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Ulkemizde fermente zeytin iiretimi acisindan énem tastyan cesitli illerdeki iireticilerden
toplam 63 farkl1 zeytin rnegi temin edilmistir. Orneklerden toplam 119 adet bakteri izole
edilmistir. Bu izolatlarin 101 adedi laktik asit bakterisi (LAB) olarak dogrulanmistir.
Izolatlarn 30 adedi Enterococcus spp., 46 adedi Lactococcus spp. ve 25 adedi
Lactobacillus spp. olarak tanimlanmistir. Histidin, tirozin, lizin, ornitin ve triptofan ilave
edilmis modifiye dekarboksilaz besiyerinde izolatlarin dekarboksilaz aktiviteleri test
edilmistir. Bu kapsamda, 66 LAB susu tarafindan en ¢ok dekarboksile edilen aminoasit
tirozin bulunmustur. En az dekarboksile edilen aminoasitin ise histidin oldugu
saptanmigtir. LAB suslar1 tarafindan dretilen biyojen amin konsantrasyonu HPLC
(Yiiksek Basingl S1vi Kromatografisi) cihazi ile kantitatif olarak belirlenmistir. Izolatlar
0,448-257,939 mg/L ve 0.400-148,718 mg/L degerleri arasinda sirasiyla tiramin ve
putresin {iretmistir. Uretilen maksimum histamin miktar1 ise 0,873 mg/L’dir. Triptamin
ve kadaverin konsantrasyonlari ise sirasiyla 0.374-25.183 mg/L ve 0.549-13.923 mg/L
arasinda degiskenlik gostermektedir. 20 LAB susunun 16S rDNA dizi analizi ile tiir
diizeyinde tanimlamasi yapilmustir. izolatlarm 14°ii (%70) Enterococcus faecalis, 3’ii
(%15) Enterococcus lactis ve 3’1 Enterococcus faecium olarak tanimlanmustir.
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A total of 63 different olive samples were obtained from producers in various provinces
that are important for fermented olive production in our country. A total of 119 bacteria
were isolated from the samples. 101 of these isolates were confirmed as lactic acid
bacteria (LAB). These isolates were identified as follow; 30 Enterococcus spp., 46
Lactococcus spp. and 25 Lactobacillus spp. Decarboxylase activities of the isolates were
tested using modified decarboxylase medium supplemented with histidine, tyrosine,
lysine, ornithine and tryptophan. In this context, the most decarboxylated amino acid by
66 LAB strains was tyrosine. It was determined that the least decarboxylated amino acid
was histidine. The concentration of biogenic amines produced by LAB strains was
determined quantitatively with the HPLC (High Pressure Liquid Chromatography)
device. The isolates produced tyramine and putrescine at values between 0.448-257.939
mg/L and 0.400-148.718 mg/L, respectively. The maximum amount of histamine
produced is 0.873 mg/L. Tryptamine and cadaverine concentrations vary between 0.374-
25.183 mg/L and 0.549-13.923 mg/L, respectively. By 16S rDNA sequence analysis, 20
LAB strains were identified at the species level and 14 of them (70%) were identified as
Enterococcus faecalis, 3 of them (15%) Enterococcus lactis and 3 (15%) as Enterococcus
faecium.
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1. GIRIS

Biyojen aminler (BA), genellikle gidalardaki bazi amino asitlerin istenmeyen mikrobiyel
dekarboksilasyon aktivitesi ile iiretilen, ayn1 zamanda viicutta birikebilen, biyolojik
olarak aktif, diisiik molekiiler agirlikli, nitrojen igeren bilesiklerdir (Zaman vd. 2011;
Linares vd. 2016). Cogunlukla enzimatik amino asit dekarboksilasyonu ile olusmalarinin
yani sira, keton ve aldehitlerin indirgeyici aminasyonu yoluyla da gidalarda meydana
gelirler (Park vd. 2019). Fermantasyon siirecinde mikroorganizmalarin etkisiyle, bu
gidalar onemli miktarda biyojen amin igerebilirler (Ishimaru vd. 2019). Laktik asit
bakterileri (LAB) fermente gidalarda biyojen aminlerin ana iireticileridir. Ozellikle
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus ve Leuconostoc cinsleri yiiksek
dekarboksilaz enzim aktivitesine sahip suslara sahiptirler (Simon Sarkadi, 2019; Emer
vd. 2021).

Biyojen aminler, genellikle yiiksek proteinli dogal fermente gidalarda zararli bilesikler
siifina dahildirler. Dolayisiyla, bireysel hassasiyete bagli olarak kisiler iizerinde gesitli
toksik etkilere neden olabilirler (Li ve Lu, 2020). Bu bilesikler, genellikle balik ve
balikgilik dirtinleri (fermente sardalya vb.), fermente meyve ve sebzeler (fermente zeytin,
soya sosu ve lahana tursusu vb.), peynir, fermente sosis ve alkollii i¢ceceklerde bulunurlar
(Durak-Dados vd. 2020; Li ve Lu, 2020; Vasconcelos vd. 2021; Visciano ve Schirone,
2022). Fermente gidalarda en yaygin bulunan biyojen aminler; kadaverin, putresin,
tiramin, histamin, triptamin, B-feniletilamin, agmatin, spermin ve spermidindir (Biji vd.
2016). Protein igeren herhangi bir gida grubunda bulunan bu bilesiklerin seviyesi ayni
zamanda, hijyenik kalitenin de bir belirtecidir (Durak-Dados vd. 2020). Dolayisiyla,
yiiksek seviyede gidalarda bulunmasi diistik kalite ile iligkilidir ve tirtinlerde ¢ok sayida
istenmeyen bakterinin varligini, hatta ham maddelerin islenmesi sirasinda hijyen
gerekliliklerine yeterince uyulmadigini gosterir (Durak-Dados vd. 2020; Vasconcelos vd.
2021).



Akdeniz iilkelerinde sofralik zeytin, en ¢ok tiiketilen fermente firiinlerden biridir.
Fermente zeytin, biyoaktif icerigi ve besin degeri nedeniyle fonksiyonel bir gida olarak
kabul edilir (Panebianco ve Caridi, 2021). Son yillarda, fermente zeytin tiiketimi ile ilgili
beslenme ve gilivenlik konulari hem bilim camiasinin hem de, tiiketicilerin ilgisini
cekmektedir (Tofalo vd. 2012). Laktik asit ve diger organik asitleri iiretebilen homo- ve
hetero-fermentatif LAB, zeytindeki en 6nemli bakteri grubudur (Bleve vd. 2015). Bu
bakteri grubunun baz tiyeleri, farkli gida maddelerinin fermantasyon siiregleri sirasinda,
dekarboksilaz aktivitesi yoluyla serbest amino asitleri biyojen aminlere doniistiirebilirler.
Diger yandan, laktik asit bakterileri fermente gidalarin lezzetini, dokusunu, besin degerini
arttirmasinin yani sira, biyolojik olarak korunmasini da saglarlar (Ozogul ve Hamed,
2018). Genellikle, bu bakteri grubunun fermente gidalarda insan sagligi agisindan
tehlikeli olabilecek seviyede tiramin ve histamin olusturdugu farkli caligmalar ile
belirlenmistir (Simon Sarkadi, 2019).

Son yillarda, ¢esitli gidalarda biyojen amin igeriginin Ol¢iilmesine yonelik teknikler
biiyiik ilgi gdrmiistiir (Ishimaru vd. 2019). Gidalardaki bu toksik bilesiklerin kalitatif ve
kantitatif tayini i¢in; gaz, iyon degistirme, ince tabaka kromatografisi, dzellikle yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez (CE) gibi ¢esitli analitik
yontemler kullanilmaktadir. Biyosensorler ve enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA)
dahil olmak {izere immiinolojik testler, nispeten daha modern araglar olarak kullanilmaya
baglanmistir (Simon Sarkadi, 2019). Bunlar arasinda, 6zellikle HPLC yontemleri, yiiksek
hassasiyet ve secicilige sahip oldugundan gidalardaki ¢oklu biyojen amin igeriklerini
belirlemek i¢in olduk¢a kullanighdir. Biyojen amin analizi igin siklikla kullanilan
yontemler; tiirevlendirme reaksiyonlarina, bir ayirma islemine ve son olarak floresan (FL)
veya ultraviyole (UV) saptamaya dayanir (Ishimaru vd. 2019). Bununla birlikte,
molekiiler belirleme yontemleri olarak 16S rDNA dizi analizi, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve es zamanli PCR (RT-PCR) kullanilmaktadir (Aktop, 2022).



Bu calisma kapsaminda;

1. Ulkemizde Mersin, Antalya, Bursa, Mugla ve Kocaeli illerindeki iireticilerden temin
edilen fermente zeytin 6rneklerinden (siyah ve/veya yesil zeytin) muhtemel LAB
izolasyonu ve biyokimyasal 6n tanimlamasinin yapilmasi,

2. Fermente zeytinlerden izole edilecek olan LAB suslarmin histamin, tiramin,
triptamin, putresin ve kadaverin iireticisi olup olmadiginin tespit edilmesi,

3. Uretici LAB suslan tarafindan iiretilen biyojen amin miktarlarmim HPLC ydntemi
ile kantitatif olarak belirlenmesi,

4. Son olarak, bazi LAB suslarinin 16S rDNA dizi analizi ile molekiiler olarak tiir

diizeyinde tanimlanmas1 amaglanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyojen Aminler ve Genel Ozellikleri

Biyojen aminler (BA) balik, peynir, sosis ve islenmis etin yani sira; fermente edilmis
sebze/meyve ve igecek gibi bir¢cok gidada yiiksek konsantrasyonlarda bulunan organik
bilesiklerdir (Costantini vd. 2019). Bu bilesikler, endojen ve eksojen olmak iizere ikiye
ayrilirlar. Ekzojen poliaminler, mikroorganizmalarin aracilik ettigi dekarboksilasyon ile
sentezlenirler. Endojen poliaminler ise normal bitki/hayvanlarin hiicresel metabolizmasi
ile olusur (Vinci ve Maddaloni, 2020).

Biyojen aminler; bireylerin viicut sicakliginin diizenlenmesinde, sinir sisteminde,
bagisiklik tepkisinde, kardiyovaskiiler sistemde (kan basincinda), diizenleyici genlerin
ifadesinde, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda, gastrik salgilarda ve son olarak,
enflamatuar siiregler olmak tiizere gesitli biyolojik islevlere sahiptirler (Vasconcelos vd.
2021). Buna karsin, bu bilesiklerin insan viicudunda fazla miktarda birikmesi sonucu
olumsuz etkilerini g6z oniinde bulundurularak, gida sistemlerine gore farkli sekilde ele

alimmalidir (Li ve Lu, 2020; Vinci ve Maddaloni, 2020).

Biyojen aminler okaryotik hiicrelerin gesitli fizyolojik islevlerini yerine getirdiginden,
gida tiiketimi ile viicuda alim1 ¢ok dogaldir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014). Uriindeki
biyojen amin konsantrasyonu ¢ok yiiksek oldugunda veya bireydeki detoksifikasyon
sistemi bozuldugunda, bu bazik bilesikler insan sagligi sorunlarindan sorumlu toksik
metabolitler haline gelirler (Linares, 2012). Fermente {iriinlerde normal miktarlarda
bulunan bu bazik aminler (neredeyse <100 mg/Kg veya mg/L) saglikli bireylerin bagirsak
mukozasinda bulunan ii¢ farkli enzim tarafindan hizla detoksifiye edilir (Alvarez ve
Moreno-Arribas, 2014; Pleva vd. 2012). Bu enzimler; tercihen oksitlenen amino
gruplarinin sayisina bagli olarak monoamin oksidazlar (MAQO), diamin oksidazlar (DAO)
ve histamin-N-metiltransferaz (HMT)’dir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014; Vinci ve
Maddaloni, 2020).



Mikrobiyel fermantasyon irlinleri yiiksek miktarda biyojen amin igerirler (Sarkadi,
2019). Fermente iiriinlerde bulunan en yaygin biyojen aminler: histamin (HIS), triptamin
(TRP), kadaverin (CAD), tiramin (TYR), putresin (PUT), B-feniletilamin (PHE),
spermidin (SPD) ve spermindir (SPM). Spermin ve spermidin poliamin, diger aminler ise
mono-amin (PHE ve TYR) veya di-amin (HIS, TRP, PUT ve CAD) olarak
siniflandirilirlar. Kimyasal yapilarina gore ise; aromatik aminler (TRP ve PHE), yag
aminleri (PUT, CAD, SPM ve SPD) ve siklik aminler (TYR ve HIS) olmak {izere lice
ayrilirlar (Li ve Lu, 2020). Histamin ve tiramin, fizyolojik olarak en 6nemli biyojenik
aminlerdir (Simon Sarkadi, 2019). Putresin ve kadaverin ise, temel olarak mikrobiyel
gelisim ve bozulma gostergeleri olarak incelenirler. Bu sebeple, fermente gidalarda
biyojen aminlerin tespit edilmesinin, gida tazeligi ve kalitesinin saglanmasi iizerine

onemli etkisi bulunur (Vasconcelos vd. 2021).

Biyojen amin bakimindan karsilasilacak en 6nemli risk, kontrolsiiz mikrobiyel aktivitenin
bir sonucu olarak fermente gidalarda yiiksek konsantrasyonlarda birikebilmeleri,
detoksifikasyon mekanizmalariin kapasitesini agsmasi Ve tiiketiciler {izerinde toksik etki
gostermeleridir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014). Bireysel toksisite birkag biyojen
amin kombinasyonu ile arttigindan, insan organizmasi igin kabul edilebilir giinliik dozu
hesaplamak neredeyse imkansizdir. Asiri miktarda viicuda alimin neden oldugu
semptomlar, yalnizca histamin ve diger aminlere karsi duyarlilig1 daha fazla olan kisilerde
ortaya ¢ikmaz. Bu semptomlar, gida zehirlenmesine ¢ok benzemekle birlikte belirtilerin
stiresi tliketiciler i¢in az ya da ¢ok ciddi sonuglarla 8 ila 12 saat arasinda degisebilir.
Ancak, bu semptomlar hizla kaybolurlar. Bu nedenle, onlart diger hastaliklardan ayirt
etmek oldukga zordur (Vinci ve Maddaloni, 2020).

Histamin; bas agrisi, hipotansiyon ve sindirim sorunlarina yol agma kabiliyeti nedeniyle
tizerinde en ¢ok caligilan biyojen amindir. Tiramin ise siklikla migren ve hipertansiyon
ile iliskilendirilir. Ote yandan, putresin ve kadaverin daha diisiik farmakolojik aktiviteye
sahiptir. Ancak, bu di-aminler amin oksidazlarla etkilesime girerek histamin ve tiraminin
toksik etkilerini artirabilir (Ordofiez vd. 2016). Buna karsin, kadaverin ve putresin hem
bitkisel hem de hayvansal gidalarda diisiik miktarlarda sentezlenebildikleri i¢in bazi
gidalarda endojen amin olarak kabul edilirler (Toro-Funes vd. 2015).



Di-amin ve poli-aminler, gidalarin tazeliginin ve kalitesinin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Mietz ve Karmas (1977) balik depolama sirasinda kadaverin, putresin ve
histamindeki artiglara; spermin ve spermidinde ki diisiislere dayali bir kalite indeksi (BAI:
Biyojenik Amin Indeksi) oneren ilk kisilerdir. Bu indeks, asagidaki denklem ile ifade
edilmistir (Simon Sarkadi, 2019).
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BATI’ne gore; etin tazelik kalitesi su sekilde degerlendirilmektedir:
e BAI <5 ise yiiksek kaliteli taze et,
e BAI'nin 5 - 20 arasinda olmasi, ilk bozulma belirtileriyle birlikte kabul
edilebilir kalitede et,
e BAI 20-50 olan etler diisiik kaliteli et,
e BAI>50olan etler ise bozuk et olarak adlandirilmaktadir (Wunderlichova

vd. 2014).

Mieltz ve Karmas (1977)’a gore, balik i¢in olmasi gereken BAI degeri 10'dur. Bu deger
ile mikrobiyolojik kalite veya organoleptik kabul edilebilirlik arasinda pozitif bir iliski
bulundugundan, indeksin 10'u asmasi bir tiir kalite kayb1 olarak kabul edilir (Simon
Sarkadi, 2019; Biji vd. 2016). Biyojen aminlerin kalite indeksi olarak kullanigliligi,
irtiniin dogasina da baglidir. Tiim bozulma mikroorganizmalar1 serbest amino asitleri
dekarboksile etmez ve ayn tiir icinde bile tiim suglar ayn1 dekarboksilasyon kapasitesini
gostermez. Bu nedenle, diisiik bir biyojen amin konsantrasyonu, iyi bir mikrobiyel

kaliteye sahip bir {irlinii temsil etmeyebilir (Biji vd. 2016).

Fermente gidalarda isleme ve depolama sirasinda biyojen amin olusumu {izerine: a)
substrat amino asitlerin mevcudiyeti, b) uygun metabolik yola sahip mikroorganizmalarin
varligi (>6 log KOB/g) ve c¢) ¢evre kosullari olmak tizere ti¢ faktor etkilidir (Linares,
2012; Akyol vd. 2015; Gardini vd. 2016). Serbest amino asitler, gidalarda dogrudan



dogruya bulunabilecegi gibi isleme veya depolama sirasinda proteoliz ile serbest hale
gelerek de ortaya cikabilirler. Dekarboksilaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar, bir
gidanin iligkili florasinin bir pargasi olabilir veya gidanin islenmesinden once ya da

sonrasinda kontaminasyon yoluyla bulasabilirler (Simon Sarkadi, 2019).

Biyojen amin sentezi, genellikle Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler ile baz1 mayalar
(Debaryomyces hansenii ve Pichia jadinii vb.) ile iligkilendirilmistir. Ancak bu tiirlerin
fermente gidalarda bulunmasi, daha genel bir gida giivenligi sorunudur. Dolayisiyla,
fermente edilmemis gidalarda biyojen amin mikrobiyel bozulmanin bir géstergesi olarak
kullanilir. Buna karsin, fermente gidalar s6z konusu oldugunda Gram-negatif bakteriler
fermantasyon siirecinin dogal yapisindan dolay: siklikla inhibe edilirler. Ancak, Gram-
pozitif bakteriler ve Ozellikle laktik asit bakterileri (LAB), biyojen amin iiretiminden
sorumlu olarak ortaya ¢ikarlar (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014). Aslinda, biyojen amin
tiretebilen laktik asit bakterileri (Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc
ve Lactobacillus) bu gidalarin normal mikrobiyotasidirlar (Alvarez ve Moreno-Arribas,
2014; Ordoéfiez vd. 2016; Suzzi ve Gardini, 2003). Bununla birlikte, birgok durumda
biyojen amin sentezleme kapasitesi belirli tiir ve cinsler arasinda daha yaygin olarak

dagilan, susa 6zgii bir 6zelliktir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014).

2.1.1 Histamin

Balik etindeki yiiksek histamin seviyeleri, trikarboksilik asidin ara maddelerine
doniistiiriilebilen serbest histidin aminoasidinin varlig: ile agiklanir (Vasconcelos vd.
2021). Histamin esas olarak sarap, peynir gibi ¢esitli fermente tiriinlerde LAB tarafindan
olusturulur (Lee vd. 2016; Gardini vd. 2016).

Uskumru, ton baligi, palamut, sardalya, liifer gibi Scombroidac familyasina ait balik
tiirleri uygun sekilde islenmediginde veya depolanmadiginda ‘Scombroid zehirlenmesi’
meydana gelir (Biji vd. 2016; Lee vd. 2016; Vasconcelos vd. 2021). Semptomlar
arasinda; aritmi, bas agrisi, ishal, astim, burun konjonktiviti, iirtiker, kasint1 ve kizarma
gibi alerjik belirtiler yer alir (Pessione ve Cirrincione, 2016). Bu belirtiler, genellikle

tiiketimden birkag saat sonra baglar ve 12 saatten birkag giline kadar siirer. Semptomlarin



siddeti, alinan toksinin konsantrasyonuna ve kisinin histamine duyarliligina bagli olarak
degiskenlik gosterir. Scombrotoksin, siklikla Salmonella enfeksiyonu ya da gida alerjisi
ile karistirilmaktadir (Biji vd. 2016).

Histamin, mide-bagirsak sisteminde bulununan birgok reseptor tizerinde etkili olan giiglii
bir hipotansif bilesiktir (Pessione ve Cirrincione, 2016). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi
(EFSA) tarafindan yasal olarak maksimum limitleri belirlenen tek amindir. Scombroid
benzeri baliklarda maksimum limiti 200 mg/Kg ve balik iirtinlerinde 400 mg/Kg olarak
belirlenmistir (Linares vd. 2016). Bununla birlikte, ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA- Food
and Drug Administration) Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Scombresosidae ve diger
balik tiirlerinde maksimum histamin seviyesini 50 mg/Kg olarak belirlemistir (Park vd.
2019; Ding ve Li, 2024). Giiney Kore ve Cin gibi bazi Asya iilkelerinde deniz
tirtinlerindeki biyojen amin igerigine iliskin kisitlamalar ise sirastyla; 200 mg/Kg ve 200-
400 mg/Kg’dir (Park vd. 2019).

Bireylerde bir 6giinde 8-100 mg araliginda veya iizerinde histamin alimimin
zehirlenmelere neden olabildigi belirlenmistir (Biji vd. 2016). Ayrica, baz1 aragtirmalar
75 mg saf oral histaminin herhangi bir hastaliga sahip olmayan kadmlarin yarisinda
semptomlar1 tetikledigini ve yaklasik 1000 mg/Kg histaminin kesinlikle ciddi
zehirlenmeye neden oldugunu gostermistir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014).
Giliniimiizde maalesef c¢ogu arastirma Oncelikle deniz ve balik ({iriinlerine
odaklandigindan, diger fermente iriinlerde bulunan biyojen aminlerin izlenmesine

yonelik diizenleyici bir mevzuat halen bulunmamaktadir (Park vd. 2019).

2.1.2 Tiramin

Tiramin, tirozin amino asidinin mikrobiyel enzimatik dekarboksilasyonu ile sentezlenir.
Histamin ile birlikte, bireyler tizerinde en ¢ok toksik 6zellik gosteren biyojen aminlerden
biridir (Teepoo vd. 2019).



Tiramin, fermente gida iriinlerinin ¢ogunun iiretimi sirasinda aktif olarak bulunan
laktobasil, laktokok ve enterokok dahil olmak iizere gesitli LAB ve bazi stafilokoklar
tarafindan sentezlenir (Torriani vd. 2008). Basta, Lactobacillus buchneri, Lb. plantarum,
Lb. alimentarius, Lb. bavaricus, Lb. sakei, Lb. farciminis ve Lb. curvatus tiirleri tiramini
kantitatif olarak tiretirler. Bununla birlikte, enterokoklar s6z konusu oldugunda bu cinse
ait bircok susun da tirozin aminoasidini dekarboksile ettigi belirlenmistir (Suzzi ve

Gardini, 2003).

1960'lh yillarda bir Ingiliz eczaci, monoamin oksidazli (MOI)-ilag kullanan esinin peynir
tilketiminden sonra siddetli bas agris1 ¢ektigini tespit etmis ve tiramini ‘peynir etkisi
olarak tanimladig1 durumdan sorumlu’ tutmustur. Bu nedenle, bu durum ilk olarak peynir
tilketimi ile iliskilendirildigi i¢in “peynir reaksiyonu” olarak literatiire ge¢cmistir (Zhang
vd. 2019; Vasconcelos vd. 2021; Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014). Bu etki migren,
norolojik bozukluklar, bas agrisi, solunum bozukluklart ve hipertansiyon gibi bircok
semptomlara neden olur (Zhang vd. 2019; Vasconcelos vd. 2021). Peynirin yani sira; et
iriinleri, dana karacigeri, salamura ringa baligi, tavuk, soya sosu, havyar ve miso gibi
diger yiyeceklerde de tiraminin neden oldugu zehirlenme vakalar1 gériilmistiir (Durak-

Dados vd. 2020).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan, gidalarda yiiksek seviyelerde
bulunan tiramin (600 mg/Kg) ve 6 mg/Kg konsantrasyonun monoamin oksidaz (MAO)
inhibitorleri ile tedavi edilen hastalar igin toksik etki gosterdigi agiklamigtir (Alvarez ve
Moreno-Arribas, 2014; Teepoo vd. 2019). Bu toksik etki, hassas olan kisilerde
bagirsaktaki detoksifiye etme kapasitesinin azalmasi nedeniyle daha siddetli olarak
goriilmektedir (Linares vd. 2016).

2.1.3 Putresin ve kadaverin

Fermente trtinlerde, ornitin ve lizin aminoasitlerinin mikrobiyel dekarboksilasyonu ile
sirastyla putresin ve kadaverin olusur (Ozogul ve Hamed, 2018). Bu enzim aktivitesine

sahip suslar genellikle Lactobacillus, Enterobacteriaceae ve Staphylococcus cinslerine



aittir (Mohedano vd. 2015). Kadaverin, gidalarda di-amin ve poli-amin olusumlarindan
sorumludur (Erdag vd. 2018).

Putresin ve kadaverin, DAO (di-amin oksidaz) inhibitérleri olarak rol oynarlar. Bu
nedenle, baz1 biyojen aminlerin (histamin ve triptamin) toksisitesini arttiric1 etki olarak
hareket ederler (Ozogul ve Hamed, 2018; Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014). Buna
karsin, genellikle insan sagligi tizerine herhangi bir olumsuz etkiye sahip degildirler.

Ancak, nitrit ile reaksiyona girerek kanserojen nitrozamin olusturabilirler (Biji vd. 2016).

Fermente gidalarda kadaverin ve putresinin yiiksek seviyeleri (50-100 mg/L), gidanin
organoleptik 6zellikleri tizerinde kotii bir etkiye sahip olmaktadir. Bu durumda, 6zellikle
sarap Ureticileri etkilenen saraplarin gesitli 6zelliklerini kaybettigini ve bunun sarapta
etimsi velveya kokusmus, metalik bir aroma olusumuna neden olabilecegini

belirtmislerdir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014).

2.1.4 Triptamin

Triptamin, triptofan amino asidinin mikrobiyel dekarboksilasyonu yoluyla olusan, diisiik
molekiil agirlikli (160.2 g/mol) biyojenik bir amindir (Costa vd. 2016; Del Rio vd. 2020).
Yiiksek dekarboksilaz aktivitesine sahip bazi Lactobacillus suslari ve Micrococcus

cinsine ait bazi tiirler tarafindan sentezlendigi belirlenmistir (Mohedano vd. 2015).

Triptamin, histamini detoksifiye eden diamin oksidazi (DAQO) inhibe ederek, histamin
toksisitesini arttirir. Dolayisiyla, histamin agisindan zengin fermente triinlerde yiiksek
konsantrasyonda triptamin bulunmasi intoksikasyon riskini artirir. Potansiyel saglik
risklerine ragmen, gida giivenligi kuruluslarinin triptamin i¢in yasal sinirlar belirlemesine
olanak taniyacak cok az ¢alisma yapilmistir. Bu nedenle, mevcut sinirlarin diizenlenmesi

konusunda hukuki bir bosluk yer almaktadir (Del Rio vd. 2020).
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2.2 Gidalarda Biyojen Amin Olusumu

Fermente triinlerde biriken biyojen amin igerigi, hayvan ve bitki hiicrelerinde dogal
olarak olusan endojen enzimlerin aktivitesiyle veya fermantasyon, isleme, depolama ve
dagiim sirasinda amino asitlerin mikrobiyel dekarboksilasyonu olmak ftizere iki
biyokimyasal yolla katalize edilir (Durak-Dados vd. 2020; Gardini vd. 2016).

Ozetle, bu bazik bilesiklerinin olusumu:

o Dekarboksilasyon,

o Transaminasyon,

o Indirgeyici aminasyon ve

o Belirli 6ncii amino bilesiklerinin bozunmasi/indirgemesi olmak iizere dort

enzimatik reaksiyon yoluyla gergeklesebileceginden, biyojen aminler
‘biyolojik olarak aktif” molekiiller olarak tanimlanirlar (Guo vd. 2015; Erdag
vd. 2018).

Dekarboksilasyon mekanizmasi yoluyla biyojen amin iiretimi igin temel olarak iki yol
bulunur. Bunlardan biri piridoksal fosfata bagimli reaksiyon, digeri ise piridoksal
olmayan fosfata bagimli reaksiyondur. Amino asit dekarboksilaz, esas olarak amino
asitlerden birinci yolla biyojen aminler iiretir (Liu vd. 2024). Spesifik bir dekarboksilaz
enzimi; ana bilesen genleri, ters tagima proteaz geni ve karsilik gelen amino asit-tRNA

sentetaz olan bazi operonlar tarafindan diizenlenir (Li ve Lu, 2020).

2.2.1 Biyojen amin olusumuna etki eden cevresel faktorler

Gidalarda mikrobiyel aktiviteleri; pH, tuz konsantrasyonu ve sicaklik olmak tizere ¢esitli
cevresel faktorler etkiler. Dekarboksilaz enzimlerinin aktivitesi de bu parametrelere
baghidir. Bu iki farkli durum i¢in ¢evresel faktorlerin optimal degerleri farkli olabilir ve

gidadaki nihai biyojen amin miktar1, bu ¢ifte etkinin bir sonucudur. Diger bir deyisle,
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amino-biogenetik bakterilerin gelismesi biyojen amin iiretimi i¢in gerekli ancak yeterli
olmayan bir kosuldur (Gardini vd. 2016).

Serbest amino asitlerin ve dekarboksilaz pozitif mikroorganizmalarin mevcudiyeti, gida
tirtinlerinde biyojen aminlerin olusumunu dogrudan etkiler (Liu vd. 2024). Bunlarin yani
sira, gidalarda biyojen olusumunu etkileyen diger faktorler ise; substratlarin mevcudiyeti
(amino asitler), atmosferik kosullar, NaCl i¢erigi ve fermente edilebilen karbonhidratlarin
varlig1 olarak belirtilmistir (Durak-Dados vd. 2020; Akan ve Demirag, 2018).

Fermente gidalarda, biyojen amin olusumu tizerine etkili olan en 6nemli faktorlerden biri
sicakliktir. Diisiik sicakliklarda hem mikrobiyel gelisim hem de enzim aktivitesinin
azalmasi, biyojen amin sentezini sinirlar. Buna karsin, ortam sicakligmin artmasi ile
gidada biyojen amin birikimi artar (Akan ve Demirag, 2018). Mikroorganizmalarin amino
asit dekarboksilasyonu 20 °C ile 37 °C sicaklik arasinda hizli gergeklesir ancak, bu
enzimler 40 °C’nin iizerinde aktivite gosteremezler (Fong vd. 2020; Akan ve Demirag,
2018). Ayrica, ortam sicakligimin 5 °C'den diisiikk olmas1 biyojen amin {iretimini 6nemli
olgtide azaltir (Sahu vd. 2015).

Bargossi vd. (2015), Enterococcus faecalis'in tirozin dekarboksilaz aktivitesinin 30 ile
37°C arasindaki bir sicaklikta optimum aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir.
Bununla birlikte, Santos (1996) Enterobacter cloacae’nin putresin biyosentezini 24
saatlik inkiibasyondan sonra 20°C sicaklikta saptamistir. Bu baglamda, biyojen amin
sentezi i¢in optimum sicaklik degerlerinin bakteri tiirlerine gore degisiklik gosterdigi
ortaya ¢ikmistir (Akan ve Demirag, 2018).

Asitlik (pH), biyojen amin sentezini etkileyen bir diger énemli faktorlerden biridir
(Durak-Dados vd. 2020). Ciinkii, pH gidalarda mikrobiyel gelisimini engelledigi gibi,
enzim iretimi veya aktivitesini de durdurabilir (Akan ve Demirag, 2018). Dekarboksilaz

enzim aktivitesi, asidik kosullarda daha yiiksektir (Durak-Dados vd. 2020).
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Mikrorganizmalarin amino asit dekarboksilasyonu, 20 °C ile 37 °C arasindaki
sicakliklarda ve pH 4.0 ile 5.5 arasinda degisen asit ortamlarinda daha hizli gergeklesir
(Fong vd. 2020; Sahu vd. 2015). Diisiik ortam pH’1 daha yiiksek biyojen amin igerigi ile
iliskiliyken; diisiik sicakliklar hem bakteri gelisimini, hem de dekarboksilaz aktivitesini

azaltigi belirlenmistir (Sahu vd. 2015).

Gidalarda fermantasyon pH’nin diismesine ve dolayisiyla, laktik asit bakteri grubunun
dekarboksilaz aktivitesinin artmasina sebep olmaktadir. Ortamdaki % 3.0 (w/v)’ten fazla
glukoz konsantrasyonunun dekarboksilaz enzim aktivitesini engelledigi ancak, ortamdaki
% 2.0 - 0.5 (w/v) arasindaki seker konsantrasyonlarinin amin olusumu i¢in optimum
oldugu bildirilmistir (Akan ve Demirag, 2018). Buna karsin, artan tuz konsantrasyonlari

dekarboksile edici mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini azaltir (Gardini vd.

2016).

Sonug olarak, fermente gidalarda ortam sicakliginin 20-37 °C arasinda degismesi, ortam
pH’min 4-5.5 degerleri arasinda olmasi ve gidanin bir graminda >10° amin olusmasini
saglayan mikroorganizma olmasi, biyojen amin sentezini pozitif yonde etkiler (Akyol vd.
2015; Sahu vd. 2015). Buna karsin, ortamdaki tuz miktar1 %5’ten yiliksek ise amin
olusumunu negatif yonde etkiler (Akyol vd. 2015).

2.3 Amino Asit Dekarboksilaz Ureticisi Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar arasinda, amino asit dekarboksilaz aktivitesine sahip olma yetenegi
yaygin bir 6zellik degildir. Ancak, gida teknolojisinde kullanilan bakteri suslarinin bir
cogunda bu yetenek mevcuttur (Durak-Dados vd. 2020). Biyojen amin sentezi; maya,
Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerle siklikla iligkilendirilmektedir (Akan ve
Demirag, 2018). Bu nedenle, gesitli maya tiirleri ve Morganella moorganii, Escherichia
coli vb. Gram-negatif bakterilerinde tiretici oldugu belirlenmistir. Buna karsin, fermente
gidalar s6z konusu oldugunda bu bakteri grubu fermantasyon siirecinin kendisi nedeniyle
siklikla inhibe edilir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014). Bununla birlikte, 6zellikle
laktik asit bakterileri (LAB) en verimli tiramin, histamin, putresin ve kadaverin iireticileri
olarak kabul edilmektedir (Barbieri vd. 2019).
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LAB; gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, hava toleransl, kok veya gubuk
sekilli organizmalardir. Aside karsi toleranslidirlar ancak, gelismeleri igin amino asit,
vitamin, niikleik asit ve mineral gibi bilesenlere ihtiya¢ duyarlar. Bu bakteri grubu, hem
glikoliz yoluyla esas olarak laktik asit iireten homo-fermentorleri; hem de laktik asit
disinda etanol, karbondioksit ve asetik asit gibi 6nemli miktarlarda fermantasyon iriinleri
veren hetero-fermentdrlere sahiptir (Ozogul ve Hamed, 2018). Genellikle giivenli kabul
edilen mikroorganizma grubu olmasina karsin, biyojen amin gibi toksik bilesik tiretme
kapasitesine de sahiptirler. Ozellikle, fermente gidalarda starter kiiltiir olmayan LAB,
biyojen aminleri gidalarda biriktirebilir. Laktobasil, enterokok, laktokok, streptokok ve
pediokok cinsleri bu bilesiklerin yiiksek seviyelere ulagsmasina neden olabilir (Barbieri
vd. 2019).

2.3.1 Enterokoklar

Enterococcus cinsi, laktik asit bakterilerinin en tartismali grubudur (Moreno vd. 2006).
Bu cins, Nitelikli Giivenlik Karinesi (Qualified Presumption of Safety -QPS) listesi i¢in
onerilmemesi ve GRAS statiisiine sahip olmamasi Sebebiyle, insan tiikketimi i¢in heniiz
giivenli olarak siniflandirilmamistir. Ancak, bu cinse ait tiirlerinin ¢ogu, bir dizi viriilans

faktorii ve antibiyotik direncine sahiptir (Barbieri vd. 2019).

Enterokoklar genellikle 10 ila 45 °C arasindaki sicakliklarda gelisme gosterirler ancak,
optimum 35 °C sicaklikta gelisirler. Ayrica, 60 °C'de yarim saat isitilarak hayatta
kalabilirler ve pH 9,6'da %6,5 NaCl varliginda olaganiistii ekolojik uyum saglarlar
(Moreno vd. 2006). Diger yandan, baz1 suslar1 probiyotik 6zellikler géstermesinin yant
sira, bozulmaya neden olan bakteriler ilizerinde genis kapsamli etkinlige sahip
bakteriyosinleri biyosentezleme yeteneklerine de sahiptir (Barbieri vd. 2019; Moreno vd.
2006).

Fermente gidalardaki enterokok varligi, genellikle tiramin ve putresin tretimi ile
iligkilendirilmistir (Jiménez vd. 2013; Barbieri vd. 2019). Cig kegi siitiinden izole edilen
enterokok suslari, substrat olarak kullanilan tirozin ve fenilalanin aminoasitleri ile

dekarboksilaz aktivitesi gostermistir (Perin vd. 2017). Buna karsin, Kalhotka vd. (2012)
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keci siitiindeki Enterococcus faecium, E. durans ve E. mundtii tiirlerinin sicaklik ve
inkiibasyon siiresine bagli olarak tirozini dekarboksile ettiklerini bildirmislerdir. Yapilan
bir baska 6rnekte ise, Landeta vd. (2013) Ispanyol kuru kiirlenmis sosislerinden izole
edilen Enterococcus faecium suslarinin  %79'unun tiramin sentezledigini rapor

etmislerdir.

2.3.2 Laktobasiller

Laktobasiller, karbonhidrat fermantasyonunun ana metabolik son iiriinii olarak laktik asit
ireten katalaz negatif, Gram pozitif mikroorganizmalardir. Bu cinsin en temsili tiirlerinin
gida fermantasyonunda uygulanmalari bilinmektedir ve spesifik tiirlerinin probiyotik

ozelliklere sahip oldugu kabul edilmistir (Pot vd. 2014).

Laktobasiller, farkli fermente gidalarda giiclii biyojen amin iireticileri olarak tespit
edilmistir (Spano vd. 2010; Hugas vd. 1993). Hugas vd. (1993) fermente kuru sosislerden
cogunlugu Lactobacillus sake olmak tizere sirasiyla Lb. curvatus, Lb. plantarum tiirlerini
biyojen amin iireticisi olarak tanimlamiglardir. Benzer bir sonug, Bover-Cid vd. (2001)
tarafindan etten izole edilen Lactobacillus curvatus, Lb. sakei ve Lb. plantarum’da
gozlemlenmistir. Tiramin, 6zellikle Lactobacillus curvatus olmak tizere, bu bakteriler
tarafindan {iretilen temel amindir. Ancak, bu cinse ait diger tiirlerin de feniletilamin,

triptamin, putresin ve kadaverin tirettigi saptanmistir (Hugas vd. 1993).

2.3.3 Laktokoklar

Laktokoklar, siit endiistrisinde yer alan en Onemli laktik asit bakterileri arasindadir.
Ciinkii, bir¢cok fermente siit tiriiniiniin tiretiminde kritik bir role sahiptir. Starter kiiltiir
olmalarinin yan1 sira, gida endiistrisinde biyo-koruyucu kiiltiirler olarak da

onerilmiglerdir (Barbieri vd. 2019).

Genel olarak giivenli (GRAS) statiisiine sahip olmalarina ragmen, bazi Lactococcus lactis

suslarinin  amino-biyojenik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Geleneksel
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peynirlerden ve endiistriyel koleksiyonlardan elde edilen Lactococcus lactis subsp. lactis
ve Lactococcus lactis subsp. cremoris suslarmin putresin sentezledigi tespit edilmistir
(Ladero vd. 2011). Buna karsin, Ertiirkmen ve Oner (2015) 7 adet beyaz peynir
orneginden izole ettikleri Lc. lactis spp. lactis ve Lc. lactis spp. cremoris izolatlarinin
histamin, triptamin, kadaverin ve putresin biyojen aminlerinin  higbirini

sentezleyemediklerini belirlemislerdir.

2.4 Fermente Zeytin

Zeytin; aci tadi, diigiik karbonhidrat icerigi (%2,5-6 w/w) ve yiiksek yag igerigi (%10-15
wi/w) ile karakterize edilen sert ¢ekirdekli bir meyvedir. Sahip oldugu aci tat, basta yirtici
hayvanlara karsi savunma rolii oynayan oleuropein olmak iizere fenolik bilesiklerin
varligindan kaynaklanmaktadir. Bir takim fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
dontigiimlerden sonra, soz konusu sert ¢ekirdekli meyveler duyusal agidan gekici hale
gelirler (Portilha-Cunha vd. 2020). Dolayisiyla, zeytin meyvesini lezzetli hale getirmek
icin salamura/, fermantasyon gibi ¢esitli yontemler gelistirilmistir (Medina-Pradas ve
Arroyo-Loépez, 2015).

Sofralik zeytin iiretimi, dogal mikroorganizmalarin varligi nedeniyle spontan olarak
baglar. Fermantasyon siirecindeki mikrobiyel ekosistem ise olduk¢a karmasik ve
degiskendir. Fermantasyon dinamigi, i¢ ve dig faktorlere ek olarak yerli mikrobiyotanin
kendisi tarafindan belirlenir ve son iiriiniin kalitesi degiskenligini korur (Portilha-Cunha
vd. 2020). Fermente sofralik zeytinlerin uzun bir mikrobiyel giivenlik gegmisi olmasina
ragmen, biyojen aminler gibi biyolojik tehlikeler olusabilirler (Medina-Pradas ve Arroyo-
Lopez, 2015).

Sofralik zeytin: 'Uygun zeytin ¢esitlerinden elde edilen, dogal aciligin1 gidermek igin
islenen ve tilketime kadar salamurali ve/veya salamurasiz muhafaza edilen iiriin' olarak
tanimlanmaktadir (Medina-Pradas ve Arroyo-Lopez, 2015). Diinya Zeytin Cesitleri
Katalogu, yaklasik 2500 zeytin ¢esidi oldugunu bildirmektedir. Ancak, bunlarin sadece
%10'u ticari olarak kabul edilebilir ve segilen kullanimlar1 (sofralik, yaglik veya her ikisi)

farkli parametreler tarafindan belirlenir. Bes biiyilik tretici lilkede kullanilan baglica
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sofralik zeytin gesitleri, Ispanya i¢in Gordal, Manzanilla ve Hojiblanca; Misir i¢in Aggezi
Shami, Hamed ve Toffahi; Tiirkiye icin Gemlik, Memecik ve Memeli; Yunanistan i¢in
Konservolia, Chalkidiki ve Kalamon; Cezayir i¢in Azeraj ve Sigoise’dir (Conte vd.
2020).

2.4.1 Fermente zeytinlerle iliskili mikrobiyota

Zeytin fermantasyonunun birincil amaci, koruma etkisi elde etmek ve islenmis zeytinin
organoleptik 6zelliklerini iyi yonde gelistirmektir. Laktik asit ve diger organik asitleri
iiretebilen homo ve hetero-fermentatif laktik asit bakterileri, fermente zeytindeki en
onemli bakteri grubudur. Lactobacillus, Pediococcus ve Streptococcus gibi homo-
fermentatif ve Leuconostoc ve Lactobacillus'un bazi iiyeleri gibi hetero-fermentatif laktik
asit bakterileri, zeytinde yaygin olarak tespit edilen cinslerdir (Bleve vd. 2015).

Fermantasyon sirasinda laktik asit bakterilerinin rolii ayrintili olarak arastirilmistir.
Yapilan ¢alismalarin ¢ogu, zeytin 6rneklerinden izole edilen ana cinsin Lactobacillus
oldugunu ve genellikle Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus tiirlerinin
baskin oldugunu gostermistir (Perpetuini vd. 2020; Hurtado vd. 2012). Buna karsin,
zeytin c¢esidi, isleme yontemleri ve cografi kokene bagli olarak diger cinsler de

fermantasyon sirasinda 6nemli bir rol oynayabilir (Hurtado vd. 2012).

2.4.2 Fermente zeytinde biyojen amin

Fermente triinlerde, baz1 laktik asit bakterileri (LAB) asidik ortama kars1 bir hayatta
kalma mekanizmasi olarak biyojen amin iiretirler (Visciano ve Schirone, 2022; Emer vd.
2021). Bakteriyel dekarboksilaz aktivitesine sahip bu mikroorganizmalarin etkisiyle,
sofralik zeytinlerde biyojen amin gibi bir biyolojik tehlike olusabilir. Ancak,
fermantasyon sonunda Codex alimentarius Standardi 66—1981'e gore; ‘fermente iiriin,
sagliga zararli olacak miktarlarda mikroorganizma ve parazitlerden arindirilmis olmali ve
mikrobiyel kaynakli, saglik i¢in tehlikeli olan madde igermemelidir’ (Medina-Pradas ve
Arroyo-Loépez, 2015).
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Zeytinde biyojen amin, ilk olarak yesil sofralik zeytinlerdeki “zapatera” bozulmasi ile
tanimlanmistir (Hornero-Mendez ve Garrido-Fernandez, 1997). Daha sonra yapilan
calismalar ile fermente zeytinde biyojen amin kesfi ilerlemistir. ilk olarak, Ifiigo ve Abad
(1983) yesil sofralik zeytinlerde 0.5 ila 2.0 ppm arasinda c¢ok diisiik histamin
konsantrasyonlar1 saptamiglardir (Hornero-Mendez ve Garrido-Fernandez, 1997). Daha
sonra, Garcia-Garcia vd. (2000) yesil zeytinlerde, salamura dénemi boyunca biyojen
amin konsantrasyonunun arttigin1 ve putresinin (maksimum 70.7 mg/Kg) en yiiksek
konsantrasyona sahip biyojen amin oldugu belirlemislerdir. Yakin zamanda yapilan bir
baska ¢alismada ise, zeytin ¢esitlerinde tiramin ve histamin tespit edilmemis ancak, diisiik

konsantrasyonlarda da olsa kadaverin ve putresin saptanmistir (Tufariello vd. 2019).

2.5 Biyojen Aminlerin Tayinini Iceren Teknikler

2.5.1 Biyojen aminlerin dogrudan tespit teknolojisi

Biyojen aminler, gidalarin kalite ve tazeliklerini bilmek, iiretim siireclerini izlemek ve
esas olarak, gida giivenliginin kontrolii i¢in 6nem arz ederler. Fermente {iriinlerde biyojen
amin tayini, karmasik matrislerde diisiik konsantrasyonlarda bulunmalar1 ve kimyasal
yapilarinin ¢esitliligi nedeniyle kolay degildir (Ordofiez vd. 2016). Biyojen aminlerin
kalitatif ve kantitatif tayini i¢in; yliksek performansl sivi kromatografisi (HPLC); siv1
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS); ince tabaka kromatografisi (TLC), iyon
degistirme kromatografisi (IEC); gaz kromatografisi (GC) dahil olmak iizere ¢esitli
kromatografik yontemler kullanilir (Simon Sarkadi, 2019; Anli vd. 2004). Bununla
birlikte, spektrofotometri ve kapiler elektroforez (CE) gibi ¢esitli analitik yontemler de
kullanilmaktadir. Biyosensorler ve enzime bagli immiinosorbent testleri (ELISA) dahil
olmak tizere immiinolojik testler ise fermente gidalarda biyojen aminlerin tespiti i¢in

nispeten daha modern araglardir (Simon Sarkadi, 2019).

Biyojen aminlerin tespiti i¢in kullanilan yontemler; hassasiyet, segicilik ve numune
hazirlama kolayligi, ayirma hizi ve analiz maliyeti agisindan farklilik gosterirler (Simon
Sarkadi, 2019). Mevcut yontemler arasinda HPLC, biyojen amin tayini icin siklikla
kullanilan tekniktir (Simon Sarkadi, 2019; Anl1 vd. 2004). HPLC; mobil faz, sabit faz ve
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numune arasindaki etkilesimin tiiriine bagli olarak normal faz, ters faz kromatografisi
veya iyon eslestirmeli ters faz kromatografisi olmak iizere ¢esitli ayirma mekanizmalarina

sahiptir (Simon Sarkadi, 2019).

Biyojen aminlerin belirlenebilmesi i¢in kimyasal bir tiirevlendirme islemi gerekir. Ciinkii,
bu bilesikler goriiniir veya ultraviyole dalga boyu araliklarinda yeterli absorpsiyon
ozelliklerine sahip degildir. Tiirevlendirme islemi, biyojen aminin polaritesini azaltmakta
ve boylece, ters faz modu ve C18 kolonlari ile ayirma daha da giiclenmektedir (Ordofiez
vd. 2016). Tirevlendirme yontemlerine gore, kolon Oncesi ve sonrasi tiirevlendirme
olarak ikiye ayrilirlar. Kolon oncesi tiirevlendirme, numunelerin enjeksiyondan 6nce
islenmesini ifade eder. Boylece ultraviyole veya floresans ile tespit edilebilecek gruplarla
birlestirilebilirler. Kolon sonras: tiirevlendirme ise, numunelerin kromatografik kolonlar
kullanilarak ayrilmasini ve ardindan belirli kosullar altinda tiirev reaktifleri ile reaksiyona
sokulmasini ifade eder. Uretilen tiirev iiriinleri, bir dedektdr yardimiyla tespit edilir.
Tiirevlendirme yontemleri kendi aralarinda karsilastirildiginda, kolon Oncesi

tirevlendirme daha uygun ve ekonomiktir (Ding ve Li, 2024).

Benzoil kloriir, dansil kloriir, o-ftalaldehit, 6-aminokinolil-Nhidroksisiiksinimidil
karbamat, 4-kloro-3,5- dinitrobenzotrifloriir veya dietil etoksimetilenmalonat
tiirevlendirme reaktifi olarak kullanilir. Bu reaktifler arasinda, yaygin olarak tercih edileni
ise dansil kloriir (DNS-CI)’diir (Ordoiiez vd. 2016). Bu bilesik, 6zellikle ultraviyole (UV)
ve floresan (FL) goriniir spektroskopisi ile tespit sistemlerinde kararli tiirevler iretir
(Anlt vd. 2004; Ordofiez vd. 2016). Yaygin olarak kullanilan diger bir tiirevlendirme
reaktifi ise, nispeten ucuz olmasi ve tiirevlerinin stabil olmasi gibi sayisiz avantaja sahip

olan, benzoil kloriirdiir (Ordénez vd. 2016).

Kromatografiye alternatif olarak gelistirilen elektrokimyasal biyosensdr yontemi ise
ilging bir alternatiftir ¢iinkii, 6zel bir enstriimantasyon gerektirmez. Ayrica, numune
temizleme ve tlirevlendirme prosediirlerine ihtiyag duymadiklarindan daha az zaman
alirlar (Ordonez vd. 2016). Ekonomik, basit ve hizli bir alternatif sunan, hassas ve saglam
cihazlardir (Vasconcelos vd. 2021). Bu teknigin diger 6nemli bir avantaji da yerinde

analiz i¢in kullanilmasidir (Ordofiez vd. 2016). Immiinoanaliz (IA) ydntemi, antikor ve
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antijenin spesifik immiin reaksiyonlarina dayanan hizli analitik bir yontemdir (Ding ve
Li, 2024). ELISA testi ise, yliksek duyarlilik, hassasiyet ve standardizasyon potansiyeli
yiiksek bir tekniktir. Ancak, az sayida numune igin zaman alic1 ve pahali olabilir (Ordofiez
vd. 2016).

2.5.2 Biyojen aminlerin tespiti icin molekiiler teknolojiler

Molekiiler teknikler, biyojen amin iireten bakterilerin varligini analiz etmek i¢in kolay,
giivenilir ve hizli yontemler sunarlar. Dolayisiyla, gida kaynakli bakterilerin tespiti ve
tanimlanmasina yonelik molekiiler yontemler, geleneksel kiiltiir yontemlere kars1 daha

onemli bir alternatiftir (Landete vd. 2007).

Molekiiler yontemler, fermente iirtinlerde biyojen amin iireten bakterilerin varligina ve
miktarina dayanmaktadir. Fermente gidalarda iretici bakterilerin varligi, genellikle
biyojen aminlerin varligin1 basit ve hizli bir sekilde gosterir. Buna karsin, biyojen amin
tireten bakteri sayisi fermente gidanin biyojen amin igerigiyle mutlak orantili degildir.
Dolayisiyla, biyojen aminlerin tespiti igin yalnizca dolayli bir arag olarak kullanilabilirler
(Ding ve Li, 2024).

Fermente iiriinlerde, biyojen amin ireten bakterilerin bulunup bulunmadigi genellikle
secici bir kiiltlir ortami kullanilarak belirlenir. Bu segici kiiltlir ortamina, bromokresol
purple (kiiltir ortaminda bir asit-baz gostergesi) katilarak tarama yapilir. Ancak,
bakteriler tarafindan {iretilen diger alkali metabolitler test sonuglarini dogrudan
etkileyebilir ve hatali pozitif sonuglar tiretebilir. Bu nedenle, segici ortam bilesiminin
ayarlanmasi, yanlis pozitif olasiliginin azaltilmasina yardimer olur. Ek olarak, biyojen
aminlerin varligi, amin iireten bakterilerdeki amino asit dekarboksilaz geninin tespit

edilmesiyle de kolayca kanitlanabilir (Ding ve Li, 2024).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), amin iireten bakterilerin tespitinde siklikla kullanilan
molekiiler yontemdir (Ding ve Li, 2024). Bu yontem, sonu¢ almayi hizlandirir ve

bakterilerin gelismesini dnlemek i¢in kontrol 6nlemlerinin alinmasini saglar (Landete vd.
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2007). Buna karsin, tek bir PZR testi yalnizca tek bir biyojen amin tireten bakteriyi tespit
edebilir. Dolayisiyla, birden fazla amin iireten bakterileri ayni anda tespit etmek igin
coklu-multipleks PZR teknolojisi kullanir (Ding ve Li, 2024). Bu yontem ile putresin,
kadaverin, tiramin ve histamin sentezleyen gida kaynakli bakterilerin es zamanli tespiti
saglanir (Mohedano vd. 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Gida ornekleri

Tez calismasi kapsaminda, farkli illerdeki gesitli yerel pazarlarda satisa sunulan ve
geleneksel yolla tiretimi yapilmig fermente yesil ve siyah zeytin Ornekleri galisma
materyali olarak kullanilmistir. Zeytin numuneleri, steril drnekleme kaplarina alinmis ve
soguk zinciri korunarak Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvarlari’na ulastirilmigtir. Temin edilen 6rneklere

depolama islemi uygulanmamustir.

Bu baglamda, Agustos 2021-Haziran 2022 tarihleri arasinda dogal fermantasyonla
iiretilen 44 ¢esit yesil ve 19 ¢esit siyah zeytin ¢alisma materyali olarak kullanilmistir.
Orneklerin 6’s1 Mersin, 12’si Bursa, 16’s1 Antalya, 22’si Kocaeli ve 7’si ise Mugla ilinden

getirilmistir.

3.1.2 Kimyasallar ve besiyerleri

LAB’n izolasyonu ve gelisimi i¢in; Kanamisin Eskulin Azide Agar (Merck, Almanya),
MRS Agar (de MAN, ROGOSA and SHARPE) (Merck, Almanya), M-17 Agar (Merck,
Almanya) ve Triptik Soy Agar (Merck, Almanya) besiyerleri kullanilmistir.

Kullanilan s1v1 besiyerleri ise; BHI Broth (Brain Heart Infusion) (Merck, Almanya), MRS

Broth (Merck, Almanya), M-17 Broth (Merck, Almanya) ve Triptik Soy Broth (Merck,
Almanya)’dir.
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L—Histidine, L-Lysine, L-Omithine monohydrochloride, L-Typtophan ve L-Tyrosine

aminoasitleri Sigma Aldrich’den saglanmistir.

L-Histidine Reagent Plus, >99% (TLC) (Sigma Aldrich), L-Lysine >98% (TLC) (Sigma
Aldrich), L-Ornithine monohydrochloride >99% (Sigma Aldrich), L-Tyrosine Reagent
Grade, >98% (HPLC) (Sigma Aldrich), L-Typtophan Reagent Grade, >98% (Sigma

Aldrich) ise biyojen aminlerin standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in kullanilmisgtir.

Amonyum asetat ve perklorik asit (%70’lik) Supelco’dan; asetonitril, bromocresol
purple, dansil kloriir, maya ekstrakti, sodyum bikarbonat ise Sigma Aldrich’den
saglanmistir. Ayrica, D(+)-Glukoz, etanol, gliserol, Gram-boyama seti, hidrojen peroksit,
hidrojen kloriir, pepton, sodyum hidroksit, sodyum kloriir kimyasallar1 ise Merck

(Darmstadt, Almanya)’dan saglanmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 LAB izolasyonu

Aseptik kosullar altinda laboratuvara getirilen yesil ve siyah zeytin 6rnekleri, herhangi
bir depolama siireci olmaksizin ayni giin iginde analiz edilmistir. Ik olarak, zeytin
orneklerinden cekirdekler uzaklastirilmigtir. Meyve kismindan 10 gram tartilip, {izerine
90 mL %0,85’1ik NaCl ¢ozeltisi eklenmis ve stomacher yardimiyla homojenize edilmistir.
Daha sonra, &rneklerin seri diliisyonlar1 (10°, 107, 10?) %0,85'lik NaCl ¢ozeltisi

kullanilarak hazirlanmistir.

Hazirlanan diliisyonlarin her birinden 100’er pL alinmis ve MRS Agar’a yayma plak
yontemine gore ekim yapilmistir. 18-48 saat, 35-37°C’de inkiibasyona birakilan petri
kutusundaki mat diizgiin kenarli, krem renkli koloniler muhtemel laktobasil olarak
degerlendirilmistir. Saf kiltir elde etmek amaciyla, laktobasil morfolojisi gdsteren
koloniler nokta ekim yontemine gore tekrar aymi kati besiyerine aktarilmistir. Bu

asamada, petriler 24 saat siireyle 35-37°C’de tekrar inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
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inkiibasyon sonunda secilen koloniler, MRS broth ortamina aktarilmis ve saf kiiltiir elde

edilmistir (Ertiirkmen ve Oner, 2015; Akoglu vd. 2017).

Ortamda bulunabilecek olan diger LAB suslarmi da goézden kag¢irmamak adina,
Enterococcus spp. suslarinin izolasyonu i¢in Kanamisin Eskulin Azid Agar (KAA) ve
Lactococcus spp. suslart igin ise M-17 Agar besiyerlerine yayma plak yontemine gore
ekim yapilmistir. Sirasiyla, 18-24 saat 37°C sicaklikta (Karaalioglu vd. 2019) ve 18-48
saat 30°C’de (Biiylikyoriik ve Soyutemiz, 2010) inkiibasyona birakilan petrilerde gelisen
koloniler, muhtemel enterekok ve laktokok olarak degerlendirilmistir. Ardindan gelisen
koloniler, nokta ekim yontemine gore Triptik Soy Agar ve M-17 Agar’a saf kiiltiir elde

etmek amaciyla aktarilmistir (Biyiikyoriik ve Soyutemiz, 2010).

3.2.2 izolatlarimin morfolojik yolla 6n tanmimlamasinin yapilmasi

Saflik kontrolleri yapilan LAB izolatlariin; Gram reaksiyonu, mikroskobik goriiniimii

ve katalaz aktiviteleri incelenmistir (Ertiirkmen ve Oner, 2015).

3.2.2.1 Gram boyama

Inkiibasyon siiresi sonunda, tipik LAB 6zelligi (muntazam olmayan bir yap1, mat, kii¢iik
ve krem renginde) gosteren koloniler segilerek gram boyama yapilmis ve 1sik
mikroskobunda incelenmistir. Gram (+), basil veya kok morfolojisine sahip suslar LAB

tiyesi olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000).

3.2.2.2 Katalaz testi

MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe) Agar, Triptik Soy Agar ve M-17 Agar besiyerlerinde
inkiibe edilerek saflastirilan kolonilerden, lam tizerine tek bir koloni aktarilmistir. 1 damla
H20- (hidrojen peroksit) ¢ozeltisi koloni tizerine damlatilarak kabarcik ¢ikisinin olup

olmadig1 gozlenmistir. Kabarcik olusturan suslar katalaz (+), olusturmayanlar ise katalaz
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(-) olarak degerlendirilmistir. Katalaz (-) ve Gram (+) izolatlar, LAB olarak

dogrulanmistir (Norris vd. 1981).

3.2.3 LAB suslarmmin aminoasit dekarboksilaz aktivitesinin belirlenmesi

Laktik asit bakterisi (LAB) olarak tanimlanan suslarin biyojen amin iireticisi olup
olmadig1 dekarboksilaz testi ile belirlenmistir. Calisma kapsaminda, fermente zeytindeki
laktokok, laktobasil ve enterokok suslari tarafindan yaygin olarak iretilen tiramin,
triptamin, histamin, kadaverin ve putresin hedef biyojen amin olarak saptanacaktir. Bu
amagcla, aminoasit dekarboksilaz testi ayri ayri broth ortamlarinda uygulanmistir. Bu test,
Bover-Cid ve Holzapfel (1999) tarafindan gelistirilmistir ve prekiirsor amino asitlerin 1
g/L nihai konsantrasyonunu igeren dekarboksilaz broth tarama ortami {izerinde
yapilmistir. Kadaverin i¢in lisin, histamin i¢in histidin, putresin i¢in ornitin, tiramin i¢in
tirozin ve triptamin igin triptofan aminoasitleri prekiirsor aminoasit olarak kullanilmistir

(Bover-Cid ve Holzapfel, 1999).

Dekarboksilaz broth besiyerinin hazirlanisi

Temel Besiyeri Igerigi:
Bromocresol purple: 0,02 g
Dekstroz: 1 g

Maya ekstrakti: 3 g
Pepton: 5¢g

Prekiirsor amino asit: 5 g
Destile su: 1000 mL

*Kullanilan prekiirsor amino asitler: L-tirozin, L-lisin, L-ornitin, L-histidin, L-triptofan

Amino asit Onciileri ilave edilmeden, temel besiyeri igerikten hazirlanmistir. Daha sonra,
hazirlanan temel besiyeri ortamina prekiirsor amino asitlerden ayri1 ayri eklenerek
karigtirilmistir. Son olarak, IN NaOH veya 1N HCI kullanilarak besiyeri pH’1 6.78-6.82
arasinda olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen sivi besiyerleri, esit hacimlerde (10
mL) deney tiiplerine dagitildiktan sonra 121°C’de 15 dakika boyunca otoklavlanmistir
(Ytceer, 2015).
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MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe) broth, M-17 broth ve Triptik Soy broth ortaminda
gelistirilen 6n kiiltiiriin bir kism1 (0.1 mL; ODegoo nm = 0.50) farkli aminoasit 6nciillerini
iceren sivi besiyeri ortamlarina asilanmistir. Aerobik kosullar altinda kiiltiirler, M-17
broth i¢in 30°C’de; MRS broth ve Triptik Soy broth i¢in 35-37°C’de 4-5 giin inkiibe
edilerek renk degisimleri gozlenmistir (Mete vd. 2017).

Sekil 3.1 Biyojen amin iireticisi izolatlarin, aminoasit iceren dekarboksilaz broth
besiyerinde kontrol grubuna gore renk degisimi

Aminoasit icermeyen kontrol tiipiindeki ortam, sar1 renktir. Her bir 6nciil aminoasit iceren
tiipteki ortamin sarimsi-yesilden mora doniismesi biyojen amin olusumu bakimindan
pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.1). Buna karsin, ortam renginin sar1 kalmasi

negatif reaksiyonu ifade eder (Bover-Cid ve Holzapfel, 1999).

3.2.3.1 Stok Kkiiltiirlerin hazirlanmasi

Biyojen amin iireticisi olarak tanimlanan saf kiiltiirler, %20 gliserol iceren MRS broth,
M-17 broth, Triptik Soy broth ve/veya BHI broth ortaminda siispansiyon edilmistir. Stok
kiltirler, 1.5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak -18°C‘de saklanmustir.
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3.2.4 LAB izolatlarimin biyojen amin iiretim miktarlarmm HPLC metodu ile
belirlenmesi

LAB’m trettigi triptamin, tiramin, kadaverin, putresin ve histamin konsantrasyonlarini
belirlemek amaciyla HPLC analizi Eerola vd. (1993) tarafindan 6nerilen yontem ile
yapilmistir. Analiz igin ilk olarak, aktiflestirilen stok kiiltiirlerin 10 mL Triptik Soy broth,
MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe) broth veya M-17 broth icerisinde 5 giin siireyle inkiibe

edilerek biyojen amin sentezlenmesi beklenmistir.

3.2.4.1 HPLC cihazi

Calismada, faydalanilan HPLC cihazin 6zellikleri ve kromatografi ¢alisma kosullari

Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Sekil 3.2 HPLC cihaz

27



Cizelge 3.1 HPLC cihazinin 6zellikleri ve kromatografik kosullar

HPLC

HITACHI LACHROM ELITE (Tokyo, JAPONYA)

Kolon

C 18 (Inertsil ODS-3,5 um (250x4.6 mm)

Kolon firmi

L-2300 Column Oven

Kolon firin1 sicaklig

40 °C

Degasser Otomatik vakum

Dedektor tipi DAD (Diode Array Detector)
Dalga boyu 210 nm

Akis hizi 1.3 mL/dakika

Mobil faz Coziicti faz A: Amonyum asetat

Coziicii faz B: Asetonitril (%90-%50 16 dakika,
%90-%10 16-22 dakika,
%50 post run 22-30 dakika)

Enjeksiyon miktari

20 uL

Sure

35 dakika

3.2.4.2 Biyojen amin standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Biyojen amin standart ¢6zeltileri analizin yapildigi giin hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler 1
mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Bu nedenle, histamin dihidrokloriirden 41,43 mg;
putresin dihidrokloriirden 45,72 mg; kadaverin dihidroklortirden 42,87 mg; tiramin
hidrokloriirden 31,65 mg ve triptamin hidrokloriirden 30,69 mg tartildiktan sonra saf su

icerisinde ¢oziindiiriilerek 25 mL'ye tamamlanmustir (Eerola vd. 1993).

Calisma ¢ozeltisi 1: her biyojen aminin stok ¢ozeltisinden 1 mL alindiktan sonra, distile

suile 10 mL’ye tamamlanarak elde edilmistir. Bu ¢6zeltinin konsantrasyonu, her bir amin

icin 100 ppm (100 pg/mL)’dir (Eerola vd. 1993).

Calisma ¢ozeltisi 2: her bir biyojen amin i¢in hazirlanan Calisma Co6zeltisi 1’den 1 mL

almarak, saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak elde edilmistir. Elde edilen ¢o6zelti

konsantrasyonu 10 ppm (10 ug/mL)’dir (Eerola vd. 1993).
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3.2.4.3 Mobil faz

Mobil faz A: 7,708 g amonyum asetat distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Cozelti, filtre

ve vakum siizme aparati kullanilarak stiziilmiistiir.

Mobil faz B: Asetonitril ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, vakum siizme aparati ve

0,45 pm filtre kullanilarak siiziilmiistiir.

0,1 mol/L Amonyum Asetat : Asetonitril karisimm (1:1, v:v): Asetonitril ve amonyum

asetat esit hacimlerde olacak sekilde karistirilarak hazirlanmastir.

HPLC analizi sirasinda asagidaki kimyasal ¢ozeltiler hazirlanmistir;

o NaHCOs (Doymus sodyum bikarbonat) ¢ozeltisi : 20 g NaHCO3, 60 mL destile
su ile karistirilmis ve su banyosunda 1sitilarak doymus ¢ozelti elde edilmistir.

o NaOH (Sodyum hidroksit) ¢ozeltisi : 8,0 g NaOH 100 mL’lik 6l¢iilii balona
aktarilmigtir. Balondaki isaret ¢izgisine kadar destile su eklenmistir.

o NHs (Amonyak) ¢ozeltisi : %25°lik NHz ¢6zeltisi hazirlanmistir.
o Dansil Kloriir c¢ozeltisi: 200 mg dansil kloriir, 20 mL aseton igerisinde
¢cOziilmustiir.

. HCIO (Perklorik asit) ¢ozeltisi (%70-72) : 40 mL HCIO, 1000 mL'lik bir dlgiilii

balonda isaret ¢izgisine kadar destile suyla seyreltilerek hazirlanmistir.

3.2.4.4 Ornek hazirlama ve tiirevlendirme

Calismada numune olarak, 10 mL’lik brothlara 30°C’de 4-5 giin siireyle inokiile edilmis
toplam 72 adet LAB izolat: kullanilmustir. Inkiibasyon siiresi i¢inde suslarin hedef biyojen
aminleri tiretmesi beklenmistir. Besiyerinde gelisen kiiltiirlerden 5’er mL alinip 15
mL’lik kapakl santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Uzerlerine 10°ar mL perklorik asit ilave
edilerek, 3 dakika boyunca ultra turrax homojenizatérde homojenize edilmistir. Bu

homojenat, 3000 devirde ve 4°C’de sogutmali santrifiijde 10 dk boyunca santrifiij
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edilmistir. Ustteki berrak kistm, Whatman 2 nolu filtre ile 25 mL’lik balon jojeye
aktarilmistir. Ardindan, santrifiij tiiptine 0,4 M perklorik asit ¢ozeltisinden 10 mL
eklenerek vortekste 1 dakika boyunca karistirilmistir. Ayni islem basamaklari, sirasiyla
tekrar uygulanmistir. Son olarak, siiziintii perklorik asit ile 25 mL’ye tamamlanmustir.
Boylece, numune hazirlama iglemi sona ermis ve tiirevlendirme asamasina gecilmistir

(Eerola vd. 1993).

Tirevlendirme asamasinda ilk olarak, 0,5 mL numune 5 mL’lik balon jojelere
aktarilmigtir. Ardindan, numune iizerine sirasiyla 150 uL doymus sodyum bikarbonat
(NaHCO:3) ¢ozeltisi, 100 uLL. 2 N NaOH (sodyum hidroksit) ¢6zeltisi ve 1 mL dansil klorir
karisimdan eklenerek vortekslenmistir. Elde edilen karigim, 40°C'deki etiivde 45 dakika
bekletilmistir. Daha sonra, numunelerin oda sicakligina gelmesi i¢in karanlik bir ortamda
10 dakika tutulmustur. Dansil kloriirii ndtralize etmek amaciyla ¢ozelti {izerine 50 pL
amonyak (NHs) c¢ozeltisinden eklenerek 15 saniye boyunca calkalanmistir. Oda
sicakligina gelen ¢ozelti, amonyum asetat : asetonitril karigimi ile balon jojedeki hacim
cizgisine kadar tamamlanmistir. Karisim, filtreden gegirilerek HPLC viallerine alinmis

ve okuma yapilmstir (Eerola vd. 1993).

3.2.5 Baz1 LAB suslarmin 16S rDNA dizi analizi ile tiir diizeyinde molekiiler tanisi

HPLC cihaz1 yardimiyla yiiksek konsantrasyonda biyojen amin direticisi oldugu
belirlenen bazi LAB suslari, 16S rDNA analizlerine tabi tutularak tir diizeyinde

tanimlanmustir.

3.2.5.1 DNA izolasyonu

e MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe) broth, Triptik Soy broth ve M-17 brothta
gelisen LAB suslarinin genomik DNA izolasyonu i¢in Cell SV mini kiti (Marka:
Gene All, Katalog No: 106-101) kullanilmustir. Oncelikle, bakteri 6rnegi 1.5 mL
mikrosantrifiij tiiplerine alindiktan sonra, {izerine 180 uL (30 mg/mL) lizozim

enzim soliisyonu eklenerek 37°C’de 30 dakika bekletilmistir.
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e Ardindan, sirasiyla 200 uLL BL buffer ve 20 uL Proteinaz K soliisyonu ilave
edilerek 56°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra, sicaklik 70°C’ye
¢ikarilarak 30 dk daha inkiibe edilmistir.

e Karisim {izerine 200 pL absolut etanol eklendikten sonra, karisim kolona
aktarilmigtir. 8000 rpm’de 1 dakika karigim santrifiij edilmistir.

e Kolon iizerine 6nce 600 uL Buffer BW eklenerek 8000 rpm’de, 30 saniye; sonra
700 uL Buffer TW eklenerek 30 saniye daha santrifiij edilmistir.

e Son olarak, kolon iizerine herhangi bir soliisyon eklemeden 14000 rpm’de, 1
dakika daha santrifiij edilmistir.

e Kolon, yeni bir 1.5 mL mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir ve iizerine 200 pL
Buffer AE eklenerek tekrar 14000 rpm’de, 1 dk santrifiij edilmistir.

e Elde edilen DNA 6rnegi -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5.2 16S rDNA gen bolgesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmasi

DNA izolasyonunun sonrasinda PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) asamasina
gecilmistir. Bu reaksiyon i¢in; PCR 2X Master kiti (Marka: WizPure™, Katalog No:
W1401) ve Applied Biosystems™ ProFlex Termalcycler cihazi kullanilmastir.

PZR igin kullanilan mastermix bilgileri, primerler ve reaksiyon kosullari sirasiyla Cizelge

3.2, Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’de belirtilmistir.

Cizelge 1.2 PZR i¢in kullanilan mastermix bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
Geri Primer 0.5 uL
Ileri Primer 0.5 uL
Genomik DNA 2 uL
Distile Su 7 uL
PCR 2X MasterMix Kiti 10 uL

Cizelge 3.3 PZR reaksiyonu i¢in kullanilan primer bilgileri

Primer Ad1 Primer Dizisi
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
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Hazirlanan toplam 20 pL hacmindeki PZR karisimi, steril PZR tiiplerine (0,2 mL)
aktarilmistir. Kullanilan reaksiyon kosullart Cizelge 3.4°te belirtilmistir.

Cizelge 3.4 PZR i¢in kullanilan reaksiyon kosullar1

PZR Reaksiyonu Kosullar:

Adimlar Sicaklik (°C) | Zaman Devir
Denatiirasyon 95 5 dk 1

Cift zincirin agilmasi 95

Primerlerin baglanmasi 52 30sn 30
Zincir uzamasi 72

Son uzama 72 5dk 1

3.2.5.3 PZR iiriinlerinin saflastiriimasi1 (PZR clean-up)

Elde edilen PZR friinlerinin saflastirilmasinda, EXoSAP-IT Express PCR Clean-up
Reagents Kiti (Thermo, Katalog No: 75001.200.UL) kullanilmistir. Clean-up igin
kullanilan mastermix bilesenleri: PZR drtiini (10 uL) ve EX0oSAP-IT (2 pL)’dir.
Reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.5’te belirtilmistir.

Cizelge 3.5 PZR clean-up reaksiyonu kosullari

Adimlar Sicaklik (°C) Zaman Devir
Inkiibasyon 1 37°C 4 dakika 1
Inkiibasyon 2 80 °C 1 dakika 1
Sogutma 4°C - 1

3.2.5.4 16S rDNA gen bolgelerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi

Oncelikle, polimeraz zincir reaksiyonunda amplifiye edilen gen bdlgelerinin elektroforezi
icin %1 agaroz igeren jel hazirlanmistir. Bu jeli hazirlanmak amaciyla, 1 g agaroz 100
mL 1X Tris-Asetat elektroforez tamponu (TEB) igine aktarilmistir. Mikrodalga firm ile
jel icerigi tamamen ¢oziinmiis ve jelin 45-50°C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Daha
sonra, jel ortami elektroforez tankina aktarilmis ve jel i¢ine elektroforez taraklari

yerlestirilmistir. Agarozun polimerize olmasi i¢in oda sicakliginda 30-40 dk beklenmistir.
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Hemen ardindan, elektroforez tankina Tris-Asetat elektroforez tamponu eklenmistir.
Elektroforez taraklari iki ucundan nazikge tutularak, jelden ¢ekilerek alinmistir. Agaroz
jel tzerindeki ilk kuyucuga 2 puL 1 kb’lik DNA ladder marker yiiklenmistir. Diger
kuyucuklara arastirilan 6rneklerden 10’ar u. DNA ornegi ve 1 uL 6X DNA yiikleme
boyasi karisimlar1 yiiklenmistir. Elektroforez islemi, 40-45 dakika siireyle 110 V’luk
elektrik akiminda uygulanmistir. Bu islem, marker boyanin agaroz jel sistemini terk
etmesi ile sonlandirilmistir. Ortamdaki jeller 0,2 pg/mL etidyum bromiir igeren Tris-
Asetat elektroforez tamponu igerisine aktarilarak bir saat boyunca beklenmistir. Boyanan
DNA bantlar1 366 nm dalga boyundaki UV 1sik altinda transliiminator kullanilarak
incelenmistir. Son olarak, Kodak Gel Logic 200 Imaging System cihaziyla agaroz jeller

fotograflanmistir.

Tris-asetat tamponu (1X) (TEB) hazirlanmasi

EDTA 0,37 g
Sodyum Asetat 4,08 g
Tris 4,84 g
Destile Su 1000 mL
pH 8,0+ 0,02

DNA ladder marker ¢ozeltisinin hazirlanmasi

6X DNA yiikleme boyast 1puL
DNA ladder 1ul
Deiyonize su 4 ulL

3.2.5.5 PZR iiriinlerinin dizilenmesi

16S rDNA gen bdlgesine ait PZR iiriinlerinin ¢ift yonlii DNA dizi analizi, hizmet alim1
yoluyla gerceklestirilmistir. Dizi analiz sonuglart BLAST (Basic Local Alingment Search
Tool/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/web) programina aktarilmistir ve LAB suslari
icin NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabaninda yer alan
diziler ile benzerligi karsilastirilmistir. Benzerlik yilizdesi kontrol edilerek, aranan dizi

sirasinin hangi tiire ait olabilecegi tespit edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 LAB Suslarmin izolasyonu ve Biyokimyasal Tanimlanmasi

Tez calismasi kapsaminda Mersin, Bursa, Antalya, Kocaeli ve Mugla illerindeki gesitli
tireticilerden temin edilen 63 fermente zeytin numunesi izolasyon materyali olarak
kullanilmistir. Orneklerden toplam 119 izolat elde edilmistir. Tipik LAB 6zelligi (krem
renginde, mat, muntazam olmayan bir yap, kiigiik) gosteren izolatlara, es zamanl olarak

Gram boyama ve katalaz testleri uygulanmstir.

Zeytin orneklerinden izole edilen suslarin 30’unda tipik Enterococcus spp., koloni
morfolojisi, 46’sinda tipik Lactococcus spp. koloni morfolojisi ve 25’inde tipik
Lactobacillus spp., koloni morfolojisi tespit edilmistir. Mikroskobik incelemede
kokobasil veya kok morfolojisine sahip izolatlar, %20 steril gliserol iceren Brain Heart

Infusion (BHI) broth ortamlarindan eppendorf tiiplerine alinarak -20 °C’de saklanmustir.

. Muhtemel enterokok izolatlarina ‘BA’ kodu,
. Muhtemel laktokok izolatlarina ‘BM’ kodu ve
. Muhtemel laktobasil izolatlarina ‘BR’ kodu verilmistir.

Izole edilen tiim LAB suslarmin biyokimyasal tanimlama sonuglari Cizelge 4.1°de

sirastyla gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 KAA, M-17 ve MRS Agar’dan izole edilen LAB izolatlarinin biyokimyasal
test sonuglari

No Izolat No Gram Katalaz Morfoloji | Zeytin
Boyama | Testi Tipi

1 1BR + - CUBUK |Y

2 1BM + - KOK

3 2BR + + CUBUK |Y

4 2BM + - CUBUK

5 3BR + + CUBUK |Y

6 3BM + - KOK

7 4BR + - CUBUK |Y

8 4BM + - KOK

9 5BR + - CUBUK |Y

10 5BM + - KOK

11 6BR + + CUBUK |Y

12 6BM + - KOK

13 7BR + - CUBUK |Y

14 7BM + + CUBUK

15 8BR + - CUBUK |Y

16 8BM + - KOK

17 9BR + + CUBUK |Y

18 9BM + + KOK

19 10BR + - KOK S

20 10BM + - KOK

21 11BR + - KOK Y

22 11BM + - KOK

23 12BR + - KOK S

24 12BM + - KOK

25 13BR + - KOK S

26 13BM + - KOK

27 13BA + - KOK S

28 14BR + - CUBUK |Y

29 14BM + + KOK

30 14BA + - KOK

31 15BR + + CUBUK |Y

32 15BM + - CUBUK

33 16BR + - CUBUK |S

34 16BM + - KOK

35 17BR + - CUBUK |Y

36 17BM + + KOK

37 18BR + - CUBUK |Y

38 18BM + + KOK

39 19BR + - KOK S
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Cizelge 4.1 KAA, M-17 ve MRS Agar’dan izole edilen LAB izolatlarinin biyokimyasal

test sonuglar1 (devam)

No Izolat No Gram Katalaz Morfoloji | Zeytin Tipi
Boyama | Testi

40 19BM + - KOK S

41 20BR + - CUBUK |Y

42 20BM + - KOK

43 21BR + + CUBUK |Y

44 21BM + - CUBUK

45 22BR + - KOK S

46 22BM + - KOK

a7 23BR + - CUBUK |Y

48 23BM + - CUBUK

49 24BR + + CUBUK |Y

50 24BM + + KOK

! 25BR + - KOK Y

92 25BM + - CUBUK

53 26BR + - KOK S

o4 26BM + - KOK S

95 26BA + - KOK

56 27BR + - CUBUK |Y

57 27BM + - KOK

58 27BA + - KOK

59 28BR + - KOK Y

60 28BM + - KOK

61 28BA + - KOK

62 29BR + - CUBUK |Y

63 29BM + - CUBUK

64 29BA + - KOK

65 30BR + - CUBUK |Y

66 30BM + - CUBUK

67 30BA + - KOK

68 31BR + - KOK S

69 31BM + - KOK

70 32BR + - KOK Y

71 32BM + - KOK

72 33BR + - KOK S

73 33BM + + KOK

74 34BR + - CUBUK |S

75 34BM + + KOK

76 35BR + - CUBUK |Y

77 35BM + - KOK

78 36BR + - KOK S

79 36BM + + KOK
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Cizelge 4.1 KAA, M-17 ve MRS Agar’dan izole edilen LAB izolatlarinin biyokimyasal

test sonuglar1 (devam)

No izolat No Gram Katalaz Morfoloji | Zeytin Tipi
Boyama Testi

80 36BA + - KOK S

81 37BR + - CUBUK |Y

82 37BM + + KOK

83 37BA + - KOK

84 38BR + - KOK S

85 38BM + + KOK

86 39BR + + CUBUK |S

87 39BM + - KOK

88 39BA + - KOK

89 40BR + - KOK Y

90 40BM + + KOK

9 40BA + - KOK

92 41BR + - CUBUK |Y

93 41BM + - KOK

94 41BA + - KOK

95 42BR + - KOK S

96 42BM + - KOK

97 42BA + - KOK

98 43BR + - CUBUK |Y

99 43BM + + KOK

100 44BR + - KOK Y

101 44BM + + KOK

102 45BR + + CUBUK |Y

103 45BM + - KOK

104 46BR + - KOK S

105 46BM + - CUBUK

106 47BR + + CUBUK |Y

107 47BM + - KOK

108 48BR + - CUBUK |Y

109 48BM + - KOK

110 49BR + + CUBUK |S

111 49BM + + KOK

112 50BR + - KOK Y

113 50BM + + KOK

114 51BR + - KOK Y

115 51BM + - KOK

116 51BA + - KOK

117 52BR + - CUBUK |Y

118 52BM + - KOK

119 53BR + + CUBUK |Y

120 53BM + - KOK

121 54BR + + CUBUK | S
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Cizelge 4.1 KAA, M-17 ve MRS Agar’dan izole edilen LAB izolatlarinin biyokimyasal
test sonuglar1 (devam)

No Izolat No Gram Katalaz Morfoloji | Zeytin Tipi
Boyama Testi

122 54BM + + KOK S

123 55BR + + CUBUK |Y

124 55BM + + KOK

125 56BR + + KOK S

126 56BM + + CUBUK

127 57BR + + KOK Y

128 57BM + - KOK

129 58BR + - KOK S

130 58BM + + KOK

131 59BR + - KOK Y

132 59BM + + KOK Y

133 60BR + - KOK Y

134 60BM + + CUBUK

135 61BR + - KOK Y

136 61BM + - KOK

137 62BR + - KOK Y

138 61BM + - KOK

139 63BR + - KOK Y

140 63BM + + KOK

*BR kodlu suslar; MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe Agar), BM kodlu suslar; M-17 Agardan ve BA kodlu
suslar KAA (Kanamisin Eskulin Azid Agar) Agardan izole edilmistir.
*Y: yesil zeytin, S: siyah zeytin

Elde edilen sonuglara gore; zeytin Orneklerinin LAB florasinin yaklasik %14’{ini
enterokok, %29’unu laktobasil ve %58’inin laktokok morfolojisinden olustugu
belirlenmistir. Buna karsin, diinyada ve {lilkemizde yapilan fermente zeytin
calismalarinda, zeytindeki dominant mikrofloranin laktobasil cinsine ait oldugu
Korukluoglu vd. (2002); Tofalo vd. (2012); Hurtado vd. (2012) ve Yal¢inkaya ve Kilig
(2019) tarafindan tespit edilmistir.
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4.2 LAB izolatlarimin Aminoasit Dekarboksilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Zeytin orneklerinden elde edilen toplam 101 izolatin, 6ncelikli olarak biyojen amin
tireticisi olup olmadigi arastirilmistir. Bu baglamda, putresin, kadaverin, histamin, tiramin

ve triptamin hedef biyojen aminler olarak belirlenmistir.

Laktokok, laktobasil ve enterokok suslari tarafindan, hedef biyojen aminlerin iiretilme
durumlar1 Onciil aminoasitleri iceren dekarboksilaz broth ortamlarinda ayr1 ayri
incelenmistir. Bu baglamda, aminoasit iceren sivi besiyerlerinde mor renk olusumu
pozitif reaksiyonu, sar1 renk olusumu ise negatif reaksiyonu ifade etmektedir (Mete,
2011). Aminoasit dekarboksilaz testi Sekil 4.1°de gosterilmistir. Cizelge 4.2°de fermente
zeytin Orneklerinden izole edilen enterekok, laktobasil ve laktokok izolatlarinin

dekarboksilaz aktivite test sonuglar1 gosterilmistir.

Sekil 4.1 Aminoasit dekarboksilaz testi (Tr: tirozin, Lys: lisin, Orn: ornitin, Trp: triptamin
ve His: histidin)
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Cizelge 4.2 Fermente zeytin Orneklerinden izole edilen LAB izolatlarinin aminoasit
dekarboksilaz aktiviteleri

NO IZOLAT | TYR CAD PUT TRP HIS ZEYTIN
NO TiPI

1 1BM ++ +++ +++ +++ - Y

2 1BR - - - - -

3 2BM ++ +++ +++ +++ - Y

4 3BM +++ +++ +++ + - Y

5 4BM +++ - - - + Y

6 4BR + - - + -

7 5BM +++ +++ +++ +++ - Y

8 5SBR - - - - -

9 6BM +++ +++ +++ +++ - Y

10 7BR +++ +++ +++ +++ -

11 8BM ++ ++ +++ + - Y

12 8BR +++ ++ +++ +++ -

13 10BM + +++ +++ + - S

14 10BR +++ +++ +++ +++ -

15 11BM ++ +++ +++ ++ - Y

16 11BR +++ +++ +++ ++ +

17 12BM ++ +++ +++ +++ - S

18 12BR +++ - +++ +++ +++

19 13BM +++ +++ +++ +++ +++ S

20 13BR + - - + -

21 13BA ++ - - - -

22 14BR - - - - - Y

23 14BA +++ - - - -

24 15BM + +++ +++ +++ - Y

25 16BM +++ +++ +++ +++ - S

26 16BR - - - - -

27 17BR - - - - - Y

28 18BR - - - - - Y

29 19BM - + ++ - - S

30 19BR +++ +++ +++ +++ -

31 20BM - - - - - Y

32 20BR + - + - -

33 21BM ++ +++ +++ + - Y

34 22BM - - - - - S

35 22BR + - - - -

36 23BM ++ ++ ++ ++ - Y

37 23BR + + ++ - +

38 25BM +++ +++ +++ +++ - Y

39 25BR - +++ +++ ++ -
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Cizelge 4.2 Fermente zeytin Orneklerinden izole edilen LAB izolatlarinin aminoasit
dekarboksilaz aktiviteleri (devam)

NO IZOLAT | TYR CAD PUT TRP HIS ZEYTIN
NO TIiPI

40 26BM - - - - - S
41 26BR - - - - -

42 26BA ++ - - - -

43 27BM + + - - - Y
44 27BR - - - - - Y
45 27BA + - - - -

46 28BM +++ +++ +++ +++ - Y
a7 28BR +++ +++ +++ ++ -

48 28BA + - - - -

49 29BM - - - - - Y
50 29BR - - - - -

51 29BA + - - - -

52 30BM ++ ++ ++ + - Y
53 30BR + + + - - Y
54 30BA ++ - - - -

55 31BM +++ - +++ - - S
56 31BR - - - - -

57 32BM - + + - + Y
58 32BR + - + + -

59 33BR + +++ ++ +++ - S
60 34BR - + - - - S
61 35BM ++ + ++ ++ + Y
62 35BR - + - - -

63 36BR - - - - - S
64 36BA +++ - - - -

65 37BR - - - - - Y
66 37BA - - - - -

67 38BR + + + - - S
68 39BM - - - - - S
69 39BA +ot - - - -

70 40BR - - + - - Y
71 40BA - - - - -

72 41BM ++ - - - - Y
73 41BR - - - - -

74 41BA +++ - - - -

75 42BM ++ - - - - S
76 42BR ++ - - - -

77 42BA - - - - -

78 43BR - - - - - Y
79 44BR + + + - - Y
80 45BM ++ +++ ++ ++ - Y
81 46BM - - - - - S
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Cizelge 4.2 Fermente zeytin 6rneklerinden izole edilen LAB izolatlarinin aminoasit
dekarboksilaz aktiviteleri (devam)

NO IZOLAT | TYR CAD PUT TRP HIS ZEYTIN
NO TiPi

82 46BR - - - - -

83 47BM - - - - - Y
84 48BM + ++ ++ ++ - Y
85 48BR - - - - -

86 50BR - + - - - Y
87 51BM +++ - ++ + - Y
88 51BR +++ s s - s Y
89 51BA + - ++ - -

90 52BM ++ s s - s Y
91 52BR ++ - - - -

92 53BM ++ +++ ++ + - Y
93 57BM ++ +++ +++ +++ - Y
94 58BR + + + + - S
95 59BR ++ ++ ++ + - Y
96 60BR ++ ++ ++ + - Y
97 61BM - s s - s Y
98 61BR +++ +++ +++ ++ -

99 62BM + ++ + ++ - Y
100 62BR - - - - -

101 63BR ++ ++ ++ ++ - Y

(-): Uretici degil (Broth ortamda gériilen sar1 renk)

(+): Zayif tiretici (Broth ortamda goriilen agik mor-kirmizimsi renk)
(++): Orta derecede iiretici (Broth ortamda goriilen mor renk)
(+++): Giiglii iiretici (Broth ortamda goriilen parlak mor renk)
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Sekil 4.2 Dekarboksilaz sivi besiyerinde LAB suslarinin biyojen amin tiretim sayisi
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Calisma kapsaminda, zeytinden izole edilen LAB suslari tarafindan en az dekarboksile
edilen aminoasitin histidin oldugu Sekil 4.2’de gosterilmistir. Yalnizca 7 LAB susunun
histamin tdreticisi (4BM, 13BM, 32BM, 35BM, 11BR, 12BR, 23BR) oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.2).

Tez calismasinda, histaminden sonra 41 LAB susunun triptamin ireticisi oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.2). Uretici laktobasil suslari; 2BM, 15BM, 21BM, 23BM, 25BM,
30BM, 7BR, 8BR ve enterokok suslarinin ise; 1BM, 8BM, 48BM, 51BM ve 10BR oldugu
tespit edilmistir. Geriye kalan 3BM, 5BM, 6BM, 10BM, 11BM, 12BM, 13BM, 16BM,
28BM, 35BM, 45BM, 53BM, 57BM, 62BM, 11BR, 12BR, 13BR, 19BR, 25BR, 28BR,
32BR, 33BR, 58BR, 59BR, 60BR, 61BR, 63BR nolu izolatlarin ise laktokok suslari
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). 17 izolat (1BM, 2BM, 5BM, 6BM,
7BR, 8BR, 10BR, 12BM, 12BR, 13BM, 15BM, 16BM, 19BR, 25BM, 28BM, 33BR ve
57BM) ise gii¢lii triptamin tireticisi olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

46 LAB susunun kadaverin iirettigi Sekil 4.2°de gosterilmistir. Bu suslarin, 25’1 aktif
biyojen amin tireticisi olarak tanimlanmistir. Bu suslar; 1BM, 2BM, 3BM, 5BM, 6BM,
7BR, 10BM, 10BR, 11BM, 11BR, 12BM, 13BM, 15BM, 16BM, 19BR, 21BM, 25BM,
25BR, 28BM, 28BR, 33BR, 53BM, 57BM ve 61BR’dir (Cizelge 4.2).

Zeytindeki LAB suslari tarafindan, tiraminden sonra en fazla iiretilen biyojen aminin
putresin oldugu Sekil 4.2’de gosterilmistir. Ornitin aminoasidini dekarboksile eden
enterekok suslari; 1BM, 8BM, 19BM, 31BM, 48BM, 51BM, 10BR, 40BR, 44BR ve
51BA,; laktobasil suslar1 ise 2BM, 15BM, 21BM, 23BM, 25BM, 30BM, 7BR, 8BR, 20BR
ve 23BR’dir. Geriye kalan putresin tireticileri ise laktokok suslari olarak saptanmistir
(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Son olarak, tez ¢alismasinda LAB suslar tarafindan en fazla iiretilen biyojen aminin
tiramin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Bu baglamda, tirozin aminoasidini
dekarboksile eden enterokok suslari; 1BM, 4BM, 8BM, 27BM, 31BM, 48BM, 51BM,
52BM, 10BR, 22BR, 42BR, 44BR, 13BA, 14BA, 26BA, 27BA, 28BA, 29BA, 30BA,
36BA, 39BA, 41BA ve 51BA’dir. Uretici laktokok suslari; 3BM, 5BM, 6BM, 10BM,
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11BM, 12BM, 13BM, 16BM, 28BM, 35BM, 41BM, 42BM, 45BM, 53BM, 57BM,
62BM, 11BR, 12BR, 13BR, 19BR, 28BR, 32BR, 33BR, 38BR, 51BR, 58BR, 59BR,
60BR, 61BR, 63BR ve laktobasil suslar ise; 2BM, 15BM, 21BM, 23BM, 25BM, 30BM,
4BR, 7BR, 8BR, 20BR, 23BR, 30BR, 52BR nolu izolatlardir.

Biyojen aminlerin varligi, fermente gidalar basta olmak iizere sofralik zeytinlerde rapor
edilmistir (Bautista-Gallego vd. 2020). Ancak, literatiirde fermente zeytindeki laktik asit
suslar1 tarafindan sentezlenen biyojen aminlerin arastirildigi ¢alisma sayist simirlidir.
Yapilan bir ¢alismada, Bevilacqua vd. (2010) italyan sofralik zeytinlerinden elde edilen
LAB izolatlarinin histamin, kadaverin, tiramin ve putresin iiretimini, tez ¢alismamizda
kullandigimiz gibi, Bover-Cid ve Holzapfel (1999) tarafindan yapilan niteliksel testle
degerlendirmislerdir. Bu test sonucunda, incelenen tiim suslarin biyojen amin tiretimine
yonelik analizi negatif olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde, Abriouel vd. (2012)
fermente yesil sofralik zeytinlerinden elde edilen laktobasil, pediokok ve l6konostok
suglarinin higbirinin putresin, histamin ve tiramin tiretimi gostermedigini saptamiglardir.
Bununla birlikte, Yalginkaya ve Kili¢ (2019) Tiirkiye'nin farkli yerlerinden toplanan
zeytin 6rneklerindeki LAB suslarinin lisin ve histidin amino asitlerini iceren besiyerinde
renk degisimi gostermediklerini saptamislardir. Buna karsin, zeytinden izole edilen
Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus acidipiscis ve Lactobacillus plantarum

suslarinin tiramin trettigi belirlenmistir.

Bununla birlikte, diger fermente gidalarda LAB tarafindan en fazla sentezlenen biyojen
aminin tiramin oldugu ¢esitli arastirmalarda belirlenmistir (Bover-Cid vd. 2001; Nieto-
Arribas vd. 2009; Garai vd. 2007; Kalhotka vd. 2012; Yiiceer ve Ozden Tuncer, 2015;
Ertiirkmen ve Oner, 2015; Poveda vd. 2017; Mete vd. 2017). Tez ¢alismamizda, hedef
biyojen aminlerin olusumu agisindan 101 LAB susu incelendiginde, bu suslar tarafindan
en fazla tiramin tretildigi tespit edilmistir (Sekil 4.2). Dolayisiyla, ¢calismamizda elde

edilen sonugclar literatiir verileri ile uyumlu bulunmustur.
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4.3 LAB Suslar1 Tarafindan Uretilen Biyojen Amin Miktarinin Saptanmasi

4.3.1 Biyojen aminlerin kalibrasyon grafikleri

Biyojen aminlerin kalibrasyon grafikleri sirasiyla Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil
4.6’da yer almaktadir.

Tiramin Kalibrasyon Egrisi

y =36416x- 25694

HPLC Alam
S
=
=

3000000 R?=0,9995
2000000
1000000
0
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.3 Tiramin kalibrasyon grafigi
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Kadaverin Kalibrasyon Egrisi

250000
200000 °

150000

y=41305x- 533,64
R?=0,9952

HPLC Alam
=
S
S
=]

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.4 Kadaverin kalibrasyon grafigi

Putresin Kalibrasyon Egrisi
8000000
7000000 o
6000000
5000000
4000000

3000000
y=40901x- 60253

R2=0,9904

HPLC Alam

2000000
1000000

1000000 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.5 Putresin kalibrasyon grafigi
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Triptamin Kalibrasyon Egrisi

y=37574x-1629,9

150000 R*=0,9986

HPLC Alam

2
=

0 2 - b 8 10
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.6 Triptamin kalibrasyon grafigi

4.3.2 Biyojen amin miktarlarinin saptanmasi
Aminoasit dekarboksilaz testi pozitif ¢ikan 72 LAB susunun, biyojen amin olusturma

kapasitesi HPLC cihaziyla kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler,

Cizelge 4.3 te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 Fermente zeytin 6rneklerinden izole edilen LAB izolatlarinin olusturduklari
hedef biyojen aminlerin konsantrasyonlar1 (mg/L)

Yesil
zeytin

NO | IZOLAT | TYR CAD | PUT TRP HIS | TOPLAM
NO BA
1 1BM 191,346 | 0,593 | 0,400 0,000 | 0,000 | 192,339
2 2BM 1,127 0,000 | 0,000 1,420 ] 0,000 | 2,547
3 3BM 1,001 0,000 | 0,000 1,452 0,000 | 2,453
4 4BM 184,531 | 0,549 | 0,000 0,640 | 0,000 | 185,72
5 4BR 19,254 | 0,000 | 0,000 1,798 10,000 | 21,052
6 SBM 0,988 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,988
7 6BM 1,149 0,000 | 0,000 1,625 |0,000 | 2,774
8 7BR 21,953 | 0,000 | 0,000 0,717 0,000 | 22,67
9 8BM 1,363 0,000 | 0,426 1,355 | 0,000 | 3,144
10 | 8BR 15,655 | 0,000 | 0,000 0,638 | 0,000 | 16,293
11 | 11BM 0,691 0,000 | 0,000 1,133 | 0,000 | 1,824
12 | 11BR 14,817 | 0,000 | 0,000 2,128 | 0,000 | 16,945
13 | 14BA 207,265 | 0,000 | 0,000 2,608 | 0,000 | 209,873
14 | 15BM 1,029 0,000 | 0,000 1,501 ]0,000 | 2,53
15 | 20BR 15,113 | 0,886 | 48,781 | 0,000 |0,000 | 64,78
16 | 21BM 0,876 0,000 | 0,000 1,796 | 0,000 | 2,672
17 | 23BM 1,279 0,000 | 0,000 1,466 | 0,000 | 2,745
18 | 23BR 21,097 | 0,000 | 0,000 2,246 | 0,000 | 23,343
19 | 25BM 0,756 0,000 | 0,000 0,871 | 0,000 | 1,627
20 | 25BR 72,093 | 0,990 | 0,000 1,102 | 0,000 | 74,185
21 | 27BM 202,099 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 202,099
22 | 27TBA 202,254 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 202,254
23 | 28BM 0,873 0,000 | 0,000 2,075 |0,000 | 2,948
24 | 28BR 21,917 | 0,000 | 0,000 1,601 | 0,000 | 23,518
25 | 28BA 0,865 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,865
26 | 29BA 226,676 | 7,997 | 0,000 24,651 | 0,000 | 259,324
27 | 30BM 0,448 0,000 | 0,000 0,995 0,000 | 1,443
28 | 30BR 3,765 1,570 | 0,671 0,000 | 0,000 | 6,006
29 | 30BA 40,822 | 0,831 | 54,285 | 0,000 |0.000 | 95,938
30 |32BM 0,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000
31 | 32BR 13,933 | 4,018 | 51,343 | 0,000 | 0,000 | 69,294
32 | 35BM 0,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000
33 | 35BR 16,367 | 3,904 | 35,853 | 0,536 | 0,000 | 56,66
34 | 40BR 21,386 | 4,295 | 49,304 | 0,000 | 0,000 | 74,985
35 |41BM 0,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000
36 | 41BA 32,057 1,280 | 139,620 | 3,684 | 0,000 | 176,641
37 | 44BR 15,789 | 2,026 | 46,997 | 0,000 |0,000 | 64,812
38 | 45BM 0,678 0,000 | 1,387 0,000 | 0,000 | 2,065
39 | 48BM 52,185 |3,564 | 21,604 |2,284 |0,873 | 80,51
40 | 50BR 16,004 | 2,340 | 23,811 | 0,462 | 0,000 | 42,617
41 | 51BM 58,158 | 0,000 | 30,314 | 2,558 | 0,000 | 91,03
42 | 51BR 3,056 1,696 | 0,598 0,000 |0,000 | 5,35

48




Cizelge 4.3 Fermente zeytin orneklerinden izole edilen LAB izolatlarinin olusturduklari
hedef biyojen aminlerin konsantrasyonlar1 (mg/L) (devam)

NO | iIZOLAT | TYR |CAD |PUT TRP |HIS | TOPLAM
NO BA
43 | 51BA 22,965 | 0,000 |93,817 |0,000 |0,000 | 116,782
Yesil |44 | 52BM 52,797 |2,936 |13,518 [1,851 | 0,000 | 71,102
zeytin |45 | 52BR 2,800 |[1,595 |0,485 [0,000 |0,000 | 4,88
46 | 53BM 4932 [1,197 0,469 0,798 |0,000 | 7,396
47 | 57BM 0,000 |0,000 |11,562 | 25,183 | 0,000 | 36,745
48 | 59BR 35,242 | 13,923 |3,094 |4,058 |0,000 | 56,317
49 | 60BR 30,739 [ 0,000 |[0,000 |0,000 |0,000 |30,739
50 |61BR 257,939 | 0,000 | 0,000 |0,000 |0,000 | 257,939
51 |62BM 0,000 |[0,000 |12,814 | 16,120 | 0,000 | 28,934
52 | 10BM 1,172 | 0,000 0,000 |1,514 0,000 | 2,686
53 | 10BR 107,251 | 0,815 [ 0,000 |1,160 | 0,000 | 109,226
54 | 12BM 1,090 [0,000 [0,000 |0,751 0,000 | 1,841
55 | 12BR 21,208 | 0,000 |0,000 |[1,943 0,000 | 23,151
56 | 13BM 1,145 0,000 [0,000 |[1,539 0,000 | 2,684
57 | 13BR 13,178 | 0,000 |[0,000 [0,870 |0,000 | 14,048
58 | 13BA 207,618 | 0,000 | 0,000 |2,572 | 0,000 | 210,19
59 | 16BM 1,057 |0,000 [0,000 |[1,477 |0,000 | 2,534
_ 60 | 19BM 136,999 | 3,528 | 55,355 | 1,019 | 0,000 | 196,901
Siyah 61 [ 19BR 3,312 [1,852 | 0,568 | 0,000 |0,000 |5,732
zeytin g2 [ 22BR 17,960 | 2,732 [25,726 | 0,000 | 0,000 | 46,418
63 | 26BA 37,170 | 0,000 |122,530]0,548 | 0,000 | 160,248
64 |31BM 88,080 |3,849 |121,696 | 1,053 |0,000 | 214,678
65 |33BR 3,888 |[1,436 [0,637 [0,374 0,000 | 6,335
66 | 34BR 16,121 | 2,230 |36,702 | 0,000 |0,000 | 55,053
67 | 36BA 29,245 | 1,403 |78,437 |1,152 |0,000 | 110,237
68 | 38BR 5412 |1,286 |0,617 |0,000 |0,000 | 7,315
69 | 39BA 34,567 | 0,000 | 148,718 9,095 | 0,000 | 192,38
70 | 42BM 0,468 [0,000 |[0,000 [1,363 0,000 | 1,831
71 | 42BR 35,078 |0,989 |[53,708 | 0,000 | 0,000 | 89,775
72 | 58BR 0,000 |0,000 |0,000 |22,785 |0,000 | 22,785
*TYR : tiramin,

*CAD : kadaverin,

*PUT : putresin,

*TRP : triptamin,

*HIS : histamin.

Tez calismasinda elde edilen sonuglara gore; enterekok, laktobasil ve laktokok suslarinin

tirettigi tiramin ve triptamin konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,448 — 257,939 mg/L ve 0,374 —

25,183 mg/L arasinda degiskenlik gdstermistir. Ayrica, 70 LAB izolatmin histamin
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konsantrasyonlar1 0,000 mg/L olarak belirlenirken; yalnizca 48BM izolat nolu ornekte
histamin 0,873 mg/L olarak saptanmistir. Bununla birlikte, suslarin irettigi putresin
icerigi en az 0,400 mg/L ila en fazla 148,718 mg/L olarak bulunmustur. Bu suslar
tarafindan, iiretilen kadaverin konsantrasyonunun ise (en az 0,549 mg/L, en fazla 13,923
mg/L) hem putresin hem de tiramin miktarindan ¢ok daha diisiik oldugu Cizelge 4.3’ de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7 48BM nolu LAB izolatinin kromatogrami

48BM izolat nolu LAB susu tarafindan tiretilen en yiiksek konsantrasyona sahip biyojen
aminin 52,185 mg/L ile tiramin oldugu belirlenmistir. Ayrica, tez ¢aligmasinda yalnizca
bu sus tarafindan 0,873 mg/L konsantrasyonda histamin iretildigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte, degisen konsantrasyonlarda putresin (21,604 mg/L) ve kadaverin (3,564
mg/L) iiretildigi de saptanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda mevcut susun hedeflenen bes

biyojen amini iireten tek sus oldugu belirlenmistir.

Fermente zeytin orneklerinden izole edilen LAB suslarinin yaklasik %92,0’si (66/72)
tiramin; %40°1 (29/72) kadaverin; %46°s1 (33/72) putresin; %65°1 (47/72) triptamin ve
%1,4’1 (1/72) histamin tretmistir. Bununla birlikte, fermente zeytinden izole edilen
suglarin 6nemli bir kisminin tirozin amino asidini dekarboksile ettigi gézlemlenmistir
(Sekil 4.8). Buna karsin, histamin ic¢in bu durum gegerli degildir. Benzer bir sonug,
fermente zeytin 6rneklerinde Bevilacqua vd. (2010) tarafindan da saptanmistir. Cizelge

4.3’te goriildiigi tizere, 33BR nolu izolat triptamin i¢in 0,374 mg/L ile en disiik
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konsantrasyonda biyojen amin iiretici sus olmasina ragmen, 61BR nolu izolat en yiiksek

tiramin {reticisi sus olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8 LAB suslari tarafindan iiretilen biyojen aminlerin konsantrasyona gore sayica
dagilimi

ABD Gida ve llag idaresi (FDA), fermente gidalarda toplam biyojen amin miktarinin
1000 mg/Kg’1t gegmemesi gerektigini ve 100-800 mg/Kg arasindaki tiramin
konsantrasyonlarinin bireylerde ¢esitli toksik etkilere sebep oldugunu vurgulamislardir
(Diiz ve Fidan, 2016). Mevcut tez calismasinda izole edilen 10BR, 13BA, 14BA, 27BA,
1BM, 4BM, 27BM, 19BM, 61BR ve 29BA izolat nolu LAB suslarmin bu

konsantrasyonlar arasinda tiramin tirettigi belirlenmistir.

Biyojen aminlerin olumsuz saglik etkilerinin yani sira, yiiksek konsantrasyonlarda
putresin ve kadaverin (50-100 mg/L), fermente gidalarin organoleptik 6zellikleri tizerinde
kotii bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ozelikle bu durumun fermente saraplarda
cesitli 6zelliklerin kaybolmasina ve sarapta metalik, etimsi ve/veya kokusmus bir aroma
olusumuna neden olabilecegi Alvarez ve Moreno-Arribas (2014) tarafindan bildirilmistir.
Bu baglamda, LAB suslarimin %25,35'i ve %1,40’1 10 ila 100 mg/L arasinda sirasiyla
putresin ve kadaverin tiretmistir (Sekil 4.8). Bununla birlikte, 19BM, 31BM, 32BR,
42BR, 26BA, 30BA, 36BA, 39BA, 41BA ve 51BA izolat nolu suslarin ise trettigi
putresin miktar1 50 mg/L’den yiiksek bulunmustur.
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4.4 LAB Suslarmin 16S rDNA Dizi Analizi ile Molekiiler Diizeyde Tanimlanmasi

HPLC-DAD cihazi vasitasiyla triptamin, kadaverin, putresin, tiramin ve histamin tiretimi
bakimindan yiiksek konsantrasyonlarda iiretici olan bazi LAB suslar1 (10BR, 22BR,
40BR, 42BR, 44BR, 50BR, 1BM, 4BM, 8BM, 19BM, 27BM, 31BM, 48BM, 51BM,
52BM, 13BA, 26BA, 36BA, 41BA) belirlenmistir. Bu suslarin 16S rDNA analizi ile tiir

diizeyinde molekiiler tanimlamasi yapilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 PZR ile gogaltilan LAB suslarinin 16S rDNA fragmentleri
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Sekil 4.9 PZR ile cogaltilan LAB suslarinin 16S rDNA fragmentleri (devami)

M: M O’Gene Ruler DNA marker (bg) : 1500, 1200, 1000, 800, 700, 600, 500, 450,
400, 350, 300, 250, 150, 100, 50

:42BR
: 40BR
: 10BR
- 4BM

: 44BR
: 22BR
: 48BM
: 8BM

: 27BM
10: 1BM

11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:

19BM
50BR
52BM
51BM
31BM
36BA
26BA
39BA
41BA
13BA

Elde edilen {irtinlerin biiyiikliigliniin min 1200 bp ila max 1400 bp arasinda oldugu Sekil

4.9°da gosterilmistir. 16S rDNA gen bolgesinin ¢ift yonlii dizi analizi sonuglari, BLAST

programi kullanilarak NCBI
karsilagtirilmistir (Cizelge 4.4).

veri

tabaninda bulunan 16S
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Cizelge 4.4 LAB suslarinin 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore tiir diizeyinde

tanimlanmasi
Izolat | ileri (F) Benzerlik | Geri (R) Benzerlik | 16S  rDNA
No Orani Orani Dizisine
(%) (%) Gore Yapilan
Tam
10BR | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecium faecium faecium
22BR | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
40BR | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecium faecium faecium
42BR | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
lactis lactis lactis
44BR | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
50BR | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
1BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
4BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
8BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
19BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
27BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
lactis lactis lactis
31BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
48BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
51BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
52BM | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecium faecium faecium
13BA | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
26BA | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
lactis lactis lactis
36BA | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
39BA | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
41BA | Enterococcus | 100 Enterococcus 100 Enterococcus
faecalis faecalis faecalis
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Cizelge 4.5 Tanimlanan LAB suslarinin irettikleri biyojen amin konsantrasyonlar

(mg/L)
Sus No | Izolat | TYR CAD | PUT TRP | HIS | Toplam | Zeytin
Tiiri No BA Tipi
1 |10BR | 107,251 | 0,815 | 0,000 | 1,160 | 0,000 | 109,226 | S
E. > [40BR | 21,386 | 4,295 | 49,304 | 0,000 | 0,000 | 74,985 | Y
faecIUm |- 55BM [ 52,797 | 2,036 | 13,518 | 1,851 | 0,000 | 71,102 |V
4 [22BR | 17,960 | 2,732 | 25,726 | 0,000 | 0,000 | 46,418 | S
5 | 44BR | 15,789 | 2,026 | 46,997 | 0,000 | 0,000 | 64,812 | Y
6 |50BR | 16,004 | 2,340 | 23,811 | 0,462 | 0,000 | 42,617 | Y
7 [1BM | 191,346 | 0,593 | 0,400 | 0,000 | 0,000 | 192,339 | Y
§ [4BM | 184531 | 0,549 | 0,000 | 0,640 | 0,000 | 185,72 | Y
9 [8BM | 1363 | 0,000 0,426 |1,355]0,000 3144 |Y
10 | 19BM | 136,999 | 3,528 | 55,355 | 1,019 | 0,000 | 196,901 | S
E |11 [31BM 83080 | 384912169 1053 | 0,000 214678 S
12 | 48BM | 52,185 | 3,564 | 21,604 | 2,284 | 0.873 | 80,51 | Y
13 |51BM | 58,158 | 0,000 | 30,314 | 2,558 | 0,000 | 9,03 | Y
14 | 13BA | 207,618 | 0,000 | 0,000 | 2,572 | 0,000 | 210,19 |S
15 | 36BA | 20,245 | 1,403 | 78,437 | 1,152 | 0,000 | 110,237 | S
16 | 39BA | 34567 | 0,000 | 148,718 | 9,095 | 0,000 | 192,38 |S
17 | 41BA | 32,057 | 1,280 | 139,620 | 3,684 | 0,000 | 176,641 | Y
18 |42BR | 35,078 | 0,989 | 53,708 | 0,000 | 0,000 | 89,775 |S
E. |18 [27BM | 202,099 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 202,099 | Y
lactis 55 T 26BA [37.170 | 0,000 | 122,530 | 0,548 | 0,000 | 160248 | S

*TYR : tiramin, CAD : kadaverin, PUT : putresin, TRP : triptamin ve HIS : histamin
*Y : yesil zeytin; S : siyah zeytin

55



Tez c¢alismamizda, en yiiksek toplam biyojen amin igerigine 214,678 mg/L
konsantrasyonla 31BM izolat nolu Enterococcus faecalis tiirii sahiptir. Enterococcus
faecium ve Enterococcus lactis tiirleri arasinda tiretilen en yiiksek biyojen amin igerigi

sirastyla 109,226 mg/L ve 202,099 mg/L olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Enterococcus lactis ® Enterococcus faecium ® Enterococcus faecalis

Sekil 4.10 Enterokok suslarinin tiir diizeyinde yiizdelik dagilimi

Elde edilen dizilere gore, fermente zeytin orneklerinde ti¢ tiir tanimlanmistir. Bunlar;
Enterococcus faecalis (%70), Enterococcus lactis (%15) ve Enterococcus faecium
(%15)’dur. Yesil ve siyah zeytin 6rneklerinin her ikisinde de dominant tiir olarak
Enterococcus faecalis bulunmustur. Rehaiem vd. (2016) Tunus'ta hasat edilen 10 yesil
zeytin drneginden toplam 20 LAB susu izole etmislerdir. Bu suslarin, 8’1 Enterococcus
faecium, 3’1 E. faecalis, 2’si E. casseliflavus ve 7’si E. durans olarak tiir diizeyinde
belirlenmistir. Yapilan bir baska calismada, Anagnostopoulos vd. (2018) Kibris yesil
sofralik zeytinlerinden elde edilen 64 izolatin hepsinin spesifik PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yoluyla Enteroccocus faecium tiiriine ait oldugunu saptamislardir. El Issaoui
vd. (2017) 127 adet sofralik zeytin 6rneginden toplam 143 LAB susu izole etmistir. Bu
izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal kriterleri sonucu Enterococcus
(%66,6), Leuconostoc (%26,6) ve Lactobacillus (%6,8) laktik cinslerine ait oldugu

belirlemislerdir.
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Yalginkaya ve Kilig, (2019) Tiirkiye'nin farkli yerlerinden toplanan (Antalya, Burdur,
Izmir, Isparta ve Eskisehir) zeytin 6rneklerinden elde edilen izolatlarin genetik analizine
gore; %57,53’sini Lactobacillus plantarum, %27,39’unu Lb. acidipiscis, %9,58’ini
Enterococcus faecium, %2,73inii Lb. alimentarius, %1,36’sin1 Lb. farciminis ve Lb.
namurensis’in olusturdugunu tespit etmislerdir. Ayrica, izole edilen Enterococcus
faecium suslarinin biyojen amin sentezlemedigini Saptamiglardir. Buna Kkarsin,
calismamizda fermente zeytinlerden izole edilen tiim Enterococcus faecium suslarinin
hedef biyojen aminlerden yalnizca histamini tiretmedigi Cizelge 4.5’de gosterilmistir.
Bununla birlikte, tilkemizde yapilan bir baska g¢alismada, Korukluoglu vd. (2002)
Balikesir, Bursa ve Manisa illerinden elde edilen 3’1l yesil olmak iizere toplam 18
fermente zeytin 6rneginin 12'sinden LAB izolasyonu gergeklestirmislerdir. Elde edilen
38 izolatin 12 tanesinin Lactobacillus plantarum (%31,58), 4 tanesinin Lb. brevis
(%10,52), 17 tanesinin Leuconostoc mesenteroides (%44,74), 4 tanesinin Lactococcus
lactis ssp. lactis (%10,53) ve sadece 1 tanesinin Pediococcus damnosus (%2,63) tiiriine

ait olduklar1 saptanmustir.

Tofalo vd. (2012)’de Itrana bianca, Peranzana, Nocellara del Belice, Bella di Cerignola
ve Cellina di Nardo™ zeytin gesitlerinde baskin biyotay1 laktobasil cinsinin temsil ettigini
belirtmislerdir. Benzer bir sonug, sofralik zeytinlerde Hurtado vd. (2012) ve Doulgeraki
vd. (2013) tarafindan da tespit edilmistir.

El Issaoui vd. (2021) Fas'in farkl1 bolgelerinden toplanan sofralik zeytinlerde, MRS Agar
kullanarak 38 LAB susu izole etmislerdir ve bu suslarin molekiiler tanimlamasi i¢in PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi kullanilmiglardir. Molekiiler identifikasyona gore,
Enterococcus faecium 32 susla (%84,21) izole edilen en baskin tiir olmustur. Bu sonuglar,
zeytinlerin laktik asit bakterilerinin biyolojik cesitliligi agisindan ¢esitli bir ekosistem
olusturdugunu ve bunun nihai {iriiniin kalitesini ve glivenligini etkileyebilecegini ortaya
koymaktadir. Bu baglamda, yapilan tez calismasinda da hem siyah zeytinden hem de yesil
zeytinden izole edilen suslarin her ikisinde de enterokok cinsinin dominant oldugu

bulunmustur.
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Ladore vd. (2012) et, peynir ve yogurt gibi gidalardan izole edilen Enterococcus faecium
ve Enterococcus faecalis suslarmin tiramin ve putresin iiretme yetenegini ince tabaka
kromatografisi (TLC) ve HPLC cihazlar kullanarak degerlendirmislerdir. Elde edilen
sonuglara gore, tiramin sentezi E. faecium ve E. faecalis’in ve putresin sentezi ise E.
faecalis'in tiir diizeyinde bir 6zelligi oldugu tespit edilmistir. Mevcut ¢alismamizda,
fermente zeytinden izole edilen bu suslarin da hedef biyojen aminlerden en az birini

sentezleyebildigi HPLC cihazi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.5).

Yakin tarihte arastirilan diger fermente gidalar incelendiginde; Moracanin vd. (2015)
Uzicka sosislerinden izole edilen 24 LAB’1n biyojen amin (tiramin, putresin, triptamin,
kadaverin, spermin, histamin ve sepermidin) iiretimini s1vi kromatografisi-tandem kiitle
spektrometresi kullanilarak arastirmiglardir. Benzer sekilde, mikroorganizmalarin
dekarboksilaz aktivitesi, 24 saatlik kiiltivasyondan sonra gelisme ortaminda
incelenmistir. Arastirma, higbir izolatin triptamin iiretmedigini, yalnizca 1 susun
spermidin trettigini ve geri kalan aminlerin ise ¢ok diisiik miktarlarda tiretildigini
gostermistir. Biyojen aminler igerisinde iretilen en yiliksek konsantrasyon ise 22.56
pg/mL ile histamin bulunmustur. Sonug olarak, Uzicka sosisinden izole edilen LAB'imn in

vitro 6nemli amin ireticileri olmadigini gosterilmistir.

Yapilan bir bagka ¢alismada, Li vd. (2022) Cin'in geleneksel soya iiriinii sufu’dan 54
bakteri susu izole etmislerdir. Izole edilen bakterilerin, MRS brothda biyojen amin iiretme
yetenegi HPLC ile karakterize edilmistir. On Kolorimetrik taramaya gore, bu suslarin
32'sinin biyojen amin {ireten sus (reaksiyon mor renk gdstermistir) oldugunu tespit
edilmistir. Sufudaki Enterococcus faecalis WS-4-6 susunun yiiksek konsantrasyonda

(735,05 ug/mL) tiramin tretebildigini saptanmustir.

58



5. SONUC

e Bu calismada Mersin, Bursa, Antalya, Kocaeli ve Mugla illerdeki cesitli
pazarlardan ve iireticilerden satin alinan 63 farkli fermente zeytin 6rnegi izolasyon

materyali olarak kullanilmistir.

o KAA (Kanamisin Eskulin Azide Agar)MRS (de MAN, ROGOSA and SHARPE),
ve M-17 Agara yapilan ekimler sonucunda, siyah ve yesil zeytin 6rneklerinden
toplam 119 adet muhtemel LAB izolati (Enterococcus spp., Lactococcus spp. ve
Lactobacillus spp.,) izole edilmis ve 101 izolat LAB olarak dogrulanmistir. Buna
gore, 30 izolat Enterococcus spp., 46 izolat Lactococcus spp., ve 25 izolat

Lactobacillus spp. olarak tanimlanmuistir.

e KAA Agar’dan izole edilen suslara ‘BA’, MRS Agar’dan izole edilen suslara

‘BR’ ve M-17 Agar’dan izole edilen suglara ise ‘BM' kodu verilmistir.

o Laktik asit bakterisi olarak belirlenen 101 izolatin 6ncelikli olarak, biyojen amin
tireticisi olup olmadigi tespit edilmistir. Bu baglamda, ¢aligmada LAB’in
dekarboksilaz enzim aktiviteleri triptofan, histidin, lisin, kadaverin ve tirozin
aminoasitlerinden birini igeren modifiye dekarboksilaz besiyerinde test edilmistir.
Triptamin i¢in triptofan, histamin i¢in histidin, kadaverin i¢in lisin, tiramin i¢in
tirozin ve putresin i¢in ornitin Onciil aminoasit olarak kullanilmistir. Renk
degisiminin esas alindigi aminoasit dekarboksilaz aktivitesi testinde, rengin
saridan mora dénmesi biyojen amin olusumu bakimindan pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir.

e Bu kapsamda, LAB izolatlarinda en ¢ok tespit edilen biyojen aminin 66 {iretici
sus ile tiramin oldugu belirlenmistir. Tiramini sirasiyla, 49 {iretici sus ile putresin;
46 iiretici sus ile kadaverin; 41 iiretici susla triptamin ve 7 iiretici susla histamin
takip etmistir. Bu, suslarin igerisinden dekarboksilaz broth ortaminda parlak mor

renk olusturanlar giiclii iiretici olarak tanimlanmaistir.
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Tiramin tireticisi suslarin %34,84’{i; putresin iireticilerinin %53,06’s1; kadaverin
iireticilerinin %54,34°1; triptamin tireticilerin %41,46°s1 ve histamin iireticilerinin
%42,85°1 giiglii iiretici olarak belirlenmistir. Buna karsin, 28 adet LAB susunun

hedef biyojen aminlerin higbirini sentezlemedigi tespit edilmistir.

Dekarboksilaz broth ortaminda {iretici olarak belirlenen LAB suslariin biyojen
amin konsantrasyonlar1 HPLC-DAD cihaz1 yardimiyla belirlenmistir. Siyah
zeytin orneklerinde tiramin igerigi 0,468-207,618 mg/L; kadaverin igerigi 0,815-
3,849 mg/L; putresin igerigi 0,568-148,718 mg/L ve triptamin igerigi 0,374-
22,785 mg/L arasinda degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Ayrica, siyah
zeytinden izole edilen suslarinin higbirinde histamin {iretimi saptanmamustir.
Bununla birlikte, yesil zeytinden izole edilen suslarin 0,448-257,939 mg/L
arasinda tiramin; 0,549-13,923 mg/L arasinda kadaverin; 0,400-139,620 mg/L
arasinda putresin; 0,462-25,183 mg/L arasinda triptamin iirettigi saptanmustir.
Buna karsin, siyah zeytin aksine yesil zeytinden izole edilen sadece bir susta
histamin ~ konsantrasyonu  belirlenmigtir. ~ Uretilen ~maksimum histamin

konsantrasyonu 0,873 mg/L’dir.

Tez c¢alismasinda belirlenen hedef biyojen amin konsantrasyonlari
karsilastirildiginda, en yiiksek tiramin tretici sus 257,939 mg/L ile 61BR kodlu
izolattir. Bununla birlikte, 59BR susu 13,923 mg/L ile en yiiksek kadaverin
ireticisi sus olurken; 39BA kodlu sug ise 148,718 mg/L ile en yiiksek putresin
konsantrasyonuna sahiptir. Buna karsin, Kkantitatif olarak triptamin
konsantrasyonlar1 diger hedef aminlere gore oldukca diisiik bulunmustur. En
yiikksek triptamin igerigi 25,183 mg/L ile 57BM nolu LAB izolatinda
gbzlemlenmistir. Ote yandan, tiim hedef biyojen aminleri iireten tek susun 48 BM

kodlu LAB izolati oldugu tespit edilmistir.
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e Tez calismasinin son asamasinda, toplam 20 adet LAB susunun molekiiler
tanimlamasi 16S rDNA dizi analizi uygulanarak tiir diizeyinde belirlenmistir. Elde
edilen dizilere gore, fermente zeytin 6rneklerinde Enterococcus faecalis (%70),
Enterococcus lactis (%15) ve Enterococcus faecium (%15) olmak {izere iig tiir

tanimlanmustir.

Fermente iirtinlerde biyojen amin iizerine literatiirde ¢ok sayida ¢alisma yer almaktadir.
Buna karsin, 6nemli bir ekonomik kaynaga sahip fermente zeytinde biyojen amin
olusumu iizerine yapilan ¢alismalar son derece kisithidir. Sonug olarak, elde edilen tez
caligmasinin verileri incelendiginde, fermente zeytinlerde biyojen amin olusum riskinin
yiiksek oldugu saptanmistir. Ozellikle, tiramin konsantrasyonu yaklasik 200 mg/Kg ve
tizeri olan numuneler, bireysel hassasiyete sahip tiiketiciler i¢in sagliksiz olabileceginden,

daha diisiik kalitede kabul edilmistir.

Bu baglamda, sofralik zeytin iiretiminde kaliteli hammadde kullanimi, {iretim ve daha
sonraki proses asamalarinda hijyen kurallarina uyulmasi ve depolama kosullarina dikkat
edilmesi onem arz etmektedir. Diger yandan, diinyada fermente gidalarda biyojen amin
olusumu iizerine yapilan bilimsel ¢aligmalar, ¢ogunlukla mikrobiyel kaynakli olup
olmadiginin tespit edilmesi ve bu bakterilerin molekiiler karakterizasyonu iizerine
odaklanmigtir. Ancak, Tirkiye’de yiiriitillen ¢aligmalarda ise genellikle gidalardaki
biyojen aminin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in ¢esitli analitik teknikler kullanilmaktadir.
Bu nedenle, mevcut tez caligmasi iilkemiz adresli ¢alismalara yon gdsterici nitelik

tagimakta ve yapilacak benzer ¢aligmalara da referans olma 6zelligi tasimaktadir.
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51BM
mAU ] e L _E 1 PDAMulti 1 221nm 4nm
1 E|2 |E
g5 |@
0+ ga |2
1 [
-250H
T " T T I T I T [ T " T T I L} T
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 27 Triptamin, putresin, kadaverin ve tiramin iireten 533BM kodlu susun

kromatogrami
53BM
maU o= " TPDAMulti 1 22fnm dnm
-100 0
£
] £
] 2
200 5
-300+
-4 T T ¥ T I T T L) T | L) T L) T [ L L] Ll T | L) ¥ T T [ T T T T -I T ¥
0 5 10 15 2 % 30

min
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EK 28 Triptamin ve putresin iireten 57BM kodlu susun kromatogrami

SN A = TPOAWuE T 221nm 4]
.250—1:
%

.750-:' T T T T T T T

0 . 10 1 ) % m %

min

EK 29 Triptamin ve putresin iireten 62BM kodlu susun kromatogrami

mAU

[—T "\,\AVJWIVU

e .. .2

3

]
QL I
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EK 30 Triptamin ve tiramin iireten 4BR kodlu susun kromatogram

u\m- 4BR

250{»0-:
il

-250000+

m[11|i‘ IPDA Multi 1
0 5 10 15 20 25 30 35

mimn

EK 31 Triptamin ve tiramin iireten 7BR kodlu susun kromatogram

u\; 0 7BR

2500004

o :
] B
£ B
-250000
IPDA Mulii 1
L e———————————
0 5 10 15 20 25 30 35

mmn
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EK 32 Triptamin ve tiramin iireten 8BR kodlu susun kromatogram

s SBR
250000
s 5
E
1 =
250000+
N
-500000- T T - — - r 1PDA Multi 1
0 5 10 15 20 25 30 35
mmn

EK 33 Triptamin, kadaverin ve tiramin iireten 10BR kodlu susun kromatogram

uy, 10BR
§
2
250000
()___J
1 4
| £
2250000 \
-500000——r—r—r—r— ———s . S — 1PDA Multi 1
0 s 10 15 20 25 30 35
mmn
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EK 34 Triptamin ve tiramin iireten 11BR kodlu susun kromatogram

- 11BR
2500004
.J 2
H
o 3
=
Z
f
-250000
‘m 1 1 . 1 R 1
0 5 10 15 20 25 30 35
mmn

IPDA Multi |

EK 35 Triptamin ve tiramin iireten 12BR kodlu susun kromatogram

uy, 12BR
250000+
o.j
o
250000+
-50000( T T T T T

86

35
min

1PDA Multi |



EK 36 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 19BR kodlu susun kromatogrami

19BR
mAU {'}~»—j 1 PDA Multi 1 224nm 4nm

] cd
i BT
! 3¢

-100- 38
J o
] 3 2
3 8

=200+ 5

-4 T 1 1 L 1 I
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 37 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 20BR kodlu susun kromatogram

[
=
[==]
=

mAU | N\ £ 1 PDA Multi 1 221nm,4nm
l @
3
J o
o] s
[
] a
B
Q
-250+
1 I I L | 1
0 5 10 15 2 25 30

min

EK 38 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 22BR kodlu susun kromatogram

=)
[
(==}
=]

1 PDA Multi 1 221nm 4nm

m T Y

Putresin |«

Cadaverine

-250

—-—TrrT T T

min
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EK 39 Triptamin ve tiramin iireten 23BR kodlu susun kromatogram

- 23BR
500000
250000
()_J
-250000-
1PDA Muli 1
-500000- T ; T — - i
0 5 10 15 20 25 30 35

EK 40 Triptamin, kadaverin ve tiramin iireten 25SBR kodlu susun kromatogrami

"
e 25BR
250000 .
1 §
. &
’ g
o §
) L3
1]
i
-250000
I1PDA Multi 1
B U —
0 5 10 15 20 25 30 35

mn
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EK 41 Triptamin ve tiramin iireten 28BR kodlu susun kromatogram

i 28BR
S00000
2500004

().J

E.
-250000
1PDA Mulu |

e

0 5 10 15 20 25 30 35

min

EK 42 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 30BR kodlu susun kromatogrami

30BR
mAU o+ ) 1 PDA Multi 1 223nm 4nm
100]
2001
300
s
0 5 10 15 20 25 30

min
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EK 43 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 32BR kodlu susun kromatogrami

32BR
mAU \1 £ 1 PDA Multi 1 221nm,4nm

g
5

) a

o !
-250
1 T T T T '[ T T T T 'I T T T T '[ T T T T '[ T T T T l T T T T '[ T T T T
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 44 Triptamin, putresin, kadaverin ve tiramin iireten 33BR kodlu susun

kromatogrami
33BR
mAU 01— 1 PDA Multi 1 223nm.4nm
i cd
] BE
1]
-100 35
] e
) £
-2004 5
- -
300
.4[]""I"”1“"I"”I""I""I
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 45 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 34BR kodlu susun kromatogrami

" J T

1 PDA Multi 1 221nm 4nm

-250

min
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EK 46 Triptamin, putresin, kadaverin ve tiramin iireten 35BR kodlu susun
kromatogrami

35BR

1 PDAMulti 1 221nm,4nm

mAU 0-—]1 w\f

Putresin

Cadaverine
Tyramine

-250+

min

EK 47 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 38BR kodlu susun kromatogram

38BR
mAU 1 PDAMulti 1 22nm,dnm

] g
4 g'I:
] 4

-100+ 38
] -
1 g

2001 &

300

-40 L | ! I T LI L [T [ !
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 48 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 40BR kodlu susun kromatogram

40BR
mAU \J < 1 PDAMulti 1 221nm,4nm
H 5 £
> E
B g
g 2
-250-
1 T T T 1 T T T T
0 5 10 15 20 25 30

min
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EK 49 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 42BR kodlu susun kromatogrami

42BR
mAU % 1 PDA Multi 1 221nm,4nm|
S s
“ E
4
0 =
=250+
I | I L 1 |
0 5 10 15 20 25 30

EK 50 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 44BR kodlu susun kromatogram

44BR
mAU | N 1 PDA Multi 1 221nm,4nm
0
250
| 1 I A 1 1
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 51 Triptamin, putresin, kadaverin ve tiramin iireten S0BR kodlu susun
kromatogrami

50BR

mAU G-—J N 1 PDAMulti 1221nm,4nm

Tyramine

-250-

min
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EK 52 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 52BR kodlu susun kromatogrami

mU o= v TPDAMIt T 22fnm dn
100
2001

3004

1
]
40—y

min

EK 53 Triptamin iireten S8BR kodlu susun kromatogrami

: 38BR
mAU  o+—/ ' 2 1 PDAMulti 1 221nm,4n
U T
] 8
g
1 F
2507
0]
-750;""I""I""I""I""I""I""I
0 5 10 15 0 %5 Bl 3%

min

EK 54 Triptamin, putresin, kadaverin ve tiramin iireten S9BR kodlu susun

kromatogrami
59BR
mAU 1 J UMU] U B 1 PDA Multi 1 221nm,4nm
i s
] 3
2501 g
§
1 5
~150~
- —— - e
0 5 10 15 20 25 30 35
min
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EK 55 Tiramin iireten 60BR kodlu susun kromatogrami

60BR
mAU J U V |“ 1 PDAMulti 1 221nm dnm}
"
2501 g
1 E
|
! P
-500-
-750
LI L | 1 I | | |
0 5 10 15 2 % 30 3
min
EK 56 Tiramin iireten 61BR kodlu susun kromatogrami
61BR
mAU 2 1 PDA Multi 1 221nm,4nm
:
5004 4
™
e
| | 1 L O | |
0 5 10 15 20 25 30 3%
min
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EK 57 Triptamin ve tiramin iireten 13BA kodlu susun kromatogrami

wv 13BA
500000 =
i :
: e
250000
().J
250000
1PDA Multi |
e "
0 5 10 15 20 25 30 35
mn

EK 58 Triptamin, putresin ve tiramin iireten 26 BA kodlu susun kromatogrami

26BA
mAU | £ 1 PDAMulti 1 221nm,dnm
500+ 4
5
] [N
I &kﬁ :
£
' 5
0+ F -
| I I T | |
0 5 10 15 20 25 30

min
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EK 59 Tiramin iireten 27BA kodlu susun kromatogrami

min
27BA

mAU 2 1 PDAMulti 1 221nm 4nm
§
| 5,
500+ "

0“ \,_’_/\/7

1 I N L L e e
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 60 Tiramin iireten 28BA kodlu susun kromatogrami

28BA
mAU  o4— 1 PDA Multi 1 223nm 4nm
100
] -
1 E
-200 g
1 o
3001
'40.'-~'|--"n-'-»ul---|---'|'-'-|-
0 5 10 19 20 25 30

min

EK 61 Triptamin, kadaverin ve tiramin iireten 29BA kodlu susun kromatogrami

29BA
mAU e . 1 PDAMulti 1 221nm 4nm
E £
1000 2 8
¢ ¢
0
X
T T T 1T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
min
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EK 62 Putresin, kadaverin ve tiramin iireten 30BA kodlu susun kromatogrami

30BA

mAU 1 PDA Multi 1 221nm 4nm

Putresin

Tyramine

Cadaverine

-250+H

min

EK 63 Triptamin, putresin, kadaverin ve tiramin iireten 36 BA kodlu susun

kromatogrami
36BA
mAU M £ 1 PDA Multi 1 221nm,4nm
250 -
o
: g
£t
0 2 s
4 F
8
N
-250+
| 1 | & Pl | |
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 64 Triptamin, putresin ve tiramin iireten 39BA kodlu susun kromatogrami

=y
==
=

mAU 1 PDA Multi 1 221nm,4nm

Putresin | .,

500+

Tyramine

T T

min
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EK 65 Triptamin, putresin, kadaverin ve tiramin iireten 41BA kodlu susun

kromatogrami
41BA
mAU EEg 1 PDAMulti 1 221nm,4nm
500 g
[
g 2
s £
L3 ¢
0+ k ﬁ >
0
| | | o I |
0 5 10 15 20 25 30

min

EK 66 Putresin ve tiramin iireten S1BA kodlu susun kromatogram

51BA
mAU £ 1 PDA Multi 1 221nm,4nm
J §
A o
250+ i
£
0 :
>
=
250
LA B L B S B By SN R L By S S By SN L B B SN A S ) SR B
0 5 10 15 20 25 30

min
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