri ile birlikte faaliyet gostermektedir (Lui ve ark., 2005).
Streptococcus ve Lactobacillus tirleri yogurt, peynir ve fermente sebze Urinleri
Uretiminde starter kaltir olarak kullamimaktadir (Giraffa, 2003). Sebze, et
fermantasyonunda ve sos uretiminde Pediococcus dan yararlaniimaktadir (Li ve ark.,
2008). Leuconostoc, tursu yapiminda yaygin olarak kullamlmaktadir (Eom ve ark.,
2007) .

Gunuimtizde fermente gidalar, siit, et, sebze ve meyve gibi tarimsal Urtinlerden
elde edilmektedir. LAB Uyelerinin en dnemli karakteristik 6zelliklerinden birisi de;
st sekerini kullanarak fermantasyon sonunda laktik asit Uretmeleridir (Yaygin ve
Kilig, 1993). Starter kiltir olarak kullanilan LAB uyeleri fermente gida Uretiminde,
fermantasyon isleminin yonlendirilmesi ve belli bir ivme kazanmasinda gorev almak
Uzere, ham gida materyaline en azindan bir mikroorganizmamn ¢ok fazla sayida
hiicrelerinin ilave edildigi mikrobiyal bir preparat olarak tammlananmaktadir. Starter
kiltur olarak LAB Uyeleri ham gida materyalinin hizli asitlesmesine neden olan
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organik asitleri asil olarak laktik asidi meydana getirirler. Bununla birlikte asetik asit,
etanol, aroma bilesikleri, bakteriyosinler, ekzopolisakkaritler ve ©Onemli bazi
enzimleri de Uretirler (Leroy ve de Vuyst, 2004). LAB uyeleri bu 6zelliklerinden
dolay: 6zellikle son 15 yildir gida koruyucusu olarak kullanim agisindan ilgi odagi
olmustur (Holzapfel ve ark., 1995; Magnusson ve Schnirer, 2001). Urettikleri
antimikrobiyal peptitleri ve koruyucu olarak kullanilabilen organik asitleri nedeni ile
LAB ve diger bakteriler arasindaki etkilesimler, ¢esitli gidalarin Uretiminde 6zellikle
de fermente gidalarda ve silgj olusumunda oldukca genis bir bicimde arastirilmistir
(Visser ve ark., 1986).

1.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Ozelligi

LAB uyeleri, Uretmis olduklari antimikrobiyal maddeler ile gida
patojenlerinin gelisimi ve aktivitesi tzerinde onemli etkiye sahiptir. LAB Uyeleri,
patojen bakterilerin metabolizma veya toksin dretimini degistirmek ya da canli
hiicrelerin sayisim azaltmak gibi etkilere sahip oldugu igin patojenik toksin tretimini
azaltmada 6nemli bir rol Gstlenmektedir. Bu nedenle hem gida korumada hem de
patojenik bakterileri engellemede LAB Uyeleri kullammina yonelik calismalar
artmaktadir (Liao ve ark.,1994; Young ve Ray, 1994; Delves ve Broughton, 1996).
Antimikrobiyal koruyucu olarak kullamlan maddelerden birisi de LAB Uyeleri
tarafindan Uretilen bakteriyosinlerdir (Tagg ve ark., 1976).

Bakteriyosinler, mikroorganizmalar tarafindan, ribozomal olarak sentezlenen,
kismen dar spektrumda bakterisidal aktivite sergileyen, birincil ya da modifiye
ekstraseltler aktif proteinlerdir (Lewus ve ark., 1991; Bromberg ve ark., 2004.)

Laktik asit bakterilerinin pek ¢ok Uyesinin bakteriyosin drettigi bilinmektedir.
Antibakteriyal etki Lactobacillus acidophilus tarafindan Uretilen acidophilin ve
lactocidin, Lactobacillus plantarum tarafindan Uretilen lactolin ya da Lactococcus
lactis tarafindan Gretilen nisin gibi antibiyotik ve antibiyotik benzeri maddeler
uzerinden tammlanmustir. Uretilen bakteriyosinler araciligiyla bakteriyosinin tiiriine
bagli olarak 0zellikle Staphylococcus aureus, Listeria spp., Bacillus cereus,
Clostridium  perfringens gibi gida kokenli patojen  bakterileri  inhibe
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edebilmektedirler. Bununla birlikte bakteriyosinlerin bazi gram negatif bakteriler
Uzerinde de etkili oldugu bildirilmistir (Lewus ve ark., 1991; Mess ve ark., 2001).
Laktobasiller tarafindan Uretilen, lactocin 27, lactacin B, helveticin J, plantaricin B
ve plantaricin A gibi bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerle ilgili pek cok
arastirma bulunmaktadir (Schillinger ve Licke, 1989).

LAB tarafindan Uretilen bakteriyosinler arasinda Lactococcus lactis subsp.
lactis tarafindan GUretilen nisin en iyi karakterize edilmis olandir. Nisin genis
spektrumda antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi, gida koruyucusu olarak uzun
yillar guvenle kullamlmis olmast gibi olumlu o6zellikleri nedeni ile ticari ve
ekonomik anlamda ayrica 6nem arz etmektedir. Nisaplin (Nisin A) 1962-1965 yillart
arasinda gelistirilen, nisinin ilk ticari ekstraktidir. Nisinin insanlar tarafindan
tiketiminin givenli oldugu 1962 yilinda yapilan toksitite testleri ile gosterilmistir
(Thomas ve Delves, 2005). Gunumizde nisinin yant sira Lactobacillus acidophilus
tarafindan Uretilen acidophilin ve lactocidin, Lactobacillus plantarum tarafindan
Uretilen lactocin gibi bakteriyosinler de iyi karakterize edilmis ve antimikrobiyal
ozellikleri kesinlik kazanmustir. Ayrica son donemlerde Laktobasiller tarafindan
uretilen, lactocin 27, lactacin B, helveticin J, plantacin B ve plantaricin A gibi bak-
teriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerle ilgili pek ¢ok arastirma bulunmaktadir
(Schillinger ve Licke, 1989).

Gunumuizde gida muhafazasinda kullamlan kimyasal maddelerle muamele
yontemleri tiketicilerde alerjik ve toksik reaksiyonlara yol agabilmektedir (Soomro
ve ark., 2002). Buna karsin cogu LAB Uyeleri, fermantasyonda starter kiltir olarak
kullamlmas: veya ham materyalde dogal olarak bulunmas: ile koruyucu bir etki
gostermektedir (Ammor ve ark., 2008). LAB Uyelerinin patojenik mikroorganizmalar
tarafindan biyojenik amin Uretimine inhibitor etkisi hakkinda calismalar mevcuttur.
LAB  Uyelerinin serbest  hicre  ekstrektinin  kullanillarak  patojenik
mikroorganizmalarin  biyojenik amin Uretimine etkisi konusunda calismaya
rastlanamamistir. Bu nedenle bu calismada LAB Uyelerinden elde edilen serbest
hiicre ektraktlarinin patojenik bakteri gelisimine ve biyojenik amin Uretimine etkisi

incelenecektir. Gida kaynakli patojen bakterilerin amin Uretim kapasitesi LAB
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serbest hiicre ekstraktiyla engellenmesi sayesinde gida endistrisine katki saglanarak
ve literatirdeki bu eksiklik kismen giderilmis olacaktir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

2.1.Biyojenik Aminlerin Kaynag

BA’lar buylk Olglde proteince zengin gidalar ve fermente gidalarda
bulunmaktadir. BA’ larin olusmasi serbest amino asitlerin varligi, dekarboksilaz
yiuksek enzim aktivitesi gosteren mikroorganizmalarin ortamda bulunmasi ve
bunlarin sayisi ile mikroorganizmalarin gelisimi ve dekarboksilazlarin olusumu igin
pH ve sicaklik gibi uygun gevre kosullarimin var olmasina baglhdir (Maijala, 1993,
Gokoglu ve Varlik, 1995).

BA, balik ve balik Grinleri ile pek cok gida maddesinde dogal olarak
bulunmakla birlikte baz1 patojen bakterilerin serbest aminoasitleri dekarboksilasyonu
sonucu olusur. BA’lar balik bozulmalarinda kimyasal indikator vazifesi gormeleri ve
gida zehirlenmesi riskinden dolay: énemlidir (Alberto ve ark., 2002). Diger taraftan
barsak florast bakterileri de amino asitleri dekarboksile edip BA’lari
olusturabilmektedir (Gokoglu ve Varlik, 1995).

Aminoasit dekarboksilaz enzimi bitin bakterilerde genis ©lclde
bulunmamasina ragmen, Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia,
Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella ve Photobacterium gibi tirlerin yam
sira Lactobacillus, Lactococcus Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus gibi
LAB uyeleri bir veya daha fazla aminoasidi dekarboksile etme yetenegine sahiptir.
Ancak LAB Uyeleri aminoasit dekarboksilasyon aktivitesi agisindan daha disik
aktiviteye sahiptir (Brink ve ark., 1990; Stratton ve 1991). Scombroid zehirlenmesine
dahil edilen baliklarda histamin sekillendiren bakteriler; Morganella morganii
Klebsiella pneumoniae ve Hafnia alvel olup, fermente balikta Staphylococcus,
Vibrio ve Pseudomonas histamin dekarboksilaz enzimine sahiptir (Havelka, 1967;
Taylor ve ark., 1979; Brink ve ark., 1990; Arnold ve Brown, 1978; Yatsunumi ve
Echigo, 1993).
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2.1.1.Biyogjenik Amin Cesitleri ve Olusum M ekanizmas

Gida kalitesi agisindan 6nemli BA’lar, diaminlerden putresin (PUT)ve
kadaverin (KAD), poliaminlerden spermin SPM) ve spermidin (SPD), aromatik
aminlerden tiramin (TYR) ve heterosiklik aminlerden triptamin (TRPT), histamin
(HIS) ve 2-feniletilamindir (PHEN) (Bodmer ve ark., 1999; Voigt ve Eitenmiller,
1977). PUT, KAD, SPM ve SPD, HiS toksisitesini giiclendirmektedir (Halasz ve
ark., 1994; Edwards ve Sandine, 1981; Joosten, 1988).

BA’ler, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda metabolik islemler
sonucunda miktarlar1 artan, alifatik, alisiklik ve heterosiklik yapili kiicik molekdil
kitleli organik bazlardir. Bir amino asitten alfa karboksilik grubun ayrilmasi ile BA
olusumu baslar. Bunlarin ¢ogunun adlandiriimasinda koken aldigi amino asidin
adindan yararlamlmaktadir. Monoamin grubunda olan HiS, TYR, TRPT ve PHEN,
srasiyla histidin, tirozin, triptofan ve fenilalaninden meydana gelirler. Daimin olan
PUT ve KAD; ornitin ve lizin aminoasidinden olusurlar. PUT, poliaminler olan SPN
ve SPD’ nin dncul bilesigidir. Bu aminler, hammaddeye 6zgu dekarboksilaz aktivitesi
sonucunda uretilebildikleri gibi, dekarboksilaz pozitif mikroorganizmalarin uygun
kosullar altinda gerceklestirdikleri enzim aktivitesi ile de Uretilmektedir (Rice ve
ark., 1976; 1zoquierdo ve ark., 1993)

KAD, PUT, TYR ve HiS, gidalarda bozulma indikatorii olarak kullamlan
BA’lerdir (Bover-Cid ve ark., 1999). HIS, gidalardaki hitidin dekarboksilaz
enzimine sahip mikroorganizmalarin serbest histidini HIS e gevirmesi sonucunda
olusmaktadir (Sekil 2.2). HIS, bir yonden gidalardaki yikim olaylarinin indikator
olarak diger yandan da, insanlarda bazi rahatsizliklara neden olan guclu biyolojik
aktiviteye sahip kimyasal bir ajandir. HIS' i Uretmede yetenekli olan bakteri tirleri ile
diger aminleri Uretmede yetenekli olan bakteri tirleri genellikle benzer olmaktadir.
Histidin dekarboksilaz enzimine sahip oldugu bilinen bakteri cinsleri Clostridium,
Lactobacillus, Escherichia, Aerobacter, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus,
Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio ve Photobacteriumdur (Lovenberg, 1973;
Rodriguez-Jerez,1994).
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Sekil 2.1. Biyojenik Amin Cesitleri ve Kimyasal yapilari
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Sekil 2.2. Histamin olusum reaksiyonu (Anonim, 2010)

TYR (4-Hydroxyphenethylamine), tirosin amino asitinden olusan dogal monoamin
bilesiktir. Bitkiler ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan monoamin oksidaz enzimi
tarafindan metabolize edilmektedir. Sekil 2.3’ te tirosin aminoasitten TYR olusum
reaksiyonu verilmistir. TYR, gidalarda fermantasyon veya bozulma siirecinde tirosin
aminoasitinin dekarboksilasyonu ile olusmakadir. Bekletilmis veya bozulmus et
Urdnlerinde titsilenmis, fermente ve marine edilmis Grinler (bazi balik, kiimes ve
sigir etleri), gcogu domuz etlerinde (kurleri), cikolata, alkollii igecekler, peynir
cesitleri, kremalar 6nemli miktardatiramin igerebilmektedir (Anonim, 2010).

H R, Ni’{z
h _!.H oH > m/
HaNT ™y
0 HO

Monoamin oksidaz

Tirosin tiramin

Sekil 2.3. Tiramin olusumu (Anonim, 2010)

2.1.2.Biyojen Aminlerin Gidalarda Varhgi

BA Uretimi, serbest aminoasit miktarina, aminoasitleri dekarboksile eden
mikroorganizmalarin varligina ve miktarina, organizmalarin gelisimi igin gerekli
olan substrata ve organizmalarin enzim igerigine baghdir. Balik ve balik
Urdnlerindeki  biyojenik amin konsantrasyonu, insan saghgi ve uUrtn kalitesini
etkilediginden dolay: bu degerlerin tespiti biyiik bir 6nem arz etmektedir (Ozogul ve
ark., 2004; Colak ve Aksu, 2002).

12
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Et ve et Urlinlerinde bozulmalardan sorumlu maddeler genellikle HiS, TYR,
CAD, PUT gibi BA’lar sorumlu tutulmaktadir (Smith ve ark., 1993).

Maijala ve ark. (1993) fermente sucuklar Uzerinde gerceklestirdikleri bir
arastirmada; izole edilen E. faecalis suslarinin timindn tiramin Gretme yeteneginde
oldugunu, baz koliform bakteriler ile bu gruplailgili diger bazi bakteri izolatlarinin
(Serratia liquefacieus, K.oxytoca, Enterobacter agglomerans ve H.alvei) ise TYR,
PUT ve KAD dUrettigini belirtmiglerdir. S6zii edilen bu arastirmada LAB Uyeleri
izolatlarindan higbirinin HIS ve TYR Uretmedigi bildirilmektedir.

BA varligina sarap ve bira gibi fermente iceceklerde de rastlanmaktadir. HIS,
TYR ve CAD’1n birada nispeten yuksek miktarlarda bulunmasi, bunlarin bira Gretim
stirecinde mikrobiyal kontaminasyonun indikat6rti olarak degerlendirilmesine neden
olmustur. Bu aminlerin varhgi, laktik asit bakterileri gibi kontamine
mikroorganizmalarin varligi ile iligskilendirilmektedir (1zquierdo-Pulido, 1996).

Bir arastirmada Morganella morganii (iki Uyesi), Klebsiella pneumoniae (l¢
Uyesi), Hafnia alvei (iki Uyes)), Enterococcus faecalis, Photobacterium
phosphoreum, Micrococcus sp., Psychrobacter immobilis, Corynebacterium spp.,
Vibrio fischeri, Vibrio harveyi ve Pseudomonas putida bakterilerinin laboratuar
kosullarinda AMN ve BA (retim kapasiteleri incelenmistir (Ozogul ve Ozogul.,
2007). Klebsiella pneumoniae (8152), Klebsiella pneumoniae (673), Klebsella
pneumoniae (2122), Hafnia alvei (6578), Hafnia alvei (11999), Vibrio fischeri (25)
Vibrio harveyi (42) and Pseudomonas putida (10936) lizin amino asit sivi
besiyerinde sirasiyla 531, 422, 532, 485, 472, 343, 547 ve 343 mg/L seviyelerinde
KAD uretmistir. Enterococcus faecalis'in (775) yuksek kontrasyonlarda TYR (526
mg/L) Urettigi tespit edilmistir. Arjinin amino asit sivi besiyerinde Psychrobacter
immobilis'in (100 mg/L) AGM uretmedigi bulunmustur.

2.1.3.Biyojen Aminlerin Gidalardaki Onemi ve Toksisites
BA gidalarla aliminda yiksek oranlarda tiketilmedikge veya bireyin dogal

katabolizma mekanizmas: sinirli veya genetik olarak kusurlu olmadik¢a saglik
tehlikesi olusturmaz. Genellikle biyojenik aminlerin oral idaresi zit reaksiyonlara

13
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neden olmaz c¢unkld amin oksidasyonu insan bagirsaginda bu bilesikler hizlica
detoksifiye olma ozelligine sahiptir. Ancak amin metabolizma kapasitesi asiri
doyuruldugunda veya metabolik aktivite hasar meydana geldiginde gida zehirlenmesi
meydana gelebilir (Taylor ve ark., 1978; Rice ve ark., 1986).

PUT ve KAD, histamin zehirlemesini artirabilir. Ayrica BA’lar (PUT, CAD,
SPD, SPM ve AGM) nitrosaminden nitrit Grettikleri zaman kansorejen potansiyele
sahip olduklar1 bilinmektedir. Aymi zamanda ortamda herhangi bir nedenle
aminoksidaz enzim inhibitdrlerinin bulunmasi durumunda BA detoksifikasyonu
engellenmekte ve saglik problemleri ortaya ¢ikmaktadir (Stratton ve ark., 1991;
Shalaby, 1996; Turantas ve Oksiiz, 1998). Cizelge 2.1’ de BA’larin viicuttaki
farmasotik etkileri agiklanmustur.

Cizelge 2.1 Gidalardaki bazi biyojen aminler ve farmasotik etkileri (Shalaby, 1996).

Biyojenik Amin Farmasotik Etkisi

Histamin Adrenalin ve noradrenalin miktarinm artirir, sensorleri ve motor

néronlar: uyarir, gastrik asit salgilanmasini kontrol eder.

Tiramin Kan sekeri seviyesini, solunumu artirir, migrene neden olur,

noradrenalin seviyesini artirir, kalp atislarim hizlandirir.

Putresin ve Hipotansiyona neden olur, diger aminlerin toksik etkisini artirir -
Kadaverin Feniletilamin, Fenilalanin, Noradrenalin seviyesinin artmasina neden

olur, kan basincin artirir, migrene neden olur.

B-Feniletilamin | Noradrenalin seviyesinin artmasina neden olur, kan basincin artirir,

migrene neden olur.

Triptamin Kan basincin artirir.

En cok rastlanan biyojen amin zehirlenmesi histaminden kaynaklanmaktadir.
Scomberescidae ve Scombridae familyasina dahil olan uskumru, palamut, ton baligi
gibi baliklarin tiketilmesiyle sikga goruldigu igin ‘histamin zehirlenmesi’ veya
‘scombroid zehirlenmesi’ adini alir. Basta balik olmak (zere Ozellikle fermente
gidalarda bulunan serbest histidin dekarboksile olarak histamine donismektedir

14
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(Taylor, 1986). Cok sk rastlanan bir diger BA zehirlenmesi de peynirlerde yaygin
olarak bulunabilen TYR’den kaynaklanmaktadir (Halasz ve ark., 1994). Gidalarda
PUT, KAD, SPN ve SPD’nin, histamin toksisitesini guclendirdigi rapor edilmistir
(Hernandez ve Jover, 1996; Izquierdo ve Pulido, 1996).

Biyojen aminlerin toksisites ile ilgili kesin limitler vermek ¢ok zordur.
Tiketilen gidamin ¢esidi, miktar1 ve amin igerigi gibi faktorler ile inhibitorlerin
varligi biyojenik aminlerin  toksisitesi ile ilgili limitlerin  belirlenmesini
zorlastirmaktadir. Gidalarda 500-1000 mg/kg HIS ve 100-800 mg/kg TYR
seviyeleri, insan sagliginda potansiyel risk olusturmaktadir ( Brink ve ark., 1990)

Bu limitler saraplar igin 2-10mg/L olarak Onerilmektedir. Toksikasyonun
basladig1 esik degerleri tiramin icin 100-800 mg/kg ve feniletilamin icin 30 mg/kg
gida olarak bildirilmektedir. Biralarda tiramin diizeyinin 10 mg/L 'den fazla olmasinin
MAO inhibitorid ilaglar alan hastalar icin guvenli olmadig:r belirtilmektedir
(Izquierdo-Pulido ve ark., 1996).

Avrupa Birligi (EU), 100 g balik etindeki histamin yasal limitini 10 mg
belirtirken, son olarak FDA bu limiti 50 ppm olarak belirlemistir (FDA, 1996).

Bazi kaynaklarda insanlarda 8-40 ppm histaminin hafif, 70-1000 ppm
histaminin orta, 1500-4000 ppm histaminin agir zehirlenmelere neden oldugu
belirtilirken (Wurziger ve Dickhaut, 1978; Sinell, 1978; Schulze ve ark., 1979), bazi
kaynaklarda ise 50-100 ppm histaminin hassas yapili insanlarda hafif, 100-1000 ppm
konsantrasyonun ise siddetli toksik etki gosterdigi belirtiimektedir (Wirziger ve
Dickhaut, 1978).

2.2.Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), karbonhidrat metabolizmalar1 sirasinda sekeri
parcalayarak baslica laktik asit olusturan bakteri grubunu temsil etmektedir
(Tekingen ve Atasaran, 1994). Morfolojik olarak farkli 6zellikler gbsterseler de tim
LAB Uyeleri; gram pozitif olup katalaz negatiftirler. Sporolactobacillus inulinus
disinda spor olusturmazlar. Genellikle fakiltatif anaerobiktirler. LAB Uyeleri
Lactobacillus,  Sreptococcus, Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
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Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus ve Sporolactobacillus 'i icermekte
olup fermentasyonda bu LAB Uyeleri 6nemli rol oynamaktadir (Wood ve Holzapfel,
1995). LAB, glukozu fermente etme Ozelliklerine gore iki ana gruba ayrilmakta ve
laktik asit Uretimi bakimindan homolaktik (yalniz laktik asit Ureten) ve heterolaktik
(karbondioksit, laktat, asetat, bazi zaman da etenol Ureten) olarak tammlanmaktadr.
Homofermentatif laktik asit bakterileri, sekerleri fruktozdifosfat yolu ile fermente
ederek %90'dan fazla laktik asit Uretmektedir. Heterofermentatif laktik asit
bakterileri ise fruktozdifosfat yolunun ©nemli enzimlerinden olan aldolaz ve
triozfosfat izomeraza sahip olmadiklarindan dolay: glukozun yikimi igin pentozfosfat
yolunu kullanmakta olup, laktik asit yaninda farkli Grtnler de olusturabilmektedirler
(Schlegen, 1986).

Gidalarda LAB uyelerinin etkisiyle koruma saglamak icin fermente edilebilir
sekerlerin bulunmasi basarili bir fermentasyon igin 6nemli 6n kosuldur. Sekil 2.1’ de

glukozdan homolaktik ve heterolaktik yonle laktik asit Gretimi tanmmlanmustir.
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Sekil.2.4.Laktik asit bakterilerinin metabolik yolla laktik asit Uretimi
(Han ve Ching, 1992).

Birgcok LAB uyesi karbondioksit, amonyum, ve ugucu yag asitleri Uretimi ile
dekarboksilasyon veya deaminasyon yolla aminoasitleri katabolize etme yetenegine
sahiptirler. Dekarboksilasyon, biyojenik amin olusumuna ve silfir iceren
aminoasitler de hidrojen silfit olusumuna neden olabilmektedir (Han-Ching ve ark.,
1992).
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2.2.1.Laktik Asit Bakterilerinin Amino Asit Dekarboksilasyonu

LAB Uyelerinden baz1 turler dekarboksilaz aktivitesine sahip olup genellikle
TYR olustururlar (Masson ve ark., 1996).

Kontaminant LAB Uyelerinin de fermente sosislerde TYR ve diger aminlerin
olusumu ileiliskili olduklar1 belirtiimektedir (Trevino ve ark., 1997b).

Staphylococcus carnosus ve Saphylococcus xylosusun in vitro TYR
Uretimlerine ragmen guvenilir starter kiltdrler olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(Mason ve ark., 1996). Birgok arastirmaci, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus
sakei’ nin starter koltor olarak fermente et drinlerinde kullamlabilecegini
bildirmislerdir (Suzzi ve ark., 2003; Bauer ve ark., 1994).

Fermente sucuklarin olgunlasma stiresince en dnemli LAB Uyelerinden olan
Lactobacillus sake ve Lactobacillus curvatus, kontrolsiiz fermentasyon uygulanan
sucuklardan yaygin olarak izole edilebilmektedir. Fermente sucuklardan izole edilen
bazi L.curvatus suslarinin HiS ve TY R olusturdugu belirlenmistir (Straub, 1994).

Bazi L. buchneri suslarinin isvicre peynirlerinde cok az miktarda olmasi
durumunda bile olgunlasma doneminde 6nemli miktarlarda histamin olusturdugu
belirtilmektedir (Stratton ve ark., 1991).

L .buchneri disindaki bazi LAB Uyelerinin de HIS Urretme yeteneginde oldugu
belirlenmistir.  Isvicre peynirlerinden izole edilen Enterococcus faecium,
Streptococcus mitis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, L. plantarum, L.
fermentum, L. Helveticus ve iki adet Lactococcus lactis subsp. lactis susunun ve
propiyonik asit bakterilerinin histamin 0rettigi bildirilmektedir (Stratton ve ark.,
1991).

LAB uyelerinden Lactobacillus buchneri swiss peynirlerinde histamin
Ureticis  olarak tarumlanmstr.  LAB  Uyelerinden bazilarimin  ise  Ispanya
peynirlerinde (L. casei casei and Lactococcus lactis) HIS ve TYR dreticisi oldugu
rapor edilmistir (Prieto,1998).

L. brevis, L. plantarum ve L. delbrueckii peynir ve ette TYR Uretmektedir
(Roig-Sagués, 1997; Baumgart, 1979). Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus
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damnosus ve diger LAB Uyelerinin fermente soslarda amin Uretebildigi rapor
edilmistir (Roig-Sagués, 1997; Delfini, 1989).

Pereira ve ark. (2001) fermente sosislerden izole ettikleri Lactobacillus
curvatus ve Lactobacillus homohiochii’nin tirozin ve ornitin dekarboksilaz
aktivitesine sahip olduklarint belirlemiglerdir.

2.2.2.LAB Uyeerinin Antimikrobiyal Ozelligi

LAB uyeleri, gida fermentasyonunda 6nemli mikroorganizmalardir. LAB
dyelerinin ¢cok genis cesidi ticari sit, e, sebze ve unlu mamullerde starter kaltir
olarak kullamimakta ve saglikli ve yararli besinler 6zelligini kazandirmaktadir
(Gilliand, 1990; Sandine, 1990). Guvenli kabul edilen (GRAS) LAB lyelerinin
Urettikleri bakteriyosinler, gida Uriinlerinde patojenleri kontrol etmede biyik dnem
tasimaktadir. Gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler tarafindan Uretilen bakteriyosin
ve antimikrobiyal protein yapili maddeler yakin iliskili duyarl: tdrleri inhibe
edebilmektedir (Tagg ve ark., 1976). LAB Uyeleri gida ortaminda gosterdikleri
yuksek besin rekabeti, redoks potansiyeli, su aktivitesi, pH ve sicaklik gibi faktorlere
kars1 gelistirdikleri adaptasyonla gida muhafazasinda 6nemli bir yer tutmaktadr.

LAB uyelerinin inhibisyon etkisi fermentasyon boyunca (Lindren ve
Dobrogosz, 1990; Oyetayo ve ark., 2003) Urettigi dogal koruyucu 6zellige sahip
organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil (Gilliland ve Speck, 1977), antimikrobiyal
Ozellige sahip bakteriyosinler (Brink ve ark., 1994; Klaenhammer, 1988) ve spesifik
maddelerden kaynaklanmaktadir (Devlieghere ve ark., 2004; Buchanan ve Bagi,
1997; Nilsson ve ark., 1999). Bu Urunler gida givenligini etkileyen patojenler ve raf
Omrund kisaltan bozulma etkeni mikroorganizmalar ile beslenme yarisina girerek
(Holzapfel ve ark., 1995) gida bozucularin ve patojen bakterilerin gelisimini inhibe
edebilmektedirler (Ray ve Daeschel, 1992).

Roig-Sagues ve ark. (1997) amino negatif starter kdltdr ilavesiyle kuru
sosislerde amin olusumu engellenebildigini rapor eimislerdir.

Ratanapibulsawat ve ark. (2005) calismalarinda fermente edilmis domuz ve
silajindan izole edilen 50 LAB Uyes serbest hiicre ekstraktimin gida bozucu ve,
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Staph. aureus ve Bacillus spp. Salmonella spp. ve E. coli gibi patojenik bakterilerin
yaninda spektrofotometrik tayinle inhibitor etkileri arastirmiglardir. Sonug olarak
LAB uyesi SH ekstraktinin bu patojenler tzerinde ihibitor etki gosterdigini rapor
etmislerdir. Ayni ekstraktlarin pH 5- 6 olarak uygulamalarinda daha disik inhibitor
etki olusturdugunu bulmuslardir. SH ekstraktimin igerdigi antimikrobiyal madde ve
organik asitlerin sinerji olusturmasindan kaynaklandigi: sonucuna varmislardir.

Ashraf ve ark. (2009) bolgesel Lactobacillus turlerinin (Lb. acidophilus, Lb.
rhamnosus ve Lb. salivarius, Lb. delbrucekii spp., bL.bulgaricus ve Lb. paracasei
Spp. paracasel), E. coli ve Staph. aureus 'u inhibe ettigini gostermislerdir. Lb.
delbruceki’nin kaydadeger antimikrobial etkiye sahip oldugunu sonug olarak Lb.
acidophilus, Lb. rhamnosus and Lb. salivarius'in invitro kosullarda probiyotik
Ozellikte olduklarim gostermislerdir

Con ve Gokalp (2000), LAB uyeleri suslarindan Lb. plantarum’ un Saph.
aureus ST 44 Uzerine guglt antimikrobiyel etki gosterdigini, E. coli NRRL B-3704
Uzerine etkili olmadigini, L. monocytogenes Li6 Uzerine ise zayif antimikrobiyal etki
gogerdigini bildirmislerdir. Lb. curvatus un ise Staph. aureus Uzerine guclu
antimikrobiyel etki gosterdigini fakat E. coli Uzerine zayif antimikrobiyal etki
gogerdigini bulmuslardir.

LAB ileilgili yapilan diger bir arastirmada, LAB Uyelerinin olusturdugu bazi
metabolik Urinlerin ayr1 veya kombine halde patojen mikroorganizmalar tzerindeki
etkileri arastirilmustir. Bu calisma icin 5 adet Lb. bulgaricus ve 5 adet Srep.
thermophilus susu kullanilmistir. Suslarin olusturdugu metabolik Grinlerin (' laktik
asit, hidrojen peroksit, asetaldehit, diasetil) Staph. aureus ve E. coli (test bakterileri)
Uzerindeki inhibisyon etkileri tespit edilmistir. Calisma sonucunda, metabolik
Urdnlerin test bakterilerine karsi inhibisyon etkilerinin oldugu belirlenmistir.
Hidrojenperoksit, asetaldehit, diasetil gibi metabolitlerin inhibisyon etkisi
belirlenemezken, laktik asidin 5-20 mg/mL konsantrasyonlarda test bakterileri
Uzerinde inhibisyon etkisi oldugu saptanmustir (Aslim ve ark., 2000).

Tome ve ark. (2000) sogukta titstlenmis balik Ortnlerindeki LAB Uyelerinin
raf Omrine etkisini arastirmiglardir. Bazi patojen mikroorganizmalar ve L.

monocytogenes tirt Uzerinde LAB Qyelerinin inhibitor kapasitesi 6lcilmistr.
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Inhibitor etkinin biyitk kismimin fermentasyonda kullamlan dogal  koruyucu
Ozellikteki yarigmaci turlerden kaynaklandig: agiklanmustir.

Nieto-Lozano ve ark. (2002) ticari olarak kullamlan starter kilttr suslarinin
patojen bakterilere kars1 inhibitor etki gosterdigini belirlemislerdir. Ped. acidilactici,
Lb. curvatus, Lb. pentosus ve Lb. plantarum olarak tanimlanan suslarin daha ¢ok
gram pozitif bakterilere kars1 inhibitor etki gosterdigi ve patojenik indikator suslara
kars1 en iyi inhibitor etki gosteren susun Ped. acidilactici oldugunu rapor etmislerdir.

Chuayana ve ark. (2003), sit Grlnlerinden izole ettikleri laktik asit bakteri
kiltdrlerinin Saph. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S typhi, Serratia marcescens
Uzerine antimikrobiyal etkilerini arastirmuglar ve sonug olarak Lb. casei’ nin tim
bakterilere karsi bakteriostatik etki gosterdigini bulmuslardir. Streptococcus spp.,
Lactobacillus spp., Bifidobacterium suslari Staph. aureus ve Pseudomonas
aeruginosa’ ya kars1 bakterisit etki gosterirken; S. typhi ve E. coli 'ye karsi
bakteriostatik etki gostermistir.

2.2.1.1.0rganik Asitler

LAB uyelerinin karakteristik fermentasyon Grinl olan laktik asit ve asetik
asit pH dusUsuni saglayarak bozulma etkeni veya patojen (Salmonella ve Listeria
spp.) bakterilerin gelisimini sinirlamakta veya inaktive etmektedir. Ayrica her iki asit
direkt antimikrobiyal aktivite de gostermektedir. Zayif asitler olan laktik ve asetik
asidin ¢ozunmemis formlar1 hidrofobik 6zellikleri nedeniyle bakteri icerisine nifus
ederek hticre icinde ¢oziinmektedir. Sonucta stoplazmada gerceklesen pH distsU
nedeniyle, hiicre 6lumi meydana gelmektedir (Ray, 2001). Asetik asit ¢oztnurluk
sabitinin daha yiksek olmasi nedeniyle (pKa 4,75) belirli bir pH ve konsantrasyonda
laktik asitten (pKa 3,1) daha guclt antimikrobiyal etki gostermektedir (Holzapfel ve
ark., 1995).

Laktik asitin diger antimikrobiyal faktorlerle, diasetil, hidrojen peroksit,
laktoperoksidaz ve reuterin, sinerjisi arastirilmis ve gram-negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal potansiyelin artmasina yardimci oldugu bulunmustur (Ray, 1992;
Daeschel ve Panner, 1992).
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Laktik asit, dogal yollu fermente Uriinlerde bir biyokoruyucu olarak yaygin
sekilde kullamimaktadir (Ray, 1992). Ayrica et UrUnlerinde dekontaminasyon
uygulamalarinda kullanilmaktadir (Dickson ve Anderson, 1992; Greer ve Dilts,
1995; Van Netten ve ark., 199,).

Doores (1993), laktik asitin bircok gram-negatif gida bozucu bakterilerin
gelismesinde inhibisyon etki gosterdigini rapor etmistir.

Jin ve ark (1996), tavuk bagirsagindan izole ettikleri Lactobacillus spp.
tarafindan Uretilen organik asitlerin patojenik bakterilere karsi inhibitoér etki
gogerdigini rapor eimislerdir.

Yang ve ark. (1997), yaptiklart arastirmada, 13 Lactobacillus ve 5
Pediococcus susunun bir antimikrobiyal olan 2-pyrodilone-5-karboksilik asit (PCA)
urettiklerini, PCA’nin Enterobacter cloacae 1575, Pseudomonas flourescens KSLG
ve Pseudomonas putida 1560-2 bakterileri Gzerine inhibisyon etki gosterdigini rapor
etmislerdir.

L. monocytogenes soguk-titsilenmis salmonlarda  disuk  sayida
bulunabilmektedir (Cortes ve ark, 1997; Jergensen ve Huss, 1998). Bu Urinlerin
muhafazasi boyunca gelisen laktik asit bakteriyal mikroflora bu patojenleri

baskilamada 6nemli rol oynamaktadir.

2.2.1.2.Hidrojen Peroksit

LAB Uyeleri tarafindan oksijen, laktat, purivat, NADH varliginda hidrojen
peroksit sentezlenmektedir. GuUcglu oksitleyici etkiye sahip olmasi nedeniyle
antimikrobiyal aktivite gosteren hidrojen peroksit (Holzapfel ve ark., 1995) yiuksiz
olup kolayca hiicre icerisine niufus etmektedir. Hicre icerisinde gerceklesen
indirgenme reaksiyonlar1 sonucu olusan hidroksi radikaller kalitim materyalini
etkileyerek hiicre 6limine neden olmaktadir (Lindgren ve Dobrogosz, 1990). Genis
bir etki spektrumuna sahip hidrojen peroksit, bakteriler, mayalar, kifler, virisler ve
bakteri sporlarina karsi antagonistik aktivite gostermektedir (Russel ve ark., 1992).
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Okereke ve Montville (1991) laktik asit, hidrojen peroksit, diasetil ve
bakteriyosinin inhibitér etkisi olusturdugunu bildirirlerken, bazi laktik asit
bakterilerinin olusturdugu H>O,' nin inhibitor etkisinin olmadigint gozlemislerdir.

Lactobacillus delbrueckii subsp.lactis ile yapilan bir ¢alismada laktik asit
bakterileri tarafindan tretilen H,O,' in psikrotrofik mikroorganizmalarin ve buzdolab:
sicakliklarinda gelisebilen bakterilerin gelismesini inhibe ettigi bildirilmektedir
(Turantas ve Oksliz, 1998).

2.2.1.3.Diasxtil

LAB uyeleri tarafindan Uretilen bir baska antimikrobiyal madde ise diasetil
(2,3-butanedione)’ dir. Tereyagina 6zgl aromasim kazandiran ve ara metabolit olan
pruvattan sentezlenmektedir. Baglica dort laktik asit bakterisi cinsi Streptokoklar,
Leukonostoklar, Laktobasiller ve Pediokoklar tarafindan sentezlenebilmektedir (Jay,
1982). Diasetil, mayalar, gram negatif bakteriler ve laktik asit bakterileri digindaki
gram pozitif bakteriler Uzerinde antibakteriyal etki gostermektedir. Varasimhan ve
ark. (1988) 0.50 ppm ve 100 ppm arasinda diasetili, 3 gram pozitif, 3 gram negatif
bakteri (pH: 6.5 ve 6.8) ve Saccharomyces cerevisiae tzerine (pH: 5.0, 5.5 ve 6.0)
denemisler, pH 6.0'da 100 ppm diasetilin test edilen biittin bakterilerde, ve pH 5.0’ de
yine 100 ppm diasetilin S cerevisiae' da en yiksek inhibisyon etkisinin oldugunu
gozlemislerdir.

2.2.1.4.Reuterin

LAB dyes olan Lactobacillus reuteri tarafindan Reuterin anaerobik
kosullarda gliserolden Uretilen dusik molekdl agirliginda protein yapida olmayan
yuksek c¢ozinirluge sahip bir bilesiktir (Dobrogosz ve ark., 1989). Reuterin,
Clostridium spp., Staphylococcus spp., Listeria spp. gibi gram pozitif ve Salmonella
spp., Shigella spp. gibi gram negatif bakterilere, Candida turi mayalara ve
Trypanosoma’ a kars1 antimikrobiyal etki gostermektedir (Daeschel, 1989).
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2.2.1.5.Bakteriyosinler

Bakteriyosinler ribozamal sentezli, gram pozitif tlrlere kars1 bakterisidal ya
da bakterisit etki gosterebilen protein yapisinda bilesiklerdir (Klaenhammer, 1993).
1928 yilinda gesitli laktokok tirlerinin diger LAB Uyeleri Uzerinde inhibitor etki
gogerdikleri belirlenmistir. Cogunlukla Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium ve Propionibacterium cinsi starter kiltir bakterileri
diger gram pozitif bakterilere kars1 bakteriyosidal etkili disik molekdl agirlikli
proteinleri Uretirler. Bu proteinler; bakteriyosinler, lantibiyotikler (lantiyonin iceren
bakteriyosinler) ve bakteriyosin benzeri inhibitor maddeler olarak tammlanmustir
(Ray, 1994).

Bakteriyosinler bakteri ribozomlarinda sentezlenen yakin tirler Gizerinde
bakterisidal etki gosteren ve insan sindirim sisteminde enzimlerle parcalanabilen
polipeptid  yapisindaki ~ antimikrobiyal  bilesiklerdir  (Klaenhammer, 1993).
Glnumuzde bakterisidal peptidler veya proteinler, bakteriyosin olarak
adlandiriimaktadir.

Bakteriyosinlerin gidalarda koruyucu olarak ilk kullanimlari resmi olarak
1951 yili olsa da, insanoglu 8000 yildir (peynir ve diger fermente gidalar: Uretmeye
bagladigindan beri) farkinda olmadan bakteriyosinlerden faydalanmaktadir. Evrensel
bakteriyosin veri tabaminda (Hammami, 2005); 39 adet lantiyonin iceren bakteriyosin
(sif 1), 40 adet lantiyonin igermeyen bakteriyosin (sinif I1) ve simiflandirilamayan
turler olmak Uzere 145 bakteriyosin yer almaktadir (Linde, 2008). 1933 yilinda Y eni
Zelanda' da protein yapisinda bir madde tanimlanmis ve 1947 yilinda nisin olarak
isimlendirilmistir. Nisin ilk olarak 1953 yilinda ticari olarak ingiltere'de satisa
sunulmustur ve ginimiizde yaklasik 50 Ulkede kullaniimaktadir. 1969 yilinda Gida
ve Tarim Organizasyonu/Dinya Saglik Organizasyonu gida katkilart uzman kurulu
tarafindan gidalarda kullanimimin giivenli oldugu onaylanmustir. Nisin, 1983 yilinda
Avrupa gida katkt maddeleri listesinde E234 olarak numaralandiriimis (EEC 1983)
ve 1988 de FDA tarafindan peynir Uretiminde kullammina izin verilmistir (Cotter
ve ark., 2005).
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Sit ve sebzelerde dogal olarak bulunan ve bunlardan izole edilen Lactococcus
lactis subsp. lactis tarafindan nisin Uretilmektedir. Gida patojenleri Uizerinde genis bir
spektrumlu antogonistik etkiye sahiptir. Nisin genis yelpazede taze ve islenmis
gidalarda biyokoruyucu olarak kullamlmaktadir (Jung ve ark., 1992).

Vignolo ve ark. (2000), laktik asit bakterilerinin Urettigi 3 bakteriyosin; Lb.
casei CRL705’in drettigi Lacticin 705, Enterococcus faecium CRL35'in Urettigi
Enterocin CRL35 ve nisinin L. monocytogenes ve L.innocua tzerine antimikrobiyel
etkilerini arastirmuglardir. Bakteriyosinlerin  kombine kullamlimasinda 6zellikle
ortamda nisin bulundugunda antimikrobiyel etkinin arttigi belirlenmistir.

2.2.2.Laktik Asit Bakterileri Tarafindan BA’ nin inhibisyonu

Baz1 arastirmacilar, starter olarak kullanilan Lb. sakei’ nin biyojen amin
olusumunu engellemede yeterli olmadigini, fakat ham materyalde bulunan ve biyojen
amin olusturan kontaminant floranin gelismesini inhibe ederek bazi biyojen
aminlerin olusturulmasim engelledigi belirlemislerdir. Ozellikle Lactobacillus sakei’
nin CAD ve PUT olusumunu engelledigi, fakat histamin ve tiramin olusumunu
engellemedigi rapor etmislerdir. (Suzzi ve Gardini, 2003, Roig-Sagues ve Eerola,
1997). Arastirma sonuclarina gore, Lactobacillus sake’ nin birka¢ susu hari¢ genel
olarak dekarboksilaz aktivitesine sahip olmadig: ve fermente et Urinlerinde BA'larin
olusumunu engellemek icgin starter kulttr olarak kullanilmasinin uygun olabilecegini
gostermektedir (Roig-Sagues ve Eerola, 1997; Bover-Cid ve Holzapfel, 1999).

Maijala ve ark. (1995a) yaptiklar1 calismada Pediococcus pantosaceus ve
Saphylococcus carnosus starter kuiltirlerinin HIS, KAD ve TYR olusumunu 6nemli
derecede azalttigin belirlemiglerdir.

Baska bir calismada ise fermente sosis Uretiminde tirozin, histidin, lizin,
ornitin ve triptofan’ a kars1 dekarboksilaz aktivite gostermeyen starter kaltirler Lb.
plantarum ve Micrococcus carnosus ile Pediococcus pentasaceus ve Micrococcus
carnosus kullamlmis ve TYR, HIS, PUT ve KAD biyojen aminlerinin olusumunu
azalttiklari, fakat engelleyemedikleri belirlenmistir (Hernandez-Jover ve ark.,
1997b).
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Yongjin ve ark. (2007), Uc¢ starter kiltira karisik halde, ticari sosislerde BA
olusumuna etkisini incelemislerdir. Cig materyallerde karisik starter kiltirler pH’y1
hizlica dustirerek kontaminant mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmis ve HiS,
CAD, PUT, TRPT, TYR artisim baskilarmstir.

Iki farkl: starter kiiltiriin (Lactobacillus plantarum+Microcoocus carnosus,
Pediococcus pentasaceust+ Microcoocus carnosus) fermente sosislerde biyojen amin
olusumuna etkisinin arastirilmasinda, fermentasyon sirasinda TYR, PUT ve KAD
miktarlarinin - arttigim ve TYR’in yaygin bulundugunu belirlenmistir. Starter
ilavesiyle yapilan sosislerde dogal fermentasyonla yapilan sosislerden TYR, PUT ve
KAD miktarlarinin daha az olustugu bulunmustur (Hernandez-Jover, 1996).

Hernandez-Jover (1997b) diger calismalarinda, tirozin, histidin, lizin, ornitin
ve triptofan’a karsi dekarboksilaz aktivite gostermeyen starter kdltlrler Lb.
plantarum ve Micrococcus carnosus ile Pediococcus pentasaceus ve Micrococcus
carnosus un TYR, PUT ve KAD olusumunu azalttiklari, fakat engelleyemedikleri
belirlenmistir

Leuschner ve Hammes (1998), fermente sosislerde starter kiltir olarak
kullamlan Micrococcus varians ile Lactobacillus sakei beraber kullanildiginda
tiramin miktarinda azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir

Ayhan ve ark. (1999), darter klltor (Lactobacillus sakei+ Pediococcus
pentasaceust Staphylococcus carnosust Staphylococcus xylosus) ilave ederek
yaptiklart sucuklardaki biyojen amin olusumunu incelemisler ve starter ilavesinin
PUT olusumunu inhibe ettigini fakat TYR olusumunu inhibe etmedigini rapor
etmislerdir.

Suzzi ve Gadrini (2003), Lactobacillus sakel + Stapylococcus carnosus ve
Stapylococcus xylosus' un kombine olarak kullanildig: sosis tretiminde starter ilave
edilmeden (kontrol) yapilan sosislere gore BA miktarinin % 80-90 oranminda
azaldhgim belirlemiglerdir.

Mufandaedza ve ark. (2006), klinik 6rneklerden (E. coli ve S enteridis) ve
fermente edilmis sitten (LAB Uyeleri ve maya tirleri) izole ettikleri
mikroorganizmalarla ilgili yapmis olduklari galismada, Lactococcus lactis subsp.
lactis turtinin tek basina ve maya tirti Candida kyfir ile kombine olarak patojenler
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Uzerinde inhibitor kapasitelerini arastirmiglardir. En iyi inhibitdr etki Lactococcus
lactis subsp. lactis "in yalmz uygulamas: ile gortlmustir. Bu durum LAB (yesinin
hizl1 asit Gretimiyle ortamin asidik 0zellik kazanmastyla iligkilendirilmistir.

27



2.ONCEKI CALISMALAR Nurten TOY

28



3.MATERYAL VE METOD Nurten TOY

3.MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1 Kullamlan Bes Yerleri ve Kimyasallar

Arastirmada, Man Ragosa ve Sharp Broth (Merck), Nutrient Broth (Agar)
(Merck) ve Mueller Hinton Agar kullanilmistir. Bakteriyolojik peptone, Lab-
Lemco powder, NaCl, L-histidine HCI, L-tyrosine ve pyridoxal HCl Sigma,
Aldrich’den elde edilmistir.
3.1.2. Mikroorganizmalar
3.1.2.1. Gida Kaynaklh Patojen Bakteriler

Calismada gida kaynakli patojen bakteri olarak Listeria monocytogenes
(ATCC7677), Saphylococcus aureus (ATCC29213), Escherichia coli
(ATCC25922) ve Salmonella parathypi A (NCTC13) suglari kullamlmustir.
3.1.2.2. Laktik Asit Bakterileri

Gidalarda fermentasyon icin siklikla kullamlan Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris (DSMZ 20346), Pediococcus acidophilus (ATCC 25741),
Lactococcus Lactis subsp. lactis (IL 1403), Streptococcus thermophilus (NCFB

2392) kilturleri Kahraman Maras Sltcl imam Universitesi’nden BGVM stok
kultur olarak saglanmustir.
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3.2.Metod

3.2.1.Bakteri Kilturlerinin Uretilmes

Stok kiltirden 6ze yardimiyla alinan patojen bakteri 6rnekleri Nutrient
Agar besi yerine ekilerek 30 °C’' de 24 saat stireyle inklibasyona birakilmistir ve bu
sire sonunda tekrar 6ze ile tek koloni alinarak 5mL’lik Nutrient Broth'a inokile
edilmistir. Laktik asit bakterilerine ait suslar inokilum dizeyi % 1 v/v olacak
sekilde 10 mL’ lik tiplerde 5 mL MRS besiyerine ekimler yapilarak 37°C’de 18
saat 2 kez alt kiltdr edilmistir.

3.2.2.LAB Serbest Hiicre Ekstraktinin Hazir lanmas

Sekil 3.1.LAB uyelerinin MRS broth igerisinde 16 saat inklibasyon sonunda
gelisimi

Dort adet 1000 ml lik erlenmayerde 500 mL MRS broth hazirlanarak 121
°C' de 15 dakika sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Sicakligi yaklasik olarak
40°C'ye diisen bu sivi besiyerlerine iki kez alt kiltir edilen LAB %1 oraninda her
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bir erlenmayere inokile edilerek yaklasitk 37 ‘C de 16 saat inkiibasyona
brrakil mustar.

Inkiibasyon sonunda falkon tiiplere alinan bakteri icerikli MRS sivisi
10000 RPM 4°C de 20 dakika santriifij edilmis ve hiicreler ¢oktirilmiistr.

Sekil 3.2.MRS broth ta gelisen LAB Uyelerinin serbest hiicre ekstraklarinin
Hazirlanmasi

Elde edilen Gst faz 0.22 pum lik membran filtreden gegirilerek sterilize

edilmis ve elde edilen siv1 laktik asit bakteri serbest hiicre (LAB SH ) ekstrakti
olarak adlandirilmistir (Savadogo, 2004).
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Sekil 3.3.LAB uyelerinin sterilize edilmis serbest hiicre ekstraktlar:

3.2.3. LAB SH Ekstraktimin Patojenler Uzerindeki Antimikrobiyal Etkinin
Belirlenmes

3.2.3.1. Agar Diflizyon Y ontemi

Laktik asit bakterilerinin indikator patojenler Uzerindeki antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi icin agar diflizyon yontemi uygulanmistir (Bonade ve
ark., 2001). LAB uyeleri serbest hiicre ekstraktlarinin patojenlerin gelisimine
etkisi agar diflizyon metoduna gore arastirilmis ve sonucglar yorumlanmustir.

Agar kuyu difizyon yontemi ile LAB SH ekstraktinin inhibisyon
etkilerinin belirlenmesinde; patojen bakteri slspansiyonlarinin Muller Hinton
Agarla dokme ekim yontemiyle her birinden bir petriye 1 mL ekim yapilmustur.
Daha sonra katilasan besiyerinin belirli yerlerinde 5mm capinda kuyucuklar
acilarak, bu kuyucuklara 100 pl LAB sipernatantlarindan ilave edilerek
antimikrobiyal 6zelligi, zon olusumu mm cinsinden degerlendirilmistir (Simonetta
ve ark., 2002).
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3.2.4. Biyojen Amin Analizi

3.2.4.1. Aminoasit Dekarboksil Sivis (HDSve TDS)

Patojen bakterilerin histamin ve tiramin dretimi igin sirasiyla histidin/ve
tiramin dekarboksil sivisi (HDS ve TDS) Klausen and Huss (1987) tarafindan
kullanilan yonteme gore hazirlanmistir. HDS igin 500 ml saf su igerisine 1 g
pepton, 0.5 g Lab-Lemco powder, 2.5 NaCl, 4.01 g L-histidine HCI| and 2.5 mg
pyridoxal HCI. Tirozin dekarboksil sivisi igin benzer soltisyon kullamilmis ancak,
solusyon icerisine L-histidine HCI yerine L-Tyrosine eklenmistir. 1M NaOH ve
0.1 N HCI cozeltileri ile pH bakteriler icin optimum gelisme ortamina uygun
ayarlanmistir. Hazirlanan HDS ve TDS, %25 ve %50 (v/v) karisik oranlart igin 5
mL ve 7.5 ml olarak 10 mL’lik tUplerde kullanmadan 6nce 121°C de 15 dakika

otoklavlanmustir.

3.2.4.2. Kontrol Grubu

Patojen bakteri Uyeleri Nurient Broth’da zenginlestirildikten sonra salin
sivisinda 0.5 macfarland da %°5'lik (v/v) oranda 10 mL’ lik HDS ve TDS
besiyerine transfer edilmistir. Amag HDB ve TDB besiyerlerinde 4 patojen
bakterinin hangi biyojenik aminleri ne kadar Urettigini tespit etmektir.

3.2.4.3. Muamee Grubu

Histidin ve tyrosin aminoasitleriyle hazirlanan dekarboksil sivi besiyerine
%25 SHE ve %50 SHE olmak Uzere 2 farkli konsantrasyonda %5 oranda patojen
bakteri kulttrinin her birinden transfer edilmis ve biyojenik amin Uretimleri igin
37°C de 72 saat inklbasyona birakilmiglardir. Hizli bir HPLC metodu kullamlarak
(Ozogul ve ark., 2002) bakterilerin biyojenik amin Gretim kapasiteleri

belirlenmistir.
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3.2.4.4. Bakteriyel Dekarboksil Sivismin Ekstraksiyonu

Her bir inokille kdlttrden 5 ml alinarak tzerine 2 ml % 6 TCA eklenmistir.
Bu ornekler 9000 rpm’'de 4 °C’'de 10 dk santrifilj edilerek ekstrakte edilmistir.
Ekstrakte edilen drnekler sonrasinda filtrelenmistir.

3.2.4.5. Biyojenik Amin Analizi icin Tiireviendirme islemi

Bakterilerin tireviendirilme prosedirii Ozogul ve ark. (2002) yontemine
gore yapilmistir. Ekstrakte edilen bakteri sollisyonundan 4 ml alinarak Uzerine 1
mL 2 M sodyum hidroksit ve 40 pL benzoil chloride eklendikten sonra 30 sn
vortekste karstirilmistir. Reaksiyon karisimi 20 dk oda sicakhiginda (24°C)
birakilmistir. Benzolasyon islemi 2 mL doymus sodyum hidroksit eklenmesi ile
durdurularak, soltisyon iki kez 2mL dietil eter ile ektrakte edilmistir. Karistirma
isleminden sonra Ust organik faz temiz tlp icerisine alinarak azot gaziyla
ucurulmustur. Tdp icerinde bulunan kalintilar 1 ml asetonitrilde ¢ozdurilerek,

HPLC tuplerine aktarilmstur.

3.2.4.6. Standart Amin Sollisyonunun Hazarrlanmas

Calismada kullamlan bitin biyojenik amin standartlar1 Sigma—Aldrich’den
(Munich, Germany) saglanmistir. Triptamin hidroklorid (122.8 mg), putresin
dihidroklorid (182.9 mg), 2-feniletilamin hidroklorid (130.1 mg), kadaverin
dihidroklorid (171.4 mg), spermidin trihidroklorid (175.3 mg), spermin
tetrahidroklorid (172.0 mg), histamin dihidroklorid (165.7 mg), tiramin
hidroklorid (126.7 mg), 5-hidroksitriptamin (serotonin) (1339 mg), 3-
hidroksitiramin hidroklorid (dopamin) (123.8 mg), agmatin silfat (175.4 mg),
ammonia chloride (296.9 mg) ve trimetilamin hidroklorid (161.7 mg) 10 mL ultra
saf suda ¢ozdurulmustir. Her bir amin icin serbest bazin son konsantrasyonu 10

mg/mL olmustur.
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3.2.4.7. Kromatografik kosullar

Amin analizi icin mobil faz, asetonitril ve HPLC ultra saf su olmustur.
Toplam aminlerin ayirim siiresi 20 dk olmustur. Enjeksiyon seviyesi 5 pl olup,

254 nm dalga boyunda tespit gerceklesmistir.

3.2.4.8. Ekipman ve Kolon

Biyojenik amin andlizi icin bir SPD-M20A diode array dedektor, iki kanalli
gradient pompa (Shimadzu LC-10AT), autosampler (SIL 20AC), kolon firim
(CTO-20AC), FCV-11AL dalga birimli communication bus module (CBM-20A)
sahip Shimadzu Prominence HPLC cihazi (Shimadzu. Kyoto. Japan)
kullanilmistir. BA analizi icin ters-fazli ODS Hypersil, 5ul, 250X4.6 mm kolon
(Phenomenex. Macclesfield. Cheshire. UK) kullanmilmustir.

Sekil 3.4.HPLC cihazi

3.2.5. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin karsilastirilmasinda SPSS 15.0 paket program kullanilarak
istatistiksel farkliliklar (P<0.05) coklu karsilastirmatesti ile belirlenmistir.
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4BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Laktik Asit Bakterilerinin Patojenler Uzerindeki Antimikrobiyal Etkisi

Laktik asit bakterileri (LAB) Uyelerinden elde edilen SH ekstraktlarinin 4 farkli
patojen Uzerindeki antimikrobiyal etkisi Agar Diflizyon metoduna gore yapilmistir.
LAB uyelerinden elde edilen SH ekstraktlarinin 4 farkl: patojen tzerinde antimikrobiyal
etkisi Cizelge 4.1'da verilmistir. Doores (1993), LAB uyelerinden elde edilen SH
ekstraktinda bulunan laktik asitin birgok gram-negatif gida bozucu bakterilerin
gelismesinde inhibisyon etki gosterdigini rapor etmistir. Bu ¢alisma sonucunda da, SH
ekstraktlar: bakteri gelisimini 6nemli dizeyde inhibe etmistir (P<0.05). SH ekstraklari
S paratyphi A Uzerinde 9.33-12.33 mm’lik zon olusturur iken (Sekil 4.1), bu
ekstraktlarin Staph. aureus tizerinde 8.67-12.63 mn' lik zon olusturdugu gozlenmistir.

Cizelge 4.1. LAB lyeleri Serbest Hiicre Ekstraktlarimn Patojenlerin Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkisi

Ortalama Zon Caplar1 *
Serbest hilicre ekstrakti ) ]
S paratyphi A L. monocytogenes E.coli Staph. aureus
Strep. thermophilus 0.33%+0.58 11.67%*0.58 11.67%+0.58 12.33°+0.58
Leu.lactis subsp. 12.33%+058  9.33°+058 11.33%058 8.67°+0.58
cremoris

Lc. lactis subsp. lactis 12.33°+0.58  10.67*0.58 11.67* 0.58 10.00*1.00
P.acidophilus 11.33%+0.58  11.33*+0.58 10.67*+0.58 11.33*+0.58

(*) Ortalama zon ¢aplart mm cinsinden belirtilmistir.
Cizelgede situnlar arasindaki farkli harfler (*%) degerler arasindaki farkin igtatistik olarak Gnemli
oldugunu (P<0.05) gdstermektedir.
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Sekil 4.1. Muller-Hilton Agar’ da Salmonella paratyphi A’ nin laktik asit bakterilerinden
elde edilen SH ekstrakti inhibisyon zon gorunimii

Benzer olarak, disk difiizyon metoduna gore bazi LAB Uyeleri serbest hiicre
ekstraktlarinin E. coli 105182 CIP, E. fecealis 103907 CIP, S aureus ATCC 25293,
B.cereus 13569 LMG Uzerinde 8-12 mm arasinda inhibisyon zonu olusturduklar: rapor
edilmistir (Savadogo, 2004). Reinheimer ve ark. (1990), LAB uyelerinin E. coli i¢in
0.7-5.8 mm, Enterobacter aerogenes icin 0.4-7.3 mm, Klebsiella spp. icin 0.5-8.9 mm
inhibisyon zonu olusturdugunu rapor etmislerdir. Mevcut calismada SH ekstraktlar: E.
coli Uzerinde (Sekil 4.2) daha yuksek inhibisyon zon degerine sahip olmustur (>10

mm).
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Sekil 4.2. Muller-Hilton Agar’dak.coli’ n:n laktik asit bakterilerinden elde edilen SH
ekstrakti inhibisyon zon gérinimi

Coolborn (2005), fermente UrUnlerden izole edilen Leuconostoc spp ve
Pediococcus spp. tyelerinin Saph. aureus, Shigella flexneri, Salmonella spp. ve E. coli
0O157:H7 Uzerinde 15 mm’'in Uzerinde inhibisyon zonu rapor etmistir. Bu calismada
Leunostoc spp. ve Pediococcus spp.’in patojenler tzerindeki en yiksek inhibisyon zonu
12.33 mm (S paratyphi A ic¢in) ve 11.33 mm (S paratypi A, L. monocytogenes ve
Staph. aureus i¢in) olmustur. Tome ve ark. (2006) LAB Uyelerinin L. monocytogenes
Uzerindeki inhibitor etkisini arastirmalarinda agar-difiizyon yontemiyle 8 mm'in
Uzerinde zonlarin olustugunu rapor etmislerdir. Bu calismada L. monocytogenes
Uzerinde test edilen LAB Uyeleri arasinda en yiksek inhibisyon etkiye (>11 mm) sahip
grup P. acidophilus ve Strep. thermophilus dan elde edilen SH ekstraktlar1 olmustur
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Muller-Hilton Agar’da L. monocytogenes in A’nin laktik asit bakterilerinden
elde edilen SH ekstrakti inhibisyon zon gorunimi

4.2. Bakteriyel Biyojenik Amin Uretimi

4.2.1. Serbest Hiicre Ekstraktlarimin Bakteriyel BA Uretimine Etkisi

4.2.1.1. Histidin Dekarboksilaz Siviainda S. paratyphi A’ in Amonyak ve BA
Uretimi

LAB uyelerinden elde edilen SH ekstraktimn S. paratyphi A’ min histidin
dekarboksil sivisinda (HDS), amonyak (AMN) ve BA (retimi Cizelge 4.2'de
verilmistir. Patojen ve serbest hiicre ekstraktlarim iceren muamele gruplar: tarafindan
Uretilen AMN ve BA Uretimini gésteren kromotogamlar ekte verilmistir. S. paratyphi A
ve serbest hiicre ekstraktlarim igceren muamele gruplari tarafindan Uretilen AMN
miktarinda onemli farkliliklar gézlenmistir (P<0.05). S. paratyphi A 6nemli dizeyde
AMN Uretme yetenegine sahip olmustur (5449.60 mg/L). SH ekstraktlari, S. paratyphi

A tarafindan dretilen AMN miktarint dnemli diizeyde duisUrmastar.
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AMN Uretimi bakimindan SH ektraktlar1 arasinda da énemli farkliliklar bulunmustur
(P<0.05). AMN Udretiminde butin muamele gruplarinin %25'lik konsantrasyonlari
%50'lik konsantrasyonlara gore daha yiksek inhibitor etki gostermistir. AMN
miktarinda en fazla disis P. acidophilus tyesinden elde edilen SH ekstraktinin % 25’ lik
konsantrasyonu ve Lc. lactis subsp. lactic tyesinden elde edilen SH ekstraktinin %
50'lik konsantrasyonlarinda bulunmustur (sirasiyla 346.46 ve 332.66 mg/L). Strep.
thermophilus Uyesinden elde edilen SH ekstraktimin % 50’'lik konsantrasyonu S
paratyphi A tarafindan dretilen AMN miktarinda en az etkili grup olmustur (1023.72
mg/L). AMN dretiminde Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktimin her iki
konsantrasyonunun benzer inhibitor etki gosterdigi bulunmustur (P>0.05).

S paratyphi A tarafindan dretilen BA bakimindan 6nemli farkliliklar gozlenmistir
(P<0.05). S paratyphi A HDS da spermin (SPN) disinda test edilen bitin aminleri
Uretmis olup, bu bakteri tarafindan en yiiksek diizeyde Uretilen amin PUT ve HIS
olmustur. Ozogul (2011) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglar: benzerlik gostermektedir.
Profilik veya profilik olmayan HiS uUreten bakteri tirleri spesifik besiyerinde HIS
yaninda diger BA’lar1 da (KAD, PUT, SPN) Uretmislerdir. Bu durum HDS' nin, pepton
ve beef ekstrakt ve diger aminoasitleri (lizin,ornitinitirozin v.b.) igermesinden
kaynaklanmaktadir (Ozogul, 2011).

SH ekstrakti konsantrasyonlarinin etkisi bakteri tirlerine ve spesifik BA’e gore
degiskenlik gostermesine karsin, SH ekstraktlar: genellikle S paratyphi A tarafindan
BA Uretimini baskilamistir (P<0.05). HDS'da S. paratyphi A tarafindan PUT Uretimi
1297.16 mg/L olarak bulunmustur. S paratyphi A ve SH ekstrakti iceren muamele
gruplart tarafindan PUT Uretiminde onemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05). Test
edilen bitin SH extraktlar1 S. paratyphi A tarafindan Uretilen PUT Gretimini 6nemli
dizeyde dusUrmesine Kkarsin, Lactococcus spp. Uyelerinden elde edilen %50
konsantrasyonundaki SH ekstraktlar1 S paratyphi A tarafindan Uretilen PUT Gretimini
Onemli derecede artirmistir (1502.26 mg/L). Muamele gruplarindan P. acidophilus SH
ekstraktimin % 50 konsantasyonu S. paratyphi A tarafindan dretilen PUT Gretimini
132.41 (mg/L) en yuksek dizeyde baskilayan grup oldugu bulunmustur. Strep.
thermophilus SH ekstraktinin %50 konsantrasyonu %25 konsantrasyona gére HDS de
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daha yiksek PUT birikimine yol agmistir. S paratyphi A tarafindan PUT Uretimi
bakimindan Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin 6nemli diizeyde inhibitdr etkisi
bulunmus olup, konsantrasyonlar bakimindan PUT 0retiminde fark bulunmamustir.

Cogu bakterinin histamin Uretimine yol agan histidin dekarboksilaz aktivitesine
sahip olduklar1 bilinmektedir (Ababouch ve ark., 1991; Lopez-ve ark., 1996; Tsai ve
ark., 2005). S. paratyphi A HDS da oldukca yiksek konsantrasyonda HIS (10387.53
mg/L) Uretmistir. Mah ve ark. (2009) laktik asit katkisinin gidalarda HIS, KAD, PUT,
TYR ve SPN uretimlerinde yaklasik %15 -35 azalmaya yol agtigimi bulmuslardir. SH
ekstraktlart S paratyphi A tarafindan HIS uretiminde 6nemli inhibitor etkiye neden
olmustur (P<0.05). Muamele gruplar arasinda HIS Uretimindeki en fazla disls, P.
acidophilus SH ekstraktinin ve Leu. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin % 50
konsantrasyonlarinda (sirastyla 5.83 ve 0.20 mg/L) olmustur. HIS Uretimi bakimindan
P. acidophilus SH ekstraktinin %25 konsantrasyonu, Strep. thermophilus SH
ekstraktinin %50 konsantrasyonu ile Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin %50
konsantrasyonlari1 en az etkiye sahip olurken (sirasiyla 16.93, 19.77, 23.48 mg/L),
Srep. thermophilus SH, Lc. lactis subsp. lactic SH ve Leu. lactis subsp. cremoris SH
ekstraktlarinin %25 konsantrasyonlar: sirasiyla 15.60, 15.72 ve 14.33 mg/L deger ile
ayn dizeyde inhibitdr etki gbstermiglerdir.

S paratyphi A tarafindan KAD dretimi 122.27 mg/L olarak bulunmustur. SH
ekstraktlar1 arasinda S paratyphi A tarafindan KAD Uretimi  bakimindan onemli
farkliliklar bulunmustur (P<0.05). LAB Uyeleri arasinda P. acidophilus tyesinin SH
ekstraktinin %50 konsantrasyonu %25 konsantrasyonuna gore KAD Uretiminde daha
fazla inhibitor etki gosterirken, Lc. lactis subsp. lactic ve Leu. lactis subsp. cremoris
dyelerinin SH ekstraktlar: arasinda etki bakimindan fark bulunamamistir. P. acidophilus
SH ekstrakti (%50 konsantrasyon), Strep. thermophilus SH ekstrakti (%25
konsantrasyon), Lc. lactis subsp. lactic SH ekstrakti (%25 ve %50 konsanrasyon) KAD
Uretiminde sirasiyla 12.41 , 15.09, 12.67 ve 16.48 mg/L deger ile KAD uretiminde en
yuksek inhibitor etki gostermistir. KAD Oretiminde en dustk inhibitor etki, P.
acidophilus SH ekstraktinin % 25'lik konsantrasyonu, Strep. thermophilus SH
ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonu ve Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin her

43



4.BULGULAR VE TARTISMA Nurten TOY

iki konsantrasyonu tarafindan gerceklesmistir (sirasiyla 28.56, 26.86, 25.13 ve
28.81mg/L).

HDSda S. paratyphi ayni zamanda iyi dizeyde TYR (334.08 mg/L) Uretme
yetenegine sahip olmustur. TYR Uretiminde de LAB Uyelerinin 6nemli dizeyde
inhibitor etkisi gozlenmistir (P<0.05). P. acidophilus SH ekstraktinin % 50
konsantrasyonu TY R Uretiminde en yuksek inhibitdr etkiye sahip grup olmustur (15.03
mg/L).

S paratyphi A tarafindan SPD, TRPT, PHEN, SER, TMA ve DOP Uretimi
srasiyla 226.73, 136.00, 615.92, 228.84 ve 15.08 ve 109.46 mg/L olmustur. SH
ekstraktlarinin bu aminler Uzerindeki etkisi farkliliklar gostermistir (P<0.05). S
paratyphi A SPN Uretim yetenegine sahip olmaz iken, basta Leu. lactis subsp. cremoris
olmak Uzere LAB SH ekstraktlari S paratyphi A tarafindan yiksek oranda SPN
Uretimine yol agmistir. S paratyphi A tarafindan AGM dretimi 35.07 mg/L olup, SH
ekstraktlart AGM Uretiminde kaydadeger azalma gostermistir. En yuksek etki 7.32
mg/L deger ile P. acidophilus SH ekstrakti varliginda gbzlenmistir. Leu. lactis subsp.
cremorisin %25 ve 50 konsantrasyonu sirasiyla 43.22 ve 36.92 mg/L deger ile AGM

miktarim artirmustir.

4.2.1.2.Tirosin Dekarboksilaz Sivisinda S. paratyphi A’ in Amonyak ve BA Uretimi

S paratyphi A’ mn TDS da AMN ve BA Uretimi Cizelge 4.3."de verilmistir. S
paratyphi A tarafindan TDS' da Uretilen AMN miktar1 bakimindan énemli farkliliklar
gozlenmistir (P<0.05). S paratyphi A oldukca yiuksek miktarda AMN Uretme
yetenegine sahip olmustur (2410.79 mg/L). SH ekstrakti uygulamasi S prtayphi A
tarafindan Oretilen AMN miktarint 6nemli dizeyde disurmistir (P<0.05). AMN
Uretimi bakimindan SH ektraktlar: arasinda da 6nemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05).

AMN dretiminde SH ekstraktlarimin % 25'lik konsantrasyonlart % 50'lik
konsantrasyonlarina gore daha fazla inhibitor etki gostermistir. AMN miktar:
bakimindan en fazla dusis Lc. lactis subsp. lactic ve P. acidophilus SH ekstraktinin
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%25'lik konsantrasyonlarinda gozlenmistir (sirasiyla 749.89 ve 737.55 mg/L). AMN
Uretiminde en az inhibitor etki ise Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin % 50’ lik
konsantrasyonunda gozlenmistir (1721.02 mg/L). P. acidophilus SH ekstraktinin %
25'lik konsantrasyonu AMN duisustinde ikinci en blyuk inhibitor etkiyi gostermistir.

S paratyphi A TDS de test edilen bitin aminleri Gretmistir. TDS de S. paratyphi A
tarafindan en yiuksek miktarda Uretilen aminler sirastyla TYR ve PUT olmustur. SH
ekstrakti uygulamasi DOP, SER ve AGM disinda genellikle S. paratyphi A tarafindan
BA Uretimini baskilamustir.

S paratyphi A tarafindan TDS da Uretilen HiS miktar: 20.06 mg/L olup, LAB
Uyelerinden P. acidophilus ve Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktlarimin % 50
konsantrasyonlar1 % 25 konsantrasyonlarina kiyasla daha yiksek HiS Uretmistir
(srastyla 16.69 ve 21.14 mg/L) (P<0.05). HIS Uretimindeki en fazla artis ise Srep.
thermophilus SH ekstraktimin % 50, Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktimin % 25
konsantrasyonlarinda bulunmustur (sirasiyla 61 ve 31.34 mg/L). Bover-Cid ve ark.
(1999) Lactobacillus curvatus, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus buchinneri gibi
LAB Uyelerinin TYR ve bazi LAB Ulyelerinin ise HIS Uretme yetenegine sahip
olduklarin rapor etmislerdir.

S paratyphi A'min TDSda 5955.86 mg/L TYR dUrettigi bulunmustur. S

paratyphi A tarafindan Uretilen TYR miktar1 bakimindan cok onemli farkliliklar
gozlenmistir (P<0.05). Muamele gruplari arasinda TYR Oretimindeki en yiksek
inhibisyon P. acidophilus SH ekstraktinin %50 konsantrasyonu ve Srep. thermophilus
SH ekstraktinin her iki konsantrasyonunda (sirastyla 199.48 , 204.69 ve 137.81 mg/L)
gozlenmistir. TYR Uretiminde en az diusils Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin
% 25 konsantrasyonunda (798.61 mg/L) ve Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktiminn
%50 konsantrasyonunda (712.09 mg/L) gozlenmistir.
S paratyphi A tarafindan PUT dretimi 1504.52 mg/L olmustur. SH ekstraktlar1 PUT
Uretiminde kayda deger azalma gosterirken SH ekstraktlar1 arasinda S paratyphi A
tarafindan PUT Uretimi Uzerinde en fazla inhibitdr etkiyi P. acidophilus ve Strep.
thermophilus SH ekstraktlarinin %25 lik konsantrasyonlar: gostermistir (sirasiyla 216.6
ve 208.61 mg/L). Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin %25 lik konsantrasyonu PUT
Uretiminde en az etkiye sahip grup olmustur (344.31 mg/L). P. acidophilus SH
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ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonu ile Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin
%25'lik konsantrasyonu PUT Uretiminde benzer derecede inhibitor etkiye sahip
olmustur.

TDSda S paratyphi A tarafindan KAD dretimi 191.71 mg/L olarak
bulunmustur. Bltin muamele gruplarimin KAD Uretiminde 6nemli dislse sebep
olduklar1 bulunmustur (P<0.05). P. acidophilus SH ekstraktimin ve Strep. thermophilus
SH ekstraktinin her iki konsantrasyonlart KAD Uretiminde en yiksek inhibitor etki
gosterirken, Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin % 50’ lik konsantrasyonu KAD
Uretiminde en az etkiye sahip grup olmustur (94.72 mg/L). Muamele gruplarindan Lc.
lactis subsp. lactic ve Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin %50 lik
konsantrasyonlar1 S. paratyphi A tarafindan KAD Uretimine benzer inhibitor etki
gostermistir.

S paratyphi A tarafindan AGM Uretimi 328.89 mg/L olarak bulunmustur.
Muamele gruplar1 arasinda AGM Uretimi bakimindan énemli farkliliklar gozlenmistir
(P<0.05). S. paratyphi A tarafindan AGM uretimi Uzerine en yuksek inhibitor etkiyi P.
acidophilus SH ekstraktimin her iki konsantrasyonu gostermistir (231.36 ve 221.29
mg/L). Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin % 50’ lik konsantrasyonu AGM Uretimini
artirmistir (935.67 mg/L). Benzer sekilde, Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstrakti S
paratyphi A tarafindan AGM Uretimini artirici 6zellige sahip olmustur (592.67 ve
599.81 mg/L).

S paratyphi A tarafindan SPD, TRPT, SPN, TMA ve DOP miktar1 sirasiyla
212.20, 679.28, 343.32, 279.08 ve 107.67 mg/L olurken, PHEN ve SER S paratyphi A
tarafindan en dustk diizeyde Uretilen aminler olmustur (sirasiyla 25.2, 70.71 mg/L). SH
ekstraktlart bu aminlerin Uretiminde Onemli etkilere sahip olmustur (P<0.05). S
paratyphi A tarafindan DOP 0retimi 101.67 mg/L’den Leu. lactis subsp. cremoris SH
ekstrakti varhiginda (%25’ lik konsantrasyonunu) 3638.39 mg/L’ e gikmustir.
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4.2.1.3 Histidin Dekarboksilaz Sivisanda L. monoctogenesin Amonyak ve BA
Uretimi

L. monoctogenesin HDSda BA uretimi Cizelge 4.4.’de verilmistir. L.
monocytogenes ve muamele gruplar: tarafindan HDS *de Uretilen AMN miktar:
bakimindan 6nemli farkliliklar g6zlenmistir (P<0.05). L. monocytogenes HDS da
oldukca yiiksek miktarda AMN Uretme yetenegine sahip olmustur (3407.34mg/L). SH
ekstrakti uygulamasi L. monocytogenes tarafindan dretilen AMN miktarim 6nemli
diizeyde dustrmistir. AMN 0Oretimi bakimindan SH ektraktlar1 arasinda da onemli
farkliliklar bulunmustur (P<0.05). AMN Uretiminde SH ekstraktlarinin % 25'lik
konsantrasyonlar1 % 50 konsantrasyonlara gore daha fazla inhibitér etki gostermistir.
AMN dretimi bakimindan en yiksek inhibitor etkiyi Lc. lactis subsp. lactic ve Strep.
thermophilus SH ekstraktlarinin % 50’ lik konsantrasyonlariu gostermistir (347.22 ve
671.93 mg/L). AMN miktarinda en az etkili grup, Leu. lactis subsp. cremoris den elde
edilen SH ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonu olmustur.

L. monocytogenes HDSda SPN disindaki bitin BA’leri  Gretmistir. L.
monocytogenes tarafindan en yiiksek miktarda tretilen amin HIiS olmustur. SH ekstrakt:
muamele gruplart arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir (P<0.05). SH ekstrakti
uygulamast SPN, SPD ve DOP disinda genellikle amin Uretimini engelleyici 0zellige
sahip olmustur. L. monocytogenes HDS da 7722.01 mg/L HIS Uretme yetenegine sahip
olmustur. L. monocytogenes ve muamele gruplar: tarafindan Uretilen HIS miktar:
bakimindan ¢ok onemli farkliliklar gozlenmistir (P<0.05). SH ekstrakt: uygulamasi HIS
uretimini 6nemli diizeyde baskilamustir. HIS Uretimi bakimindan biitiin SH ekstrakt: ve
konsantrasyonlar1 ayni inhibitor etkiyi gostermistir (P>0.05).

L. monocytogenes tarafindan HDS de PUT Uretimi 471.87 mg/L olarak oldukca
yuksek dizeyde bulunmustur. SH ekstraktlart PUT Uretiminde kaydadeger azalma
gosterirken muamele gruplarindan en fazla disis 113.80 mg/L olarak Lc. lactis subsp.
lactic ve Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktlarimin %50'lik  konsantrasyonlari.
gostermistir (157.98 mg/L).. L. monocytogenes tarafindan PUT Uretiminde en az etkili
grup, P. acidophilus SH ekstraktinin % 25’'lik konsantrasyonu ile P. acidophilus SH
ekstraktinin % 50’ lik konsantrasyonlar: olmustur.
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L. monocytogenes tarafindan HDSda KAD dretimi 52.39 mg/L olarak
bulunmustur. KAD uretiminde P. acidophilus SH ekstraktinin % 50’ lik konsantrasyonu
ile Strep. thermophilus SH ekstraktinin %25’ lik konsantrasyonu ve Lc. lactis subsp.
lactic SH ekstraktinin % 50'lik konsantasyonu en fazla inhibitor etkiyi gostermistir
(sirasiyla21.07, 20.77, 14.57 mg/L).

L. monocytogenes tarafindan HDS da AGM (retimi 38.83 mg/L olmustur. SH
ekstrakti AGM Uretiminde kaydadeger azalma gosterirken, en yiksek inhibitor etki P.
acidophilus ve Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin %50’ lik konsantasyonunda
gbzlenmistir (sirasiyla 25.76 ve 27.42 mg/L).

TMA L. monocytogenes tarafindan HDS de en disik seviyede Uretilen
aminlerden birisi olup, SER ve DOP Uuretimi yaklasik 100 mg/L olmustur. L.
monocytogenes tarafindan TRPT ve PHEN Uretimi sirastyla 53.25 ve 266.90 mg/L
olmustur. SH ekstraktlari genel olarak bu aminlerin Uretiminde inhibitér etki
gogerirken, SPN ve SPD Uretimini artirdiklar: bulunmustur. L. monocytogenes HDS da
SPN Uretme yetenegine sahip olmaz iken, SH ekstraktlari, L. monocytogenes tarafindan
28 mg/L’in Uzerinde SPN Uretimine yol agmistir. Trevino ve ark. (1993) yaptiklar: bir
caismada starter kiltir olarak kullandiklart  Pediococcus —pentosaceus ve
Staphylococcus carnosus’ un yiksek miktarda TYR, SPN, PUT ve SPD urettiklerini,

diger aminleri ise Uretmediklerini belirlemislerdir.

4.2.1.4.Tirosn Dekarboksilaz Siviainda Listeria monocytogenes in Amonyak ve BA
Uretimi

L. monoctogenesin TDS'de BA duretimi Cizelge 4.5.’de verilmistir. L.
monocytogenes tarafindan TDS'de dretilen AMN miktar1  bakimindan 6nemli
farkliliklar gozlenmistir (P<0.05). L. monocytogenes Lc. lactis subsp. lactic SH
ekstraktinin % 50’ lik konsantasyonuna sahip muamele grubu oldukca yiksek miktarda
AMN Uretme yetenegine sahip olmustur (1432.77 mg/L). SH ekstrakti uygulamas: L.
monocytogenes tarafindan dretilen AMN miktarini 6nemli diizeyde distirmistar. AMN
Uretimi bakimindan SH ektraktlar: arasinda da 6nemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05).
AMN Uretiminde Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin %25’ lik konsantrasyonu
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(704.95 mg/L), diger SH ekstraktlarina gore daha fazla inhibitor etki gostermistir. P.
acidophilus SH ekstraktinin % 25'lik konsantrasyonu ile Lc. lactis subsp. lactic SH
ekstraktinin %50 konsantrasyonu (sirasiyla 727.97, 760.40 mg/L) istatistik olarak AMN
Uretiminde benzer inhibitor etki gostermistir. AMN Uretiminde en az etkili grup, Strep.
thermophilus SH ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonu bulunurken, P. acidophilus SH
ekstraktinin % 50'lik konsantrasyonunun AMN Uretim miktarint artirdigi bulunmustur
(1727.27 mg/L).

L. monocytogenes tarafindan PUT Uretimi 827 mg/L olmustur. SH ekstraktlari PUT
Uretiminde kaydadeger azalma gdsterirken muamele gruplarindan en fazla etkiyi Leu.
lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin %50 konsantrasyonu gostermistir (121.84 mg/L).
Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin ve Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktlarinin
%25' lik konsantrasyonlarimin da 6énemli diizeyde etkili oldugu bulunmustur (sirastyla
183.52 ve 198.14 mg/L).

L. monocytogenesin TDS' da 367.54 mg/L TYR Uretme yetenegine sahip
oldugu bulunmustur. L. monocytogenes ve muamele gruplar: tarafindan dretilen TYR
miktar1 bakimindan énemli farkliliklar gézlenmistir (P<0.05). SH ekstrakti uygulamasi
ile TYR dretimindeki en fazla dists Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin % 50
konsantrasyonu (226.95 mg/L) tarafindan gozlenmistir. P. acidophilus SH ekstrakt: ile
Srep. thermophilus SH ekstraktinin % 25'lik TYR Uretimi Uzerinde benzer etkiye sahip
olmustur.

L. monocytogenes tarafindan KAD Uretimi 57.25 mg/L olarak bulunmustur.
KAD miktarinda en yiksek inhibisyon etki Leu. lactis subsp. cremoris den elde edilen
SH ekstraktalarimin - %50 konsantrasyonunda gozlenmistir. P. acidophilus SH
ekstraktinin - %50 konsantrasyonu L. monocytogenes tarafindan KAD Uretimini
artirmustar.

Test edilen bitin patojen bakteriler arasinda en yiksek SPN dretimi L.
monocytogenes tarafindan TDS da gerceklesmistir. Strep. thermophilus SH ekstraktlar:
L. monocytogenes tarafindan SPN dretimini artirmistir. L. monocytogenes tarafindan
SPD, TRPT, PHEN, SER, TMA ve DOP uretimi sirasiyla 49.67, 3.79, 96.53, 24.21 ve
ve 811.82 mg/L bulunmustur. LAB Uyeleri SH ekstraktlar1 genel olrak bu aminlerin
Uretiminde inhibitor etki gosterirken SPD Uretimini artirdiklar: bulunmustur.
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4.2.1.5.Histidin Dekarboksilaz Sivisinda Staphylococcus aureus un Amonyak ve BA
Uretimi

Saph. aureus'un HDS de BA Uretimi Cizelge 4.6.’da verilmistir. Staph. aureus un
HDS da Uretilen AMN miktar1 bakimindan 6énemli farkliliklar gozlenmistir (P<0.05)
Saureus oldukca yiksek miktarda AMN Uretme yetenegine sahip olmustur (3771.32
mg/L). SH ekstrakti uygulamasi Staph. aureus tarafindan Uretilen AMN miktarin
onemli dizeyde dusurmustir. AMN dretimi bakimindan SH ektraktlar1 arasinda da
onemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05). AMN Uretiminde Lc. lactis subsp. lactic SH
ekstraktt disinda, LAB SH ekstraktlarinin  %50'lik  konsantrasyonlart %25’ lik
konsantrasyonlara gére daha az etkili oldugu bulunmustur. En yiksek AMN
Uretimindeki disus, Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktimin %50’ lik konsantrasyonunda
yaklasik 10 kat dusUs oldugu gozlenmistir (403.63 mg/L). P. acidophilus ve Leu. lactis
subsp. cremoris SH ekstraktlarimin %25’ lik konsantrasyonlart AMN Uretiminde
(srasiyla 498.98 ve 563.92 mg/L) benzer etkiye sahip olmustur. AMN Uretimini
engellemede P. acidophilus SH ektraktimn %50’ lik konsantrasyonu en az etkiye
sahipken (1091.30 mg/L), Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktimin %50’ lik
konsantrasyonu benzer etki gosterdigi bulunmustur (1003.35 mg/L).

Saph. aureus HDS'd e test edilen tim aminleri Gretmis olup, HIS ve PUT en
yuksek oranda dretilen aminler olmustur. Saph. aureus HDSda BA dretimi
bakimindan dnemli farkliliklar gozlenmistir (P<0.05).

Staph. aureus HDS'da 7330.66 mg/L HIS Uretmistir. Saph aureus’'in Urettigi
HIiS miktar1 bakimindan muamele gruplar: arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir
(P<0.05). SH ekstraktlar1 arasinda HIS miktarin en fazla baskilayan grup, Leu. lactis
subsp. cremoris SH ekstrakti (her iki konsantrasyon) ve P. acidophilus SH ekstraktinin
%50 'lik konsantrasyonu olmustur. HIS Uretiminde en az etki Strep. thermophilus SH
ekstraktinin %25’ lik konsantrasyonunda (28.40 mg/L) ve bunu takiben P. acidophilus
SH ve Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin %25’ lik konsantrasyonunda gorilmastur
(sirasiyla 15.50 ve 15.52 mgl/L).

Staph. aureus HDS de 6nemli diizeyde PUT Uretme yetenegine sahip olmustur
(1050.59mg/L). SH ekstraktlart PUT Uretiminde kaydadeger azalma gorulmustir
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(P<0.05). P. acidophilus SH ekstrakt: hari¢ bitin LAB SH ekstraktlarinin % 50'lik
konsantrasyonu %25’ lik konsantrasyona gore daha fazla inhibitor etki gostermistir.
PUT dretiminde P. acidophilus SH ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonunun inhibitor
etkisi (396.25mg/L) %25 konsantrasyonuna gore (183.40 mg/L) daha diistk olmustur.

Saph. aureus tarafindan HDS de PUT Uretimi Leu. lactis subsp. cremoris, Lc.
lactic subsp. Lactic ve Srep. thermophilus SH ekstraktlarimin % 50'lik
konsantrasyonlarinda en distk oranda bulunmustur. P. acidophilus SH ekstraktimin
%50 konsantrasyonu ile PUT dretimini en az etkileyen grup olmustur. P. acidophilusile
Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstratlart (sirasiyla 183.40 ve 198.02 mg/L) PUT
Uretimininde ayn: dizeyde baskilama gostermistir. Pereira ve ark. (2001) cesitli
kaynaklardan izole ettikleri iki farkli Lactobacillus tyesi ile yaptiklar: ¢alismada bu
Uyelerin ve az da olsa ornitin aminoasitinden PUT Uretme yetenegine sahip oldugunu
rapor eimislerdir.

Staph. aureus, KAD Uretme yetenegine sahip olmustur (67.34 mg/L). Bitin SH
ekstraktlart KAD miktarint 6nemli diizeyde dustrmstar. P. acidophilus ve Leu. lactis
subsp. cremoris SH ekstraktlarinin aksine Strep. thermophilus ve Lc. lactic subsp. lactic
SH ekstraktlarinin %25’ lik konsantrasyonlari %50’ lik konsantrasyonlardan daha fazla
inhibitor etki gosterdigi bulunmustur. Staph. aureus tarafindan HDS' de KAD Uretimine
Leu. lactis subsp. cremoris ve Strep. thermophilus SH ekstraktlarinin %50’ lik
konsantrasyonlar1 en fazla inhibitor etki gostermistir (sirasiyla 19.67 ve 17.82 mg/L).
Lc. lactis subsp. lactic SH eksraktinin %25’ lik konsantrasyonu ise 45.67. mg/L ileen az
etkili bulunmustur

Saph. aureusun AGM dretimi 40.26 mg/L olarak bulunmustur. SH
eksraktlarin iceren muamele gruplari arasinda AGM  Uretiminde farkliliklar
gozlenmistir (P<0.05). AGM Uretimine en fazla inhibitér etkiyi P. Acidophilus SH
eksraktinin %50'lik konsantrasyonu 16.90 mg/L gostermistir. AGM Uretiminde en az
etkili Strep. thermophilus SH eksraktinin %25'lik  konsantrasyonu 34.20 mg/L
bulunurken, Strep. thermophilus SH eksraktinin %50’ lik konsantrasyonu ile Lc. lactic
subsp. lactic SH eksraktinin %25’ lik konsantrasyonunda AGM miktar1 ayni diizeyde
olup kontrolle farklilik gbstermedigi bulunmustur.
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Saph. aureus tarafindan HDS'da onemli dizeyde TYR Uretmistir. LAB
dyelerinin hepsi yaklasik ayni seviyede ama kayda deger inhibitdr etki gbstermistir.
Saph. aureus tarafindan HDS'de SPD, TRPT, PHEN, SPN, SER, TMA ve DOP
Uretimi sirastyla olmustur(199.01, 133.87, 455.14, 169.31, 44.01, 12.07 ve 115.20
mg/L). LAB Uyeleri SH ekstraktlar: genel olarak bu aminlerin Uretiminde inhibitor etki
gosterirken DOP ve SER Uretimini artirdiklar: bulunmustur.

4.2.1.6.Tirosn Dekarboksilaz Sivisinda Staphylococcus aureus un Amonyak ve BA
Uretimi

LAB SH ekstraktimin Saph. aureus TDS de BA Uretimi Cizelge 4.7.’ de verilmistir. SH
ekstraktlarini iceren muamele gruplar: tarafindan dretilen AMN miktarinda onemli
farkliliklar gozlenmistir (P<0.05). Staph. aureus Onemli dizeyde AMN Uretme
yetenegine sahip olmustur (1314.99 mg/L). AMN Uretimi bakimindan SH eksraktlar
arasinda da onemli farkliliklar bulunmustur  (P<0.05). AMN Uretiminde Strep.
thermophilus SH ve Lc. lactis subsp. lactic SH  eksraktimn %50’ lik
konsantrasyonlarimin AMN Uretimini artirdigi  bulunmustur (sirasiyla  1623.27 ve
1381.16 mg/L). Strep. thermophilus ve Leu. lactis subsp. cremoris SH eksraktinin %25.
konsantrasyonlar1 (674.58 ve 684.12 mg/L) AMN duretiminde en fazla disus
sergilemistir.

Saph. aureus un TDS' da 584.91 mg/L TYR Urettigi bulunmustur. Muamele gruplari
tarafindan Uretilen TYR miktar1 bakimindan ¢ok onemli farkliliklar gozlenmistir
(P<0.05). P. acidophilus SH ekstraktinin her iki konsantrasyonunu iceren muamele
grubu disinda diger LAB Uyeleri serbest hicre ekstraktlarimn % 50'lik
konsantrasyonlar1 TYR Uretiminde artisa sebep oldugu bulunmustur. TYR Uretimindeki
en fazla artis Strep. thermophilus ve Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktimin %50’ lik
konsantrasyonlarinda gbzlenmistir (sirasiyla 900.25 ve 767.79 mg/L). Bover-Cid ve ark
(1999) calismalarinda Lb. curvatus, Lb. brevisand Lb. buchinneri 6zellikle TYR Uretme
ve bazi LAB Uyelerinin ise HIS Uretme yetenegine sahip olduklarin: rapor etmislerdir.
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Saph. aureusun 1034.72 mg/L PUT Urettigi gOzlenmistir. SH ekstraktlar: iceren
muamele gruplarinda PUT Uretiminde kaydadeger azalma gorulmiustar. (P<0.05). Lc.
lactis subsp. lactic ve Srep. thermophilus SH ekstrakti muamele gruplarimin %25’ lik
konsantrasyonlart %50’ lik konsantrasyonlarina gore PUT Uretiminde daha fazla
inhibitor etki gostermistir. Lc. Lactic subsp. lactic ile Srep. thermophilus SH
ekstraktinin %25’ lik konsantrasyonlar:t TYR dretiminde inhibitor etki gosterirken ayn
LAB uyelerinin %50'lik SH ekstrakt konsantrasyonlart PUT miktar1 bakimindan
%25’ lik konsantrasyona gore artis gbsteren gruplar olmuslardir.

P. acidophilus SH ekstraktinin iki konsantrasyonu ve Leu. lactis subsp. Cremoris SH
ekstraktimin %50’ lik konsantrasyonu PUT Uretiminde yuksek inhibitor etki gosteren
muamele gruplar: olmustur (sirastyla 197.27, 184.77 ve 211.23 mg/L).

Staph. aureus tarafindan KAD 0retimi 83.27 mg/L olarak bulunmustur. Bitin LAB
tyeleri SH ekstraktlarinin, Strep. thermophilus SH ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonu
87.60 mg/L disinda KAD dretiminde kaydadeger inhibitor etki gosterdikleri
bulunmustur. (P<0.05). En fazla inhibitor etki P. acidophilus ve Leu. lactis subsp.
cremoris SH ekstraktimin %50’ lik konsantrasyonlar: (sirasiyla 32.75 ve 25.62 ve 31.55
mg/L) KAD miktariyla gozlenmistir. Lc. Lactic subsp. lactic ekstraktimn %50’ lik
konsantrasyonu %25’ lik konsantrasyona gore KAD miktarint artirdigi gozlenmistir.
Saph. Aureus 'un TDSda AGM Uretimi 290.71 mg/L olarak bulunmustur. SH
eksraktlarini iceren muamele gruplarinin AGM dretiminde farkliliklar gozlenmistir.
(P<0.05). Bitun LAB SH ekstraktlart muamele gruplart AGM miktar1 bakimindan
Onemli dizeyde artis gosterdikleri bulunmustur. En fazla Strep. thermophilus SH
ekstraktinin %50’ lik .konsantrasyonu AGM miktarim artirdigi gézlenmistir (958.11
mg/L).

S aureus tarafindan TDS de yukarida bahsedilen AMN ve BA’larin yaminda
diger BA'de (SPD, TRPT, PHEN, SPN, SER, TMA ve DOP) urettigi gozlenmistir.
LAB uyeleri SH ekstraktlari muamaele gruplarinin bu aminlerin Uretiminde 6nemli
diizeyde farkliliklar gozlenmistir (P<0.05). LAB Uyeleri SH ekstraktlar: genel olarak bu
aminlerin Uretiminde inhibitor etki gosterirken DOP ve SER Uretimini artirdiklar

bulunmustur.
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Batin LAB uyelerinin DOP dretiminde artisa neden oldugu Strep. thermophilus SH
ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonu ¢ok yiksek artis gozlenmistir (5130.50 mg/L).

4.2.1.7.Histidin Dekarboksilaz Sivisinda E.coli’in Amonyak ve BA Uretimi

LAB uyelerinden elde edilen SH ekstraktimin E. coli’'nin HDS de AMN ve BA

uretimi Cizelge 4.8."de verilmistir. E. coli ve SH ekstraktlarin iceren muamele gruplari
tarafindan Uretilen AMN miktarinda dnemli farkliliklar gbzlenmistir (P<0.05). E. coli
oldukca yiiksek miktarda AMN Uretme yetenegine sahip olmustur (5394.25 mg/L).
LAB SH ekstrakti uygulamast E. coli tarafindan Gretilen AMN miktarini 6nemli
dizeyde disurmistir. AMN dretimi bakimindan LAB SH ektraktlar1 arasinda da
onemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05). P. acidophilus SH ekstraktimin %25’ lik
konsantrasyonu ile Strep. thermophilus SH ekstraktimin %50’ lik konsantrasyonu AMN
Uretiminde en fazla dusUse yol agan gruplar olmustur (sirastyla 675.55 ve 527.30 mg/L).
En az inhibitér etkiyi ve Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktimin %50’ lik
konsantrasyonu gostermistir (1039.70 mg/L). Lc. lactis subsp. lactic SH ekstraktinin her
ki konsantrasyonu ayni diizeyde inhibitdr etki gostermistir (722.06 ve 721.02 mg/L) .

E. coli, HDS' de 11163.53 mg/L HIS uretme yetenegine sahip olmustur. E. coli ve
muamele gruplar: tarafindan Uretilen HIS miktar1 bakimindan ¢ok 6nemli farkliliklar
gozlenmistir (P<0.05). Muamele gruplar: E coli’nin HIS uUretimini yaklasik 1000 kat
disurmistir. Muamele gruplarn arasinda en fazla HIS Gretimindeki dusts P.
acidophilus SH ekstraktimin %50’ lik konsantrasyonunu iceren muamele grubunda,
olmustur (1.14 mg/L). HIS miktarinda en az dustis LEU SH ekstraktimn %50’ lik
konsantrasyonunu iceren muamele grubunda olmustur (32.65 mg/L). P. acidophilus
Srep. thermophilus, Lc. lactic subsp. Lactic ve Leu. lactis subsp. cremoris SH
ekstraktlarinin sirasiyla %25, %50, %50 ve %25'lik konsantrasyonlart HIS uUretimi
bakimindan benzer inhibitor etki gostermislerdir (sirastyla 19.34, 15.60, 14.96 ve 19.46
mg/L). E. coli’ nin HDS ‘de PUT dretimi 1529.08 mg/L olup, muamele gruplart PUT
Uretiminde kayda deger azalma gosterirken muamele gruplarindan en fazla inhibitor
etkiyi P. acidophilus SH ekstraktinin %25’ lik konsantrasyonu gostermistir (741 mg/L).
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PUT uretiminde, P. acidophilus SH ekstraktimin % 25 konsantrasyonu ve Lc. lactic
subsp. lactic SH ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonu en az etkili olmustur (sirastyla
227.77, 213.16 mg/L). Strep. thermophilus SH ile Leu. lactis subsp. cremoris SH
ekstraktlarinin %50’ lik ve %25'lik konsantrasyonlar:t PUT Uretiminde benzer inhibitor
etki gbstermistir.

HDS de E. coli’nin KAD dretimi 199.40 mg/L olarak bulunmustur. Muamele
gruplart E. coli'nin KAD Uretiminde Onemli dizeyde inhibitor etki gosterdikleri
bulunmustur.

E. coli tarafindan AGM dretimi 22.00 mg/L olup, muamele gruplarinda AGM
Uretimi bakimindan farkli inhibitor etkiler gbzlenmistir. AGM miktarinda en fazla diists
P. acidophilus SH ekstraktimin her iki konsantrasyonunu iceren muamele grubunda
olmustur (21.86 ve 20.01 mg/L). Ancak, Lc. lactic subsp. lactic SH ekstraktinin %25’ lik
konsantrasyonu AGM Uretiminde 6nemli artisa neden olmustur (52.70 mg/L).

E. coli'nin HDS' de ¢ok az diizeyde TYR Uretildigi gbzlenmistir (5.84 mg/L).
Ancak LAB uyeleri SH ekstraktlarim iceren muamele gruplart TYR Uretimini 6nemli
diuzede artirmistir. TYR dretiminde en yiksek artis Lc. lactic subsp. lactic SH
ekstraktinin %50’ lik konsantrasyonunu igeren muamele grubunda gozlenmistir (125.95
mg/L). Masson ve ark. (1996), bazi LAB Uyelerinin dekarboksilaz aktivitesine sahip
oldugunu ve genellikle TYR JUrettigini rapor etmislerdir. Bu sonug bizim
calismamizdaki TY R artisina agiklik getirmektedir.

E. coli tarafindan HDS de SPD, TRPT, PHEN, SPN, SER, TMA ve DOP
Uretimi sirasiyla 186.38, 54.86, 539.03, 13.70, 1.45, 3.99 ve 33.57 mg/L olmustur. LAB
Uyeleri SH ekstraktlarinin bu aminlerin Gretimi Gzerindeki etkisi 6nemli dizeyde
farkliliklar gostermistir  (P<0.05). LAB uyeleri SH ekstraktlarint igeren muamele
gruplarinin DOP ve SER uretimini artirdiklar: bulunmustur.

4.2.1.8.Tirosin Dekarboksilaz Sivisinda E.coli’in Amonyak ve BA Uretimi
E. coli'nin TDS de AMN ve BA Uretimi Cizelge 4.9.'da verilmistir. E. coli ve

muamele gruplar1 tarafindan TDS ‘de dretilen AMN miktar1 bakimindan 6nemli
farkliliklar gozlenmistir (P<0.05) E. coli oldukga yuksek miktarda AMN Uretme
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yetenegine sahip olmustur (1362.07 mg/L). SH ekstrakti uygulamasi E. coli tarafindan
Uretilen AMN miktarim 6nemli diizeyde disUrmustir. AMN Uretimi bakimindan SH
ektraktlar1 arasinda da onemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05). Leu. lactis subsp.
cremoris SH ekstraktimin %25’'lik konsantrasyonu, AMN dretimini en fazla duigtren
grup olmustur (446.76 mg/L). AMN Uretiminde Strep. thermophilus SH ekstraktlarimin
%25 lik konsantrasyonu ile Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin %50’ lik
konsantrasyonu en az disuse sebep olmustur (1017.66 ve 019.14 mg/L). Diger muamele
gruplar1 kayda deger inhibitdr etki gostermistir. P. acidophilus ve Lc. lactic subsp.
lactic SH ekstraktimin ekstraktlarimin sirasiyla %25'lik ve %50’ lik konsantrasyonlari
benzer inhibitor etki gostermistir (sirastyla 624.13 ve 689.00 mg/L).

E. coli TDS de TRPT disinda test edilen bitin aminleri Gretmistir. TDS de E.
coli tarafindan en yiksek miktarda Uretilen aminler sirastyla TYR ve PUT olmustur. E.
coli TDS de 2167.25 mg/L TYR Urettigi bulunmustur. E. coli ve muamele gruplari
tarafindan Uretilen TYR miktar1 bakimindan ¢ok onemli farkliliklar gozlenmistir
(P<0.05). Muamele gruplart TYR Uretiminde yaklasitk 10 kat dists gostermistir.
Muamele gruplar1 arasinda en fazla TY R Uretimindeki disus, Lc. lactic subsp. lactic SH
ekstrakti ile Leu. lactis subsp. cremoris SH ekstraktinin sirasiyla %50 lik ve %25’ lik
konsantrasyonlarint igeren muamele gruplarinda gozlenmistir (sirastyla 182.95, 299.83
ve mg/L). TYR Uretiminde bir diger dusts P. acidophilus SH ekstrakti ile Leu. lactis
subsp. cremoris %50’ lik konsantrasyonunda sirasiyla gozlenmistir. Strep. thermophilus
SH ekdraktlarinin %25’ lik konsantrasyonu HIS Uretimi bakimindan en az diss
gogermistir (969.24 mg/L). E. coli ‘nin HDS de 638.68 mg/L PUT Urettigi
bulunmustur. E. coli ve SH ekstraktina sahip muamele gruplari tarafindan Uretilen PUT
miktarinda onemli dizeyde farkhiliklar bulunmustur (P<0.05). LAB uyeleri SH
ekstraktlart PUT dretiminde yaklasik 3 kat disUse yol agmistir. PUT Uretiminde en
yuksek dusts Strep. thermophilus SH ekstraktlarinin %50’ lik konsantrasyonu ve P.
acidophilus SH ekstraktinin %25'lik konsantrasyonunda gozlenmistir (sirasiyla 178.12
ve 192.07 mg/L). PUT Uretiminde en az inhibitdr etki ise Strep. thermophilus SH
ekstraktlarinin %25’ lik konsantrasyonunu iceren muamele grubunda gozlenmistir.
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E. coli tarafindan TDS' de SPD, PHEN, SPN, SER, TMA ve DOP Uretimi sirasiyla
55.29, 142.28, 578.72, 97.01, 70.63 ve 512.93 mg/L olmustur. E. coli’ nin amin
Uretiminde SH ekstraktlarimin etkisi farkliliklar gostermistir (P<0.05). LAB Uyeleri

DOP ve SER uretiminde 6nemli diizeyde artisa yol agmustir. Strep. thermophilus
SH ekstraktinin %50 lik konsantrasyonu en yiksek DOP Uretimine neden olan grup

olmustur.

4.3.Patojenlerin Biyojenik Amin Uretme Y eteneklerine Gore Siniflandiriimas

Patojenlerin HDS'de BA, TMA, AMN Uretme yetenekleri yukarida ayrintili
olarak anlatiimasina karsin burada sadece HIS Uretme yetenekleri bakimindan
degerlendirilmistir. Arastirmada kullanilan 4 farkli patojen mikroorganizmanin amin
Uretimi  ortalama konsantrasyon degerleri mg/L olarak Olculdi. Her bir bakteri
tarafindan amin Uretimi (HIS ve TYR) basit tammlamayla 4dort kategoride
degerlendirildi (Cizelge 4.10 ve 4.11). BA retimi 1000 mg/L ve Uzeri olan bakteriler
profilik amin Ureticiler, 100-1000 mg/L olan bakteriler iyi amin Ureticiler , 10-100 mg/L
amin Uretenler orta amin Ureticiler ve 10 mg/L’den az amin Ureten bakteriler ise zayif
amin Ureticiler kategorisinde degerlendirilmistir (Ozogul, 2004).

Cizelge 4.10. Bakterilerin histamin tretme yeteneklerine gore siniflandiriimast

(mg/L)
Biyojenik Amin Profilik Amin Iyi Derecede OrtaDerecede | Zayif Derecede
Uretici Uretici Amin Uretici | Amin Uretici | Amin Uretici
S paratyphi 10387.53 - - -
L. monocytogenes 7722.01 - - -
Saph. aureus 7330.66 - - -
E. coli 11163.53 - - -
Ozogul (2004), 15 bakteri tirini HIS (retme yeteneklerine gore

degerlendirmisler ve M. morganii (10466) and K. pneumoniae (673) trlerinin >3400
mg/L HIS uretim oranlar: ile profilik; H.alvei'nin (11999) 115 mg/L deger ile iyi HIS

Ureticileri olarak tanimlamustir.
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Cizelge 4.11. Bakterilerin tiramin Uretme yeteneklerine gore simiflandirilmasi

(mg/L)
Biyojenik Amin Profilik Iyi Derecede OrtaDerecede | Zayif Derecede
Uretici Amin Uretici | Amin Uretici | Amin Uretici | Amin Uretici
S paratyphi 5955.86 - - -
L. monocytogenes - 367.54 - -
Saph. aureus - 584.91 - -
E. coli 2167.25 - - -

Ozogul (2004), aym calismasinda aym bakteri turlerinin TDS de amin tretme

yeteneklerini incelemistir. Batln tdrlerin tirosn amino asidi dekardoksile etme

yetenegine sahip olmasina karsin, en yiuksek TYR Uretiminin 526 mg/L olarak E.

facealis (iyi amin Ureticisi) ve bu bakteriyi takiben Micrococcus spp. ve K. pneumoniae

(2122) (ortaamin ureticisi) turlerinde oldugu bulunmustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu calismada in vitro kosullarda LAB Uyelerinden elde edilen serbest
hicre (SH) ekstraktlarinin patojen mikroorganizmalarin gelisimi ve iki farkli
amino asit (histidin ve tirozin) sivi besiyerinde amonyak ve biyojenik amin (BA)
Uretimine etkileri tespit edilmistir ve sonuclar asagida belirtilmistir.

1. LAB uyeleri SH ekstraktlar: bakteri gelisimini dnemli diizeyde inhibe
etmistir (P<0.05). En yuksek inhibisyon etkiyi Staph. aureus igin Srep.
thermophilus dan ve S. paratyphi A icin Leu. mes. subsp. cremoris ve Lc. lactic
subsp. Lactic'ten elde edilen SH ekstraklar: gostermistir (12.33 mm zon ¢api).

2. Higtidin dekarboksil sivisinda (HDS) S. paratyphi, L. monocytogenes,
Staph.aureus ve E.coli tarafindan histamin Uretimi sirasiyla 10387.537, 722.01,
7330.66 ve 11163.53 mg/L olmustur. Tirozin dekarboksil sivisinda (TDS) bu
bakteriler tarafindan tiramin Uretimi 367.54 ile 5955.86 mg/L arasinda degiskenlik
gogtermistir. Yine LAB uyeleri SH ekstraktlarimin patojenler tarafindan onemli
duzeyde Uretilen AMN ve BA olusumuna yuksek dizeyde inhibisyon etki
gogterdigi bulunmustur (P<0.05).

3. Patojenlerin HDS' de histamin Uretimi sonuglarina LAB tyelerinin SH
ekstraktlart yaklasik %99 oraninda inhibisyon etki gosterdigi gozlenmistir.
HDS de patojenlerin diustk miktarlarda TYR drettikleri ve LAB Uyelerinin SH
ekstraktlarinin E. coli disinda TYR dretimini artirdiklar1 gozlenmistir.

4. LAB uyeleri SH ekstratlarimin, TDS'de S, paratyphi A ve E. coli'nin
TYR dretimini yaklasik %90 inhibe ettigi gbzlenirken, L. monocytogenes ve S
aureusun TYR dretimini artirdiklart gozlenmistir. Ayrica TDS de aym
bakterilerin HIS Urettikleri ve LAB Uyeleri SH ekstraklariin HIS Gretimini

artirdiklar1 gozlenmistir.
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5.2. Oneriler

1. Ticari gida Urlinlerinde BA olusumunu engellemek icin, bu Urinlere
negatif aminoasit dekarboksilaz aktivesine sahip starter kiltir eklenmesi 6nemli
olmaktadir. Gidalarda negatif aminoasit dekarboksilaz starter kltir kullammu ile
proteolitik ve dekarboksilaz pozitif mikroorganizmalarin gelisimi engellenerek,
amin Uretimi 6nlenebilmektedir. Bu konu ile ilgili LAB tyelerinin biyojen amin
Uretme yetenekleri bakimindan incelenmesi yapilabilir.

2. Biyojen aminler, proteince zengin ve fermente gida maddelerinin
Uretimi, islenmesi ve depolanmasi sirasinda olusabilen ve ¢ok fazla miktarlarda
gidalarla alindiginda toksik etkilere sebep olabilen maddelerdir. Bu nedenle gida
endustrisinde istenmeyen pozitif aminoasit dekarboksilaz mikroorganizmalarin
Onlenmesi bakimindan bu konu ile daha fazla galisma yapilabilir.

3. Kontaminant laktik asit bakterilerinin de fermente gidalarda histamin ve
tiramin olusumu ile iliskili olduklar1 belirtiimektedir. Balik ve balik trtnleri gibi
BA olugsma riski bulunan gidalarin dretim ve depolanmasinda bu aminlerin
olusumu kontrol altina alinmalidir. Bu konu ile daha fazla ¢alisma yapilabilir.

4. Dogal koruyucu 6zelligi ile biyoteknolojik dneme sahip LAB Uyeleri
gunumuizde 6nemi giderek artmakta olan ve Uzerinde bilimsel calismalarin ivme
kazandig: bir konudur. Laktik asit bakterilerinin pek cok Uyesinin dogal bir
koruyucu gida maddesi bakteriyosin Urettigi bilinmektedir. Lactococcus lactis
tarafindan Uretilen nisin yuksek verimliligi, toksk olmamasi ve insan sagligina
herhangi bir etkisi bulunmadigi yapilan pek c¢ok bilimsel arastirmalarda ortaya
konulmustur. Bu nedenle gidalarda glvenle kullamlabilmektedir. Dinyada
yaklagik 50 Ulkede gidalarda dogal antimikrobiyal katki maddesi olarak
kullammina izin verilen nisin bakteriyosinidir. Bu dogal antimikrobiyal
maddelerin ticari Urtn olarak Uretilip satilmasi su an sadece nisin (E234) ve
natamisin (E235) gida katki maddeleri literatrinde yer almaktadir. Nisin, bazi
151l islem ile birlikte kullamldiginda, 1sil islem maliyetinin azalmasina bagli olarak
proses masraflarimin azalmasina, gidalarin lezzet, gorintl ve besin degerinin
iyilesmesine yardimci olmaktadir. Ozellikle genetik yontemler sayesinde daha
genis mikrobiyal spektruma ve daha fazla aktiviteye sahip olan modifiye nisin
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molekulleri elde etmek mimkin olacaktir. Gelecek calismalarda, nisinin balik ve
balik Ortnlerini muhafaza etmede ve 0zellikle biyojenik amin olusumunu
engellemede 6nemli bir yere sahip olacagi distunilmektedir. Bu nedenle LAB
bakterilerinden elde edilen basta nisin olmak Uzere antimikrobiyal maddelerle
ilgili spesifik calismalara gereksinim duyulmaktadr.

6. Bizim calismamizin devarm olarak LAB dyelerinin serbest hiicre
ekstrakti ayristirilarak antimikrobiyal maddelerin  tammlanmast  yapilabilir.
Ozellikle bakteriyosin karakterizasyonu ile endustriye spesifik biyokoruyucular
kazandirilabilir ve bu konuylailgili calismalaraileride dnclluk edebilir.
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