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Oz

Biyojen aminler (BA); mikrobiyal, hayvansal ve bitkisel metabolizmalar tarafindan sentezlenen toksik
bilesiklerdir. Genel olarak aminoasitlerin dekarboksilasyonu yoluyla veya aldehit ve ketonlarin aminasyon
ve transaminasyonu ile olusmaktadir. Balik, sarap, peynir gibi proteince zengin ve fermente edilmis gida
maddelerinin Uretimi, islenmesi ve depolanmasi sirasinda olusan, hem gidalarin bozulmasindan hem de
gida zehirlenmesine neden olmaktadir. Ozellikle peynir; uygun kofaktér varligi yani sira onlarin
blylmelerine izin veren ¢evre kosullari ve dekarboksilaz (+) mikroorganizmalarin olasi varligi, proteoliz
seviyesinin bir sonucu olarak serbest aminoasitlerin Gretimini kapsayan amin (retimi icin ideal bir
substrattir. BA'nin olusumu gida bozulmasinin bir gostergesi oldugu icin bu bilesiklerin tespiti nemlidir.
BA'nin tespitinde uygulanan kromatografik yontemler en uygun ydntemlerdir. Bunlar icinde en ¢ok
kullanilani HPLC (yuksek performans sivi kromatografisi)’dir. Ayrica BA; dekarboksilaz pozitif
mikroorganizmalarin uygun kosullar altinda gergeklestirdikleri enzim aktivitesi ile de Uretilebilmektedir.
Bu ylzden gida icerigindeki BA'nin riskinin tahmin edilmesi agisindan dekarboksilaz aktiviteli bakterilerin
tespiti dnemlidir. Bu ylizden BA tespitinde kullanilan molekiler teknikler de gittikce dnem kazanmaktadir.
Bu ¢alismada peynirde biyojen amin varligi ve tespit edilme yontemleri anlatilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyojen amin, Peynir, Dekarboksilaz

Existence of Biogenic Amines in Cheese and Detection Methods

Abstract

Biogenic amines (BA) are toxic compounds which are synthesized by microbial, animal and herbal
metabolisms. They are formed by several methods such as amino acid decarboxylation, aldehyde and
ketone amination — transamination, deformation of fish, cheese, red meat which are rich in protein.
Cheese, especially, is an ideal substrat for aminoacid production in existence of proper cofactor,
decarboxylase (+) microorganisms and level of proteolysis. It is a crucial food quality control to detect
such toxic compounds due to formation of BA is a sign of food decomposition. The best detection method
is HPLC (high performance liquid chromatography). Biogenic amines are not only produced by
decarboxylase activity but also released by enzymes of decarboxylase (+) microorganisms. Therefore, it is
important to detect decarboxylase bacterias. For the same purpose, modern molecular techniques
become popular and crucial. In this study, presence of biogenic amines in cheese and detection methods
are explained.

Key Words: Biogenic amines, Cheese, Decarboxylase

Giris dekarboksilaz aktivitesi sonucunda

Uretilebildikleri gibi, dekarboksilaz pozitif

Gidalardaki biyojen aminler gidalarin = ivroorganizmalarin uygun kosullar altinda

bozulmasi ve gida giivenligi acisindan onemli oo coklestirdikleri enzim aktivitesi ile de

bilesenlerdir. Bu aminler, hammaddeye 628l retjlebilmektedir (Karahan, 2003). Gidalarin
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mikrobiyal bozulmasi sirasinda dekarboksilaz
aktivitesi arttigindan, biyojen aminlerin varlig
gida bozulmasinin gostergesi olmasi agisindan
blylik o6nem tasimaktadir (Karahan, 2003;

Vatansever, 2004). Boylelikle gidalardaki
biyojen aminlerin belirlenmesi ile gida kalitesi
hakkinda bilgi edinilmesi mimkin

olmaktadir. Gida kalitesi agisindan 6nemli
biyojen aminler, diaminlerden putresin ve
kadaverin, poliaminlerden spermin ve
spermidin, aromatik aminlerden tiramin ve
heterosiklik aminlerden triptamin, histamin

ve 2-feniletilamindir (Karahan, 2003).

Cizelge 1. Biyojen Aminlerin Siniflandiriimasi
Table 1. Classification of Biogenic Amines

Peynir, BA kontaminasyonuyla iliskili
fermente gidalardan en yaygin olanidir.
Ozellikle olgunlasma sirasinda proteolotik
enzimler kazeinin parcalanmasina ve ortamda
bulunan serbest aminoasitlerin artmasina yol
acar. Bu aminoasitlerin bakteriyel enzimlerle
dekarboksilasyonu sonucunda ise biyojen
aminler olusur. Peynirlerde bulunan baslica
biyojen aminler; histamin, tiramin, triptamin,
putresin, kadaverin, B-feniletilamindir (Durlu

Ozkaya ve ark., 1999).

Kimyasal Yapilarina Gore
According to Chemical Structures

Aromatik Aminler

Alifatik di-, tri- ve Poliaminler

Alifatik Ugucu Aminler

Aromatic Amines Aliphatic di-, tri- and Polyamines Volatile Aliphatic Amines
Histamin Putresin Metilamin
Tiramin Kadaverin Etilamin
B-feniletilamin Agmatin izopentilamin
Triptamin Spermin Etanolamin
Serotonin Spermidin

Azot Sayisina Gore

Number of Nitrogen
Monoaminler Diaminler Poliaminler
Monoamines Diamines Polyamines
Metilamin Histamin Agmatin
Etilamin Triptamin Spermin
izopentilamin Putresin Spermidin
Etanolamin Kadaverin
B-feniletilamin Serotonin
Tiramin

Peynirde biyojen amin olusumu ¢ok sayida arttirmaktadir.  Mikrobiyal  gelisim  ve

Ortamda serbest

aminoasitlerin varligi ve Uretim sirasinda

faktore baghdir.

eklenen mikroorganizmalar veya kontamine

olan  mikroorganizmalar  biyojen amin

olusumuna neden olmaktadir. Ayrica

Uretimin  hijyenik olmayan kosullarda

gerceklestirilmesi  mikrobiyal  bozulmayi

dekarboksilaz aktivitesi igin gerekli kosullarin

(pH, tuz konsantrasyonu, sicaklik, su
aktivitesi, olgunlastirma sicakligi ve zamani,
depolama sicakhg, uygun kofaktorlerin
ortamda bulunmasi) olmasi da diger 6nemli
faktorlerdir. Bu nedenle peynirde bulunan

biyojen amin miktarlari da degismektedir.
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Peynirin pH’si 5.0-6.5 arasinda olup, bu
degerler dekarboksilaz aktivitesi icin idealdir.
Histamin ve diger biyojen aminlerin olusumu
ylksek sicaklhkta artmaktadir. Olgunlastirma
sdresi biyojen amin

isleminin arttikea,

miktarinin  da arttigini  gdstermektedir.

Peynirlerde  gerceklestirilen  ¢alismalara
baktigimizda farkl biyojen aminlerin ¢ok farkli
diizeylerde bulundugu tespit edilmistir. Taze
peynir, st ve yogurttaki en yaygin aminler
spermidin ve spermindir. (Gezginc ve ark.,
2013). Peynirlerde ise toplam amin esik deger
riski 100 mg kg! olarak bulunmustur
(Schirone ve ark., 2011).

Turk Gida Kodeksi’'nde siit ve Urinleri icin
belirlenmis herhangi bir limit bulunmamakla
beraber, su ve su Urilnleri igin 100-200 mg kg
! olarak belirtilmistir (TGK, 2011). Siit, yogurt,
lor peyniri ve taze peynirde yapilan
¢alismalarda BA miktari kg basina 10 mg’ye
ise BA
miktarinin 15 mg kg?! seviyesini asmamasi
gerektigi
2013). BA'nin olusumu gida bozulmasinin bir

kadar diger fermente drinlerde

bildirilmistir. (Bunkova ve ark.,
gostergesi oldugu icin miktarinin belirlenmesi
onemli bir gida kontrol metotudur (Erim,
2013). BA miktarinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan metotlar iki gruba ayrilir:

1. BA Belirlenmesine Dayanan Yéntem

ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz-sivi
kromatografisi (GLC) ve yiksek performans
(HPLC)
analizlerinde yogun bir sekilde kullanilan

sivi  kromatografisi biyojen amin
kromatografik yontemlerdir (Shakila ve ark.,
2001). Bunlar icinde HPLC en c¢ok kullanilan
yontem olup, flourometrik ve enzimatik
yontemlerin  yani sira elektroforez de
kullanilmaktadir (Yerlikaya ve Gokoglu, 2002).
Ozellikle son vyillarda yapilan calismalara
bakildiginda kapiler elektroforez yonteminin
sikhkla

elektroforez

kullanildigi ¢alismalara da

rastlanilmaktadir. Kapiler

yontemi diger yontemlere alternatif teskil
etmektedir. Bazi durumlarda
turevlendirmeye gereksinim duyulmamasi,
ornek saflastirmanin gerekmemesi, kisa analiz
zamani bu metotun en 6nemli avantajlaridir.
sarap,
biyojen aminlerin belirlenmesi igin yapilan bir
calismada

herhangi bir

Salam, peynir, bira orneklerinde

tlrevlendirme yapiimamis,
saflastirma basamagi
uygulanmamis 15 dk’dan daha kisa bir sirede
dedektori
tespit yontemiyle analizler gergeklestirilmistir
Voldrich, 2006). Bira
orneklerinde gergeklestirilen ¢alismada ise 10
farkh

lazerle

kapiler elektroforez-iletkenlik

(Kvasnicka ve
elektroforez-

dedektor
kullanilarak belirlenmistir ve analizler 30

biyojen amin kapiler

indiklenmis floresans

dk’'dan kisa slirede gerceklestirilmistir.
(Cortacero-Ramirez ve ark., 2007). Kapiler
elektroforez yontemleri duyarhlik,

dogrusallik, tespit limiti, tekrarlanabilirlik,
dogruluk ve kesinlik agisindan da oldukga iyi
sonuglar vermektedir. Bu konuda yapilan
calismalar literatirde incelendiginde farkh
gida gruplarinda

biyojen aminlerin

belirlenmesinde kapiler elektroforez
yontemlerinin kullanilabilecegi gérilmektedir
(Onal, 2007). HPLC yéntemi ise gidalarda
biyojen amin analizinde en fazla kullanilan
yontemlerden biridir. Bu yontemle biyojen
aminlerin belirlenebilmesi icin genel olarak
C18 kolon kullanilmakta, dereceli ellisyon

teknigi kullanilarak absorbans dedektor veya

floresans dedektorde analizler
gerceklestiriimektedir (Ozdestan ve Uren,
2006). Ultra Yiksek Basincli Sivi

Kromatografi (UHPLC) metotu ise HPLC'nin
prensibi ve uygulamasini gerektiren, hizli ve
glvenilir yeni bir jenerasyon kromatografik
teknigidir. Bu metotta hiz, duyarliik ve
daha HPLC

metotlari ¢ok cesitli BA'larin belirlenmesine

ayrisma iyidir.  Geleneksel

izin vermesine ragmen analizin uygulanmasi
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icin gereken zaman, UHPLC'ye gbre her 6rnek
icin yaklasik 20-60 dk daha uzundur. Belli
peynir tiplerinde HPLC metotu kullanimi
BA’'nin belirlenmesi i¢in bazi durumlarda
uygun  olmamakta ve ¢ok zaman
tiketmektedir. Ancak UHPLC metotu daha
kisa islem siresi, daha ylksek ¢ozinirlik ve
HPLC
Ustliin  oldugu kanitlanmistir

duyarliik  nedeniyle  geleneksel
sisteminden
(Mayer ve ark., 2010). BA’lar aminoasitlerden
elde edildigi icin bilesenlerin her iki sinifinin
eszamanli belirlenmesi i¢cin hassas metotlar
onerilmektedir. Mazzucco ve ark. (2010),
peynirde BA  orneklerinin eszamanli
belirlenmesi icin ters-faz HPLC metotunu
gelistirmislerdir.  Arastiricilar 4 amini
(kadaverin, histamin, tiramin, triptamin) ve
bu aminlerin 6nciil 4 aminoasitlerini (lisin,
histidin, tirozin, triptofan) belirlemislerdir.
Yine baska bir galismada UHPLC ile

DEEMM (dietiletoksimetilenemalonat)

reaktifi kombinasyonunun peynir
orneklerinde BA, amonyum iyonu ve
aminoasit  icerigini  eszamanli  olarak

belirlemek icin gilvenli bir metot olarak
kullanilabilecegi tespit edilmistir. Bu teknikle
diger tekniklerde gerekenden daha az
hacimde c¢o6zlici kullanarak ¢ok fazla sayida
ornegin analizini ve peynir amino bilesigi
belirlenmesini

kompozisyonun dogru

saglamakta ve olgunlastirma sirasinda
proteolizin izlenmesinde kullanilabilmektedir
(Bunkova ve ark., 2013). Jia ve ark., (2011)
farkl

aminoasitlerin eszamanli belirlenmesine izin

peynirlerde BA’lar ve c¢ok cesitli
veren kuadrupol kitle spektrometrisi (Q-TOF)
ile LC metotu ciftinin daha etkili oldugunu
kanitlamiglardir.  Son zamanlarda peynirde
BA  belirlenmesi i¢cin  yeni bir sivi
ELSD

(evaporatif isik sagan dedektér) kullaniimistir.

kromatografisi (LC) metotu olan

ELSD’nin esasl; 1sik hiizmesinden gecen bir
¢Ozliclinlin evaporasyonu yoluyla sagilan 1sik

miktarina dayanir. Sonucta elde edilen sinyal,
¢Ozlcliinlin evaporasyonu sirasinda evapore
olmayan veya kompozisyonu bozulmayan
ornekte mevcut olan bitin bilesenler igin
uygun olmaktadir (Loizzo ve ark., 2013). Bu
bakimdan LC metotlari kitle spektrometri ile
ELSD kitle
spektrometriden daha ekonomik ve genis

birlestirilmistir. Ayrica

velpazede c¢oOziciyle uyumlu olmustur

(Sipizzirri ve ark., 2013).

2. Uretici Mikroorganizmanin Belirlenmesine
Dayanan Yéntem
Mikroorganizmalarin dekarboksilaz
aktivitesi son derece degiskendir, pek cok
baghdir.

bakterilerin tespiti sadece gida icerigindeki

durumda susa Bu vyizden bu
BA’nin riskini tahmin edilmesi agisindan degil

ayni zamanda fermente gidalarda

birikmesinin  6nlenmesi  bakimindan da
onemlidir. BA Ureten suslarin tanimlanmasi
icin PCR’'ye  dayali  yeni metotlar
gelistirilmistir. Ozellikle peynir érneklerinde
basariyla kullaniimistir. Bu teknigin dnemli bir
yarari BA’lar belirlenmeden Once (retici
mikroorganizma belirlenmekte ve
muhtemelen son uriinde BA birikimi tahmin
edilebilmektedir. Bu metot peynir tretiminin
her asamasinda kullanilabilmektedir (Loizzo
ve ark., 2013).

Kantitatif gercek zamanli PCR; genlerin
miktari, gen ekspresyonu ve Ureticilerin hizh
belirlenmesi agisindan olduk¢a kullanish
olmaktadir. Farkli gPCR denemelerinde, farkl
gida matrislerindeki BA (retebilen gram (+)
bakteri miktari ve belirlenmesi gelistirilmistir.
Son zamanlarda bu metot balikta histamin
Ureten gram (-) bakteri belirlenmesinde
Boylelikle HPLC tarafindan

belirlenemeyen BA

uygulanmustir.
Ureticilerin ~ varhgini

belirlemekte ve geleneksel peynirlerde
glvenligi ve kaliteyi gelistirmek acisindan

uygulanabilmektedir (Schirone ve ark., 2013).
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Marcobal ve ark. (2004),

histamin, tiramin ve ornitin treten laktik asit

gidalardaki

bakterilerinin es zamanli  tespitlerinde
multiplex polimeraz  zincir  reaksiyonu
metotunu kullanmislardir. Fermente

gidalarda histamin, tiramin ve ornitin ireten
LAB suslarinin es zamanl tespitinde kullanilan
¢oklu polimeraz zincir reaksiyonu analizleri
hakkinda l¢ ¢ift primer tasarlamislardir.
Hedef mikroorganizmalarin DNA’lari ayni
tepkimeye konuldugunda farkli iki ya da daha
fazla boyuta karsilik gelen ¢ogalmalar tespit
edilmistir. Bu analizin kontrolli koleksiyon
cinslerindeki amin Ureten bakterilerin
tespitinde ve LAB koleksiyonunda faydal
oldugu ve LAB'nin bu biyojen aminleri
Uretmeyen cinslerin DNA’sinda higbir ayrint
gozlenmedigi bildirilmistir. Bu ¢alismada
onciil LAB’In dogru secilmesinde yapilan rutin
taramalarda ve gida ici kontrol
laboratuvarlarina kolaylikla dahil edilebilecegi
bildirilmistir.

Landete ve ark. (2007), saraplardan izole
edilen cesitli asetik asit bakterileri, maya
bakterileri ve laktik asit bakterilerinde biyojen
tespiti  yapmuglardir. LAB grubu

icerisinde bulunan 155 adet Lactobacillus

amin

ssp., O. oeni ve Pediococcus ssp. tirlerinde
tiramin (tdc), histamin (hdc) ve pitresin (odc)
genlerini tespit etmislerdir. Hollanda tipi yari
sert peynirde olgunlasma silresince BA
Uretimi igin starter kiltlr kaynakl tir olarak
13 adet Enterococcus ve 3 adet Lactobacillus
cins tdrleri izole edilmistir. PCR yontemi ile
(trydc)  ve (hdc)
dekarboksilaz enzimlerini kodlayan spesifik

tiramin histamin
DNA dizilerinin varhg tespit edilmis ve bu
HPLC
Enterococcus’ larda tiramin ve histamin dizi

yontemiyle dogrulanmistir.
karsilastirilmasinda %89 Lactobacillus’ larda
ise %99 oraninda benzerlik tespit edilmistir.
Enterococcus cinsinden E. durans tiiriinden 7
adet, E. faecalis tiirinden 3 adet, E. faecium

tirinden 1 adet, E. casseliflavus tirinden 3
adet, L. curvatus, L. lactis ve L. helveticus
tirlerinden 1'er adet izole edilmis ve
bunlardan sadece E. durans tirinde tiramin
Uretimi gozlenmemistir (Burdychova ve
Komprada, 2007).

Martuscelli ve ark. (2005), tarafindan
gerceklestirilen calismada ise starter kiltlr
kullanmadan, ¢ig sut kullanilarak tretilen (A)
ve starter kiltir kullanarak, pastorize sit
kullanilarak Uretilen (B) Pecorino Abruzzese
peynirlerinde Uretim ve olgunlastirma
sirasinda olusan biyojen amin miktarlari
karsilastiriimistir. Pecorino Abruzzese peyniri
yari-sert bir italyan peyniridir ve farkl
yontemlerle Uretilebilmektedir. Biyojen amin
analizleri HPLC'de C18 kolon kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak
fosfat (pH:7)

kullanilmistir. Analizlerde dereceli ellisyon

asetonitril  ve tamponu
tekniginden yararlanilmistir. Ornekler 0.1 M
HCl ile ekstrakte edilmis, sogutmali santrifij
islemi uygulanmis ve stizilmustir. Elde edilen
ekstrakt dansil kloriir ile 40 °C'de 60 dk
sireyle  tidrevlendirilmistir. 60  glnlik
olgunlastirma islemi sonucunda peynirlerin
toplam biyojen amin igerigi A icin 697 mg kg*
B icin 1086 mg kg! olarak bulunmustur.
Enterobacteriaceae familyasindaki
mikroorganizmalar ve laktik asit bakterilerinin
etkin

olduklari belirlenmistir. A grubunda toplam

biyojen amin olusturma (zerine
biyojen amin miktari ilk 14 ginde 34 mg kg
Ydan 401 mg kg¥'a kadar artmistir. 14 ile 60
glin arasinda ise az bir artis gostermistir. B
grubunda ise diger grubun tersine 30 ile 60
giin arasinda %77’lik bir artis gézlenmistir. Bu
peynirlerde etilamin, tiramin, putresin,
histamin, kadaverin, triptamin, -feniletilamin,
spermin ve spermidin tespit edilmistir. A
grubunda en fazla bulunan biyojen aminler
histamin (%38), tiramin (%26) ve putresindir

(%9). B grubunda ise - feniletilamin (%28),
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tiramin (%23), etilamin (%15) ve putresin
(%15) en fazla bulunan biyojen aminlerdir.

Sonuglar

insan ve hayvan viicudunda biyolojik
olarak 6nemli olan biyojen aminler, fazla
miktarda  alindiklarinda  herhangi  bir
nedenden dolay! yiksek konsantrasyonlarda
olustuklarinda veya organizmadaki
indirgenmeleri engellendiginde toksik etkileri
sebebiyle saghgi

sokabilmektedirler. Biyojen

tehlikeye
aminler
mikrobiyal fermentasyonun ve bozulmanin
gerceklestigini gostermektedir. Bu nedenle
gida givenligini kontrol altina almadaki en
onemli etkenlerden olan limit degerlerinin
belirlenmesi cok bilyik dnem tasimaktadir.
Amino asit dekarboksilasyonu tire, susa ve
cevre sartlarina gore farklilik géstermektedir.
Dolayisi ile izole edilmis tlrlerde biyojenik
amin Uretme Ozelliklerinin tespit edilmesi
onemlidir. BA’ larin belirlenmesi sonucunda
hakkinda bilgi
mimkin olmaktadir. Ayrica erken ve hizli

gida kalitesi edinilmesi

olarak biyojen amin belirlenmesi, biyojen

aminlerin olusumunun onlenmesi

bakimindan énemlidir.
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