


ANKARA’DA TUKETIME SUNULAN BAZI SUTLER VE PEYNIRLERDE
HISTAMIN DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Mehmet ilker YILMAZ

YUKSEK LISANS TEZi
BESIN ANALIZLERI VE BESLENME BiLiM DALI

GAZIi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TEMMUZ 2019



Mehmet Ilker YILMAZ tarafindan hazirlanan “Ankara’da Tiiketime Sunulan Bazi Siitler ve
Peymrlerde Histamin Duzeylermm Arastlrllmasx adl1 tez ¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan OY
BIRLIGI / G’FGGIG:UG—H ile Gazi Universitesi Besin Analizleri ve Beslenme Bilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damisman: Dog. Dr. Buket ER DEMIRHAN

Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dali, Gazi Universitesi )
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/enaylanuyerum S MLQ teend

Baskan : Prof. Dr. Isil SIMSEK
Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dali, Gazi Universitesi —

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/enaylamiyorum = ;

Uye : Prof. Dr. Haydar OZDEMIR
Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, Ankara Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamsyerum-

Tez Savunma Tarthi: 17/07/2019

Juri iyeleri tarafindan YUKSEK LISANS tezi olarak uygun goriilmiis olan bu tez Gazi

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu karari ile onaylanmistir.

Prof. Dr. Mustafa ASLAN
Saglik Bilimleri Enstittisti Miidiirii



ETIiK BEYAN

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez calismasinda;

Tez icinde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,

Bu tezde sundugum ¢aligmanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

/i

Mehmet Ilker YILMAZ
17/07/2019



ANKARA’DA TUKETIME SUNULAN BAZI SUTLER VE PEYNIRLERDE
HISTAMIN DUZEYLERININ ARASTIRILMASI
(Yiksek Lisans Tezi)

Mehmet ilker YILMAZ

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Temmuz 2019

OZET

Histamin gidalarda olusan en yaygin ve toksik biyojen amindir. Bazi gidalarda histamin
varlig1 mikrobiyolojik kalite ve hijyen indikatorii olarak degerlendirilmektedir. Siit ve siit
iiriinleri yiiksek diizeyde histamin i¢cermesi muhtemel gidalar igerisinde bulunmaktadir.
Gida ile yiiksek diizeyde histamin alim1 kusma, diyare, karin kramplari, terleme, bas agrisi
gibi bazi saglik sorunlarina neden olabilmektedir. Bu ¢alismada, Ankara’da tiiketime
sunulan bazi siit ve peynirlerde histamin miktarlarinin arastirilmasi amaglanmistir. Farkli
markalara ait 20 adet pastorize, 20 adet ultra yiiksek sicaklik uygulanmis siit (UHT) ve 76
adet peynir (tulum peyniri, beyaz peynir, taze kasar peyniri ve labne peyniri) olmak iizere
toplam 116 6rnek enzim-bagli immunosorbent test (ELISA) teknigi ile analiz edilmistir.
Sonug olarak, 40 siit 6rneginin 29’unda (% 72,5) histamin varlig1 0,10 ve 0,32 mg/L aras1
konsantrasyonlarda saptanmistir. Pastorize ve UHT siitlerdeki ortalama histamin miktarlari
sirastyla 0,20+£0,01 mg/L ve 0,16+0,02 mg/L olarak bulunmustur. 76 peynir 6rneginin
58’inde (% 76,3) histamin varligir 2,52 ve 189,79 mg/kg arasi konsantrasyonlarda tespit
edilmistir. Tulum peyniri, beyaz peynir, taze kasar peyniri ve labne peynirlerindeki
histamin miktarlarinin ortalama degerleri sirasiyla 56,60+12,56 mg/kg; 3,68+0,29 mg/kg;
4,88+0,35 mg/kg ve 4,48+0,39 mg/kg olarak bulunmustur. Peynirlerdeki ortalama histamin
miktarlart siitlerdeki ortalama histamin miktarlarindan yiiksektir. Sitlerdeki histamin
miktarlar1 ve peynirlerdeki ortalama histamin miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0,001). Giiniimiizde, Tiirk Gida Kodeksi’'nde siit ve peynirlerde histamin
konsantrasyonlari ile ilgili belirtilen bir sinir deger yoktur.
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ABSTRACT

Histamine is the most common and toxic biogenic amine in foods. The presence of
histamine in some foods is considered as an indicator of microbiological quality and
hygiene. Milk and milk products are also found in foods that are likely to contain high
levels of histamine. High levels of histamine intake with food can cause some health
problems such as vomiting, diarrhea, abdominal cramps, sweating, headache. In this study,
it was aimed to investigate the amount of histamine in some milk and cheeses consumed in
Ankara. A total of 116 samples of 20 different pasteurised milk, 20 ultra high temperature
milk (UHT) and 76 cheese samples (tulum cheese, white cheese, fresh kashar cheese and
labne cheese) were analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique.
As a results, In 29 (72.5%) of 40 milk samples, the presence of histamine was detected in
concentrations ranging between 0,10 and 0,32 mg/L. The mean level (£S.E) of histamine
of pasteurised and ultra high temperature milks were found to be 0.20+0.01 mg/L and
0.16+0.02 mg/L, respectively. In 58 (76.3 %) of 76 cheese samples, the presence of
histamine was detected in concentrations ranging between 2.52 and 189.79 mg/Kkg.
Regarding the tulum cheese, white cheese, fresh kashar cheese and labne cheese samples,
mean levels (+=SE) of histamine in were found to be 56.60+12.56 mg/kg; 3.68+0.29 mg/kg;
4.88+0.35 mg/kg and 4.48+0.39 mg/kg, respectively. The mean levels of histamine of
chesees were higher than mean levels of histamine of milks. The differences between mean
levels of histamine in milk samples and the mean levels of histamine in cheese samples
were statistically significant (p<0.001). At present, there are no established limits in
Turkish Food Codex for histamine concentrations in milk and cheeses.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tezimin belirlenmesinde, yaziminda ve ¢alismamin her safhasinda bilgi ve
tecriibeleri ile yardimlarii esirgemeyen, lisansiistii egitimim boyunca her tiirlii konuda
bana yol gosteren ve beni destekleyen Danismanim Saymn Dog¢. Dr. Buket ER
DEMIRHAN’a, calismalarimin laboratuvar asamasi dahil olmak iizere her safhasinda
yardime1 olan ve sonsuz hosgoriilerini benden esirgemeyen Saymn Dr. Ogr. Uyesi Burak
DEMIRHAN’a, tezimin istatistiksel analizlerinde yardimimi aldigim Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyesi Saym Prof. Dr. I. Safa GURCAN’a tesekkiirlerimi

sunarim.

Maddi ve manevi destegiyle beni hi¢ yalniz birakmayan degerli aileme, her yardima

ihtiyacim oldugunda desteklerini esirgemeyen tiim dostlarima igtenlikle tesekkiir ederim.

Bu arastirma, Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Biriminin 02/2018-17
numaral1 yiiksek lisans tez projesi ile desteklenmistir. Tez ¢alismam i¢in maddi imkan ve

mekan olanaklarini sunan Gazi Universitesi’ne igtenlikle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Insanlarin beslenmesinde siit ve siit iiriinleri bilyiik 6nem tasimaktadir. Bu iiriinler diyette
yer aldiklarindan ve biitlin yas gruplarinda tiiketimi gerekli oldugundan dolay1 saglik
acisindan giivenilir olmalidirlar (Erkan, Demir, ve Oksiiztepe, 2018). Siitiin kalitesi siitte
patojen bulunmasi ve liremesiyle, kimyasal bulasanlarla, ¢evresel kirliliklerle ve besin
degeriyle dogrudan iligkilidir. Mikrobiyolojik bulasanlar genellikle hayvanin kendisi ve
cevresinden kaynaklanmaktadir. Kimyasal kirlilikler ise siklikla insan kaynakli kontrolsiiz
gida tiretim islemleri ve ¢evresel kirliliklerle siite ulasmaktadir (Yildirim, Pamuk, ve Al,

2016).

Stit drlinlerinde yliksek miktarda biyojen amin birikebilmektedir (Papageorgiou ve
digerleri, 2018). Biyojen aminler, mikrobiyal aktivite nedeniyle gidada yiiksek
konsantrasyonda birikebilen ve tiiketicilerde toksik etkilere neden olan diisiik molekiiler
agirlikli azotlu organik bazlardir (Bodmer, Imark, ve Kneubiihl, 1999; Alvarez ve Moreno-
Arribas, 2014). Bazi biyojen aminler gida maddelerinin kalitesinin bir gostergesi olarak
belirtilmektedir. Bu nedenle, gidalardaki biyojen aminlerin varligi hem gida giivenligi hem
de gida bozulmalan ile ilgilidir (Rohani, Aliakbarlu, Ehsani, ve Hassanzadazar, 2013).
Gidalarda ve iceceklerde biyojen aminlerin diizeylerini izlemek insan sagligi ve gida

giivenligi agisindan dnemlidir (Onal, 2007).

Gidalarda bulunan en 6nemli biyojen aminler, sirastyla histidin, tirosin, ornitin, lisin ve
fenilalaninin dekarboksilasyonu ile iiretilen histamin, tiramin, putresin, kadaverin ve
feniletilamindir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014). Putresin, spermin, spermidin,
kadaverin, histamin, tiramin, triptamin ve feniletilamin, gida kalite kontroliinde en ¢ok
caligilan biyojen aminlerdir. Bu aminler arasinda histamin, gidalardaki toksikolojik etkileri
kontrol etmek i¢in biyolojik olarak en 6nemli olanlardan biridir (Daniel, dos Santos, Vidal
ve do Lago, 2015). Histamin, bir¢ok gidada ¢esitli konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmaktadir.
Saglikli kisiler diyetle alinan histamini, amin oksidazlarla hizli bir sekilde detoksifiye
edilebilirler fakat diisiik amin oksidaz aktivitesi olan bireyler histamin toksisitesi riski
altindadirlar (Maintz ve Novak, 2007).

Bozulan gida maddelerinin yan sira 6zellikle fermente gidalar sadece farkli gida ¢esitleri

arasinda degil, ayn1 zamanda kendi gesitleri icerisinde degisebilen yiiksek miktarda biyojen



aminleri igerme egilimindedir (Bodmer ve digerleri, 1999). Baz1 fermente gidalarda,
fermantasyonun mikrobiyolojik, kimyasal, fiziksel kosullar1 kolayca degistirilemediginden

biyojen amin birikimini 6nlemek zordur (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014).

Taze gidalar genellikle histamin igermemektedir (Ede, 2017). Yiiksek miktarda histamin
iceren gidalar arasinda siit, peynir, balik ve balik iirtinleri, fermente et tirlinleri, meyveler,
sebzeler ve alkollii igecekler bulunmaktadir (Ede, 2017; Svarc-Gajic ve Stojanovic, 2011;
Diaz ve digerleri, 2015; Diaz ve digerleri, 2018).

Gida ve igecek tiretiminde 6zellikle serbest histamin diizeyi gida teknolojisinde 1yi liretim
uygulamalarinin 6nemli bir unsurudur. Siit ve siit Uriinlerinde histamin igerigi uygun
olmayan gida isleme sirasinda artmaktadir. Taze siit normalde cok diisiik diizeylerde
histamin icerdigi halde ticari olarak satilan pastorize veya ultra yiliksek sicaklik uygulanan
(UHT) siitiin daha yiiksek oranda histamin igerigine sahip oldugu belirtilmektedir. Bununla
birlikte, siitiin fermantasyonu ile histamin igeriginde Onemli bir artis goriilmektedir
(Bodmer ve digerleri, 1999). Bu baglamda, fermente siit {iriinleri ve 6zellikle de peynirler

en yaygin biyojen amin kaynaklarindandir (Bunkova ve digerleri, 2013).

Siit ve siit iiriinleri icerisinde genellikle peynirde biyojen aminlerin olusumu ve diizeyleri
ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (Aktop ve Sanlibaba, 2018). Peynirler biyojen amin
olusumunda en ideal ortamlardandir (Vale ve Gloria, 1998; Spizzirri ve digerleri, 2013;
Budak, Karahan, ve Cakmakgi, 2018). Peynirlerin genellikle yiiksek diizeylerde biyojen
amin i¢ermesinin nedeni, peynirin olgunlasmasi sirasinda gergeklesen biyokimyasal bir
islemde proteinlerin parcalanarak serbest amino asitlerin birikmesidir. Bakteriyel
dekarboksilaz aktivitesi ile bazi amino asitler aminlere dondstiiriilebilir (Mahmoudi ve
Mardani, 2015). Serbest histidin miktar1 yiiksek olan gidalarda histamin diizeyi de
yiiksektir (Stratton, Hutkins, ve Taylor, 1991).

Histamin varlig1 gida maddeleri lizerinde olumlu etkiye sahip degildir ve gidanin kalitesini
azaltmaktadir. Dolayisiyla, gidalarda histamin diizeylerinin tespit edilmesi bozulmay: ve

kaliteyi belirtmesi agisindan gereklidir (Bodmer ve digerleri, 1999).

Histamin insanlarda 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip olmasina ragmen, yiiksek

miktarda histamin iceren gida veya i¢eceklerin tiiketilmesi histamin zehirlenmesi ile iligkili



olarak bag agrisi, iirtiker, dokiintli ve bas donmesi gibi semptomlara yol acabilir (Bunkova
ve digerleri, 2010; Diaz ve digerleri, 2018). Ayrica, son zamanlarda histaminin sitotoksik
oldugu bildirilmistir. Bu sitotoksisitenin, peynirde yiiksek konsantrasyonlarda sik olarak
bulunan bir bagka biyojen amin olan tiraminle sinerjistik oldugu belirtilmistir (Diaz ve

digerleri, 2018).

Histaminin yiiksek diizeyleri gida zehirlenmeleri i¢in risk faktoriidiir ve orta diizeyleri ise
gida intoleransina yol agabilmektedir (Chung ve digerleri, 2017). Histamin diizeyi yiiksek
olan peynirlerin histamin zehirlenmesi ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Rai, Pradhan,

Sharma, ve Rijal, 2013).

Glinlimiizde, gida giivenligi ve kalitesi, diinyadaki tiiketici ve saglik kuruluglarinin temel
endiselerindendir (Ruiz-Capillas, ve Herrero, 2019). Mikroorganizmalarin, biyotoksinlerin
ve kimyasal kirleticilerin neden oldugu gida kaynakli hastaliklar insan saglig1 agisindan
ciddi risk olusturmaktadir (Samandoulougou ve digerleri, 2015). Baz iilkelerde gida ile
ilgili yasal diizenlemelerde histaminin bulunabilecegi en yiiksek kalint1 diizeyleri
belirtilmektedir. Ancak, gida tiirii genellikle baliklarla smirli kalmigtir. Tiirkiye’de ise,
Tiirk Gida Kodeksi, Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’'nde sadece balik¢ilik iirtinleri
icin histamin miktarlarinin sinirlari belirtilmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2011b).

Gidalarda histaminlerin belirlenmesi toksisiteleri ve gida bozulmalart i¢in yararli bir
gosterge olabileceginden biiyiik ilgi gormektedir. Bu nedenlerle, gida maddelerinde

histamin diizeylerini izlemek 6nem tagimaktadir.

Bu calismanin amaci, Ankara’da tiiketime sunulan bazi siit ve peynirlerde histamin
miktarlarinin arastirilmasidir. Arastirmanin sonuclar1 gida giivenligi ve insan sagligim
olumsuz etkileyebilecek histamin bilesiginin gidalardaki varliginin tespiti ve olusumunun
engellenmesi konusunda yapilacak caligmalarin gerekliligini ortaya koymasi ve ileride

yapilacak ¢aligmalara 151k tutmasi agisindan 6nem tagimaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Siit ve Peynirin Bilesimi ve Besinsel Degeri

Siit tipik, hos ve hafif bir tat, temiz bir koku ve homojen bir yapiya sahiptir. Siitiin bilesimi
ve duyusal oOzellikleri yaklasik olarak 300 giinlik laktasyon doneminde farklilik

gostermektedir (Demirci ve Giindiiz, 1994).

Tiirk Gida Kodeksi, hayvansal gidalar i¢in 6zel hijyen kurallar1 yonetmeliginde ¢ig siit
“ciftlik hayvanlarinin meme bezlerinden salgilanan, 40 °C’ nin iizerinde 1sitilmamis veya
esdeger etkiye sahip herhangi bir islem gérmemis siit” olarak tanimlanmaktadir (Tiirk Gida
Kodeksi, 2011a). Ayn1 kodeksin i¢me siitleri tebliginde ise pastorize siitliin “pastdrizasyon
islemi uygulanarak {iretilen ve iiretiminden hemen sonra 6 °C'yi gegmeyecek sicakliga
sogutulan igme siitiinii” ve UHT (Ultra ytiksek sicaklik) siitiin “UHT islemi uygulandiktan
sonra aseptik kosullarda ambalajlara dolum yapilarak iiretilen igme siitiinii” ifade ettigi
belirtilmektedir. Bu tebligde, pastorizasyon isleminin “¢ig siite en az 72 °C'de 15 saniye
uygulanan kisa siireli yiiksek sicaklik veya en az 63 °C'de 30 dakika uygulanan uzun siireli
diisiik sicaklik veya esdeger etkiyi saglayan diger zaman-sicaklik kosullarmin
kombinasyonunu igeren ve bu uygulamalardan hemen sonra alkali fosfataz testi
yapildiginda triinlerin negatif reaksiyon gosterdigi islem” oldugu ve UHT isleminin ise
“135 °C'den az olmayan kisa siireli yiliksek sicaklikta siitiin siirekli akisini iceren, aseptik
kosullarda kapatilmis ambalajlarin oda sicakliginda muhafaza edilmesi halinde, iiriinde
canli mikroorganizma veya gelisim kabiliyetine sahip sporlarin olmamasini saglayan 1sil

islem” oldugu belirtilmektedir (Tiirk Gida Kodeksi, 2019).

Siitiin bilesimi; siit hayvaninin laktasyon donemi, yast, cinsi, beslenme sekli, enerji dengesi
ve memenin saglik durumu gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Siit
onemli besin maddelerini i¢cermektedir. Sigir siitlii buzaginin biiylimesi ve gelismesi i¢in
gereken besin maddelerini ayrica yag, protein, amino asit, vitamin ve mineral kaynaklarini
tasir. Immiinoglobulinler, hormonlar, biiyiime faktorleri, sitokinler, niikleotitler, peptitler,
poliaminler, enzimler ve diger biyoaktif peptitleri igerir. Siitiin igindeki yaglar,
membranlarla kapli globiiller icinde emiilsifiye edilir. Proteinler misel olarak kolloidal
dispersiyonlarda bulunur. Kazein miseller, baslica kalsiyum iceren kolloidal protein ve tuz

kompleksleridirler. Siit karbonhidrat olarak laktozu, ¢ogu mineralleri, baz1 vitaminleri ve



yag asitlerinin pek c¢ok farkli tiplerini igcermektedir. Bu komponentlerin hepsi siitii zengin

bir gida maddesi yapar (Haug, Hestmark ve Harstad, 2007).

Zengin besin kaynagi olan siit birgok kisi tarafindan diyetin degerli bir unsuru olarak kabul
edilmektedir. Inek siitii viicuttaki cesitli fizyolojik siiregleri destekleyen bircok biyoaktif
bilesen icermektedir (Khan ve digerleri, 2019). Sagim yapilan hayvanin 6zellikleri, sagim
kosullart ve hijyeni, sagim sonrasi siitiin depolama kosullart gibi birgok faktor siitiin
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerine etki etmektedir (Bulca, Duran ve Kog,
2016). Inek siitiiniin ortalama bilesimi genel olarak Cizelge 2.1°de belirtilmistir (Demirci
ve Giindiiz, 1994).

Cizelge 2.1. Inek siitiiniin ortalama bilesimi (Demirci ve Giindiiz, 1994:13)

Bilesenler %

Su 87,20
Yag 3,70
Protein 3,50
Laktoz 4,90
Kiil 0,7
Yagsiz Kurumadde 9,10
Kurumadde 12,80

Siit sadece insanlar i¢in degil ayn1 zamanda mikroorganizmalar i¢in de degerli bir besin
kaynagidir. Bu durum muhafazasin1 zorlagtirdig: i¢in insanlar siitii uzun siiredir “peynir”

gibi daha dayanikli tirlinlere doniistiirmektedirler (Kamber, 2015).

Peynir, en eski fermente gida tiriinlerinden biridir. Binlerce yildir tiretilip tiikketilmekte olan
peynir diinyanin cesitli yerlerinde teknik, sosyal ve ekonomik kosullara uyarlanmistir.
Diinyada tanimlanmis 1400'den fazla geleneksel peynir ¢esidi vardir ve bu da tekstiir,

aroma ve lezzetin sasirtici bir ¢esitliligini gosterir (Dugat-Bony ve digerleri, 2016).

Tiirk Gida Kodeksi peynir tebligine gdére peynir “hammaddenin uygun bir pihtilastirict
kullanilarak pihtilagtirillmas1 ve pihtidan peyniraltt suyunun ayrilmasiyla ya da siitiin

permeatinin ayrilmasindan sonra pihtilastiriimasiyla elde edilen, farkli sertliklerde ve yag



iceriklerinde, salamura ile ya da kuru tuzlama ile tuzlanarak ya da tuzlanmadan, starter
kiiltiir kullanarak ya da kullanmadan, telemesi haglanarak ya da haglanmadan, ¢esnili ya da
cesnisiz  olarak, teknigine uygun olarak iretilen, olgunlastirilmadan ya da
olgunlastirildiktan sonra tiiketilen, c¢esidine 0zgili karakteristik ozellikleri gosteren siit
iiriinlerini” ifade etmektedir (Tiirk Gida Kodeksi, 2015). Ayni kodekste olgunlastirilmig
peynir, “olgunlasma siirecinden sonra piyasaya arz edilen peynirler” olarak ve
olgunlastirilmamig/taze peynir ise, “iiretim silirecinin sonunda olgunlastirilmadan piyasaya

arz edilen peynirler” olarak tanimlanmaktadir.

Diinyada begenilerek tiiketilen bir gida olan peynirdeki protein orant %10-30 arasindadir.
Peynir kalsiyum, fosfor ve esansiyel aminoasitler agisindan énemli bir gidadir. Bununla
birlikte, belli oranda yagda ¢oziinen vitaminleri (A, D, E, K) ve suda ¢dzilinen vitaminleri

(B2, B6, B12) igeren bir siit iiriiniidiir (Demirci, 1990; Ugiincii, 2004; Kaynar, 2011).

Siite uygulanan pastorizasyon veya sterilizasyon gibi 1sil islemler patojen ve zararh
mikroorganizmalarla beraber starter kiiltiiriin ¢ogunun tahribine neden olmaktadir. Bu
nedenle, 1s1l iglemden sonra belirli mikroorganizmalarin saf veya karisik kiiltiirlerinden
faydalanilarak standart ve iyi kalitede iiriin elde edilmeye calisilmaktadir (Ardic ve
Durmaz, 2006). Peynir taze olarak veya gesidine gore tat, aroma ve yapiya sahip olmasi

icin belli bir olgunlagsma doneminden sonra tiikketime sunulmaktadir (Kaynar, 2011).

Peynirin olgunlagmasi, laktozun pargalanmasi, lipoliz ve proteolizini iceren biyokimyasal
islemlerle meydana gelmektedir. Olgunlagma islemi, starter LAB ve starter olmayan LAB,
propiyonik asit bakterileri, kiifler ve mayalar1 igeren ikincil mikrobiyota ile gerceklestirilir
(Linares ve digerleri, 2012). “Olgunlasma, her peynir ¢esidinin kendine 6zgii yapi, tat ve
aroma gibi Ozellikleri kazanabilmesi i¢in belirli kosullarda ve belirli bir siirede gecirdigi
fiziksel, mikrobiyolojik, enzimatik degisimler ve etkilesimler sonucu olusan biyokimyasal
olaylarm tiimiinii” ifade eder (Tiirk Gida Kodeksi, 2015).

Peynirler, organoleptik 6zellikleri ve kalitelerini etkileyen ¢ok zengin, ¢esitli ve karmasik
bir mikrobiyotaya sahiptirler. Bu mikrobiyota baslangigta temel islevi uygun bir oranda
laktik asit liretmek olan starter kiiltiir bakterilerden meydana gelir. Bununla birlikte, iiretim
ve olgunlagsma sirasinda kompleks bir ikincil mikrobiyota (starter olmayan laktik asit

bakterileri-LAB) gelismektedir. Hem starter hem de starter olmayan laktik asit bakterileri



olgunlagsmis peynirde meydana gelen fiziko-kimyasal degisimlere katkida bulunur ve
boylece iirlin istenen organoleptik oOzellikleri asamali olarak kazanmaktadir (Ladero,

Fernandez, Cuesta, ve Alvarez, 2011).

Yiiksek besin degerine sahip Onemli bir siit iirlinii olan peynirin ¢ok sayida c¢esidi
bulunmaktadir. Tiirkiye’de beyaz peynir, kasar peyniri ve tulum peyniri en ¢ok iiretilen
peynir ¢esitleridir. Bunlar haricinde sagim hayvaninin 1rki, ¢evresel ve iklimsel farkliliklar,
uygulanan geleneksel ve teknolojik islemler gibi faktorlere bagli olarak 25’ten fazla
yoresel ve bolgesel peynir ¢esidi oldugu ve hatta taninmayan yiizlerce yoresel peynir ¢esidi

bulundugu bildirilmektedir (Kaynar, 2011).

Tiirkiye’de tiretimi yapilan peynirlerin biiylik bir cogunlugunu beyaz peynir (%60) olmak
lizere sirasityla kasar peyniri (%17), tulum ve mihali¢ peyniri (%12) ve diger yerel
peynirler (%11) olusturmaktadir (Kamber, 2015). Beyaz, kasar, tulum ve labne

peynirlerinin kimyasal bilesimi Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Beyaz, kasar, tulum ve labne peynirlerinin kimyasal bilesimi (Tekinsen, 1993;
Kok Tas, Duru, ve Sahin, 2014).

Baz1 Besin Unsurlar: ve Miktarlar: (%)

Peynir Tipi Yag Protein Kiil Tuz
Beyaz Peynir 20,1 17,3 10,5 -
Kasar Peyniri 25,1 24,2 4.2 4.6
Kuru Tulum Peyniri 28,7 26,1 2,1 5,2
Labne 11,87 9,08 0,63 -

Siitiin kimyasal bilesimi, son peynirin kalitesini etkilemektedir. Kaliteli bir Tiirk beyaz
peyniri elde etmek ig¢in iiretiminde yiliksek kaliteli siit kullanilmalidir. TGK peynir
tebligine gore beyaz peynir “hammaddenin peynir mayasi kullanilarak pihtilastirilmasi ile
elde edilen telemenin, teknigine uygun olarak islenmesiyle iiretilen, iiretim agamalarindaki
farkliliklara gore taze veya olgunlastirilmis olarak tanimlanabilen, c¢esidine ozgi
karakteristik Ozellikler gosteren salamurali peynir” olarak tanimlanmaktadir (Tiirk Gida

Kodeksi, 2015).



Tiirk beyaz peyniri tuzlu suda hazirlanmis ve olgunlastirilmistir. Genel olarak, peynirler
kiip seklinde veya dikdortgen seklinde ve yaklasik 350 veya 500 g agirligindadirlar. 1 - 3
ay siire ile olgunlastirilirlar (Hayaloglu, Giiven ve Fox, 2002). Beyaz peynir iiretiminde
genellikle Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake, Streptococcus thermophilus bakterilerinden
olusan starter kiiltlirlerin kombinasyonlar1 kullanilmistir. Ayrica, beyaz peynir tiretiminde
Lactococcus lactis ssp. cremoris ve Lactococcus lactis ssp. lactis bakterilerinden olusan
starter kiiltiir kombinasyonlarinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Ancak, bu starter
kiiltiirlerin diisiik tuz direnglerinin olmasi nedeniyle alternatif kiiltlirlerin kullanilmasi

gerektigi belirtilmektedir (Celik ve Uysal, 2009).

Kasar peynirinin ise piirlizsiiz, kuru ve sarims1 kabuklu, gaz deliksiz homojen bir yapisi ile
hafif ve tuzlu bir tadi vardir (Babacan ve Ozdemir, 2018). Kasar peyniri, Tiirkiye'de en gok
tiiketilen geleneksel peynirlerinden biridir. Olgunlagsma donemlerindeki farklilik nedeniyle
taze veya olgun olarak iretilmektedir (Sert, Ayar ve Akin, 2007, Sahin Ercan, Soysal ve
Bozkurt, 2019). TGK peynir tebligine gore kasar peyniri “hammaddenin peynir mayasi
kullanilarak pihtilastirilmasi ile elde edilen telemenin teknigine uygun olarak islenmesi ile
dretilen, Uretim asamalarindaki farkliliklara gore taze veya olgunlastirilmis olarak
tanimlanabilen ve cesidine 6zgii karakteristik 6zellikler gosteren telemesi haslanan peynir”

olarak tanimlanmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi, 2015).

Son yillarda, ekonomik nedenlerden dolay1 taze kasar peyniri lretimi artmistir. Kagar
peyniri tiretiminde ¢ig siite herhangi bir 1s1l islem uygulanmamaktadir. Ayrica, starter veya
katk1t maddesi eklenmemektedir. S1vi peynir mayasiyla (15-20 ml / 100 kg siit) 28-35°C'de
40-60 dakika pihtilagtirilir ve piht1 0,5-1 cm>liik parcalar halinde kesilir ve yerlestirilir.
Teleme sicakken kaliplanir ve sogutulmasi 3-6 saat siirer. Peynir kaliplardan ¢ikarildiktan
sonra yiizeyi kuru tuzlanir. Geleneksel olarak 3-10 ay boyunca 2-3 °C'de ambalajsiz olarak
7590 g/100g nemde olgunlastirilir. Giliniimiizde ticari olarak pastorize siitten farkl

sekillerde ve farkli agirliklarda tiretilmektedir (Sert ve digerleri, 2007).

Tiirkiye’de beyaz ve kasar peynirinden sonra tulum peynirleri en ¢ok bilinen, tercih edilen
ve ihrag¢ edilen iiriinlerdendir. Bu peynir yagl, kendine 6zgii tat ve aromaya sahip, beyaz

veya krem-sari renkte, kuru madde orami yiiksek, kolay dagilmayan, agizda eriyerek
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kendine 6zgii tereyagi aromasini veren, yari sert, homojen goriiniimde ve belirgin asidik

tad1 olan bir iirlindiir (Erdem ve Patir, 2017).

TGK peynir tebligine gore tulum peyniri “hammaddenin peynir mayast kullanilarak
pihtilastiriimasi ile elde edilen telemenin fermantasyonunu takiben ufalanip tuzlanmasi,
daha sonra gidaya temasa uygun bir ambalaj malzemesine veya deri tulumlara sikica
basilarak {iretilen ve olgunlastirildiktan sonra piyasaya arz edilen cesidine Ozgi

karakteristik 6zellikler gosteren peynir” olarak belirtilmektedir (Tiirk Gida Kodeksi, 2015).

Tulum peynirinin keskin tad1 ve karakteristik lezzeti olgunlagma sirasinda kegi derisinden
gelmektedir. Tulum peyniri, inek, koyun, ke¢i siitinden veya bu siitlerin karigimindan
tiretilebilmektedir. Farkli ambalaj malzemelerinde (6rnegin deri, lakeli teneke, bez, plastik
variller) olgunlastirildiktan sonra satilmaktadir. Siit pihtilastirildiktan sonra peynir alt1 suyu
ayrilir ve teleme tuzlanir. Tuzlanmis teleme 3-6 ay boyunca ke¢i derisinde (Tulum) % 85
rutubette 6-10 °C'de olgunlastirllmaktadir (Colak, Hampikyan, Bingol ve Ulusoy, 2007,
Yildiz- Akgiil ve digerleri, 2019).

Yogurt-peynir ise, Orta Dogu ve Balkan bdlgelerinde popiiler olan fermente bir siit
irliintidiir. Yogurt- peyniri olarak bilinen Labne, kremali, yumusak ve siiriilebilir bir
peynirdir (Lee, Mok, Jeewanthi, Yoon, ve Paik, 2015). Labne hafif asidik lezzetli, siit
beyazi renkte, piiriizsiiz ve kiiltiirlii kremaya benzer kivamda stiriilebilir bir fermente siit
drlintidiir. Labne’nin liretiminde yag ve kuru madde standardizasyonu yapilmaktadir ve
yogurt kiiltlirii kullanilmaktadir (K6k Tas ve digerleri, 2014). Bu fermente siit {iriinii,
normal yogurttan daha yiliksek toplam kati madde ve laktik asit icerigine ve normal
yogurttan daha az yag icerigine sahip oldugundan muhafaza kalitesi yiiksektir (Lee ve
digerleri, 2015).

Yiiksek kaliteli labne iiretiminde starter kiiltiir se¢imi énemlidir. Farkli starter kiiltiir veya
kiiltiirler kullanilabilir ancak kalite agisindan Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus karigimlarinin etkili oldugu bildirilmektedir (Kok Tas ve
digerleri, 2014).
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2.2. Histaminin Yapisi ve Fizyolojik Fonksiyonlar:

Histamin 1910'da Dale ve Laidlaw tarafindan kesfedilmistir. Histamin, histidin amino
asitinden L-histidin dekarboksilaz ile sentezlenen bir biyojen amindir (Maintz ve Novak,
2007).

Biyojen aminlerin kimyasal yapisina gore siniflandirilmasinda histamin heterosiklik amin

grubunda yer almaktadir (Butor ve digerleri, 2017).

Kimyasal olarak, histamin 4-(2-aminoetil) imidazol ve amino asit L-histidinin
dekarboksilasyonundan olusan bir amindir. Imidazol halkasi1 iki azot atomuna sahiptir.
Ayrica histamin iki temel merkeze, yani alifatik amino grubuna ve imidazol halkasinin
protona sahip olmayan azot atomuna sahiptir. Yan zincirdeki amino grubunun pKa'si
9,4'tlir ve asidik imidazol azot kisminin pKa's1 5,8'dir. Boylece, histamin normalde bir tek

sarj katyonuna protonlanir (Rai ve digerleri, 2013).

Histaminin molekiiler formiili CsHjoN3 ve molekiiler agirhigi 111,1 g/mol’diir (Onal,
Tekkeli ve Onal, 2013). Sekil 2.1.’de histaminin molekiiler yapis1 verilmistir (Rai ve
digerleri, 2013).

N

=

/ NH,

Sekil 2.1. Histaminin molekiiler yapis1 (Rai ve digerleri, 2013).

HN

Insanlarda biyojen aminlerin serebral aktivite, gastrik asit {iretimi, immiin yanitlar veya
hiicre biiyiimesi ve farklilagmas1 gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonda 6nemli rolleri vardir

(Butor ve digerleri, 2017).

Histamin, hem yerel hormon hem de norotransmitter olarak gorev yapar. Mast hiicreleri,
kan hiicreleri (6rnegin, bazofilik graniilositler ve trombositler) ve beyindeki ndronlarin

histamin igerdigi bulunmustur. Histamin hedef hiicrelerdeki spesifik reseptorler (H1, H2,
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H3, H4) ile etkilesime girerek c¢esitli fonksiyonlari modiile etmektedir. Bu aminin
fizyolojik rolii mide asidi salgilanmasi, hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi, sirkadiyen ritim,
dikkat ve bilisi icermektedir. Bununla birlikte, histamin, diiz kas hiicrelerinin (bagirsaklar,
akciger, uterus) biiziilmesini, kan damarlarinin dilatasyonunu saglar ve bdylece kan
plazmasinin etrafindaki mukoza zarlar1 ve alt kesikli dokulara akmasini etkileyen spesifik

reseptorlere baglanarak alerjik reaksiyonlarin baslangicinda rol oynar (EFSA, 2011).

Histamin, sayisiz biyolojik reaksiyonun gii¢lii bir aracidir (Maintz ve Novak, 2007).
Solunum, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, hematolojik, immiinolojik sistemler ve
derideki hiicresel membranlar iizerindeki reseptorlere baglanarak etkisini gosterir (Rai ve
digerleri, 2013). Histamin, akut anafilaksi ve damar gecirgenliginin bir aracidir ve immiin

yanitlar1 kuvvetle etkilemektedir (Fogel, Lewinski ve Jochem, 2007).
2.3. Gidalarda Histamin Olusumu ve Etkileyen Faktorler

Gida ve igeceklerdeki yiiksek histamin icerigi genel olarak mikrobiyel kontaminasyondan
kaynaklanmaktadir (Bodmer ve digerleri, 1999). Histamin, gidalarda histidin dekarboksilaz
enzimine sahip mikroorganizmalarin gelismesi ile meydana gelmektedir (Taylor, 1986;
Stratton ve digerleri, 1991; Diaz ve digerleri, 2015; Diaz ve digerleri, 2018). Buradaki
enzim, enzimatik dekarboksilasyon reaksiyonu ile histidini histamine doniistiiriir (Taylor,
1986; Stratton ve digerleri, 1991). Sekil 2.2°de L-histidin dekarboksilasyonu ile histamin
olusumu gosterilmistir (Taylor, 1986).

CH,CHNH, CH,CH,NH,
COOH

Histidin dekarboksilaz
N > HN

HN\/
Sekil 2.2. L-histidin dekarboksilasyonu ile histamin olusumu (Taylor, 1986).
Gidalardaki mikroorganizmalar tarafindan histamin olusumu i¢in serbest amino asitlerin

mevcudiyeti, dekarboksilaz aktif mikroorganizmalarin varligt ve amino asitlerin

dekarboksilasyonuna uygun kosullar gibi 6n sartlar vardir (Bodmer ve digerleri, 1999).
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Serbest amino asitler gidalarda bulunabildigi gibi ayni zamanda proteoliz yolu ile de
olugmaktadir. Normalde gida maddesindeki serbest amino asitlerin varlig1 ve bilesimi tat,
lezzet ve besin degerinde biiyiik degisiklikler olmadan degismez. Bu nedenle, son
teknolojilerin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmalarin tamamen ortamdan
uzaklastirilmasi ve/veya amino asit dekarboksilazlarin aktif olmasina izin vermeyen islem
kosullarinin kullanilmasina yonelmesi énemlidir (Bodmer ve digerleri, 1999). Peynirlerin
olgunlagsmasinda siit proteini olan kazeinin proteolitik enzimler ile par¢alanmasi sonucunda
ortamda bulunan serbest amino asitler artmaktadir. Ortamdaki bu amino asitlerin bakteriyel
dekarboksilasyonu ile biyojen aminler olusmaktadir (Biiyikk ve Marangoz, 2018).
Peynirde, histamin esas olarak histidin dekarboksilaz aktivitesi gosteren bakteriler
tarafindan tretilir. Histidin dekarboksilaz sinifi ikiye ayrilir. Birincisi piridoksal-fosfata
bagimlidir ve esas olarak Gram negatif bakterilerde bulunur, digeri ise piruvil-fosfata
baghidir ve tipik olarak Gram-pozitif bakterilerde bulunur (Berthoud ve digerleri, 2017).
Taze siit ¢ok az serbest histidine sahip olmasina ragmen siit proteini ¢ok fazla histidin

icerebilir (Stratton ve digerleri, 1991).

Histamin olusumunda rol alan mikroorganizmalar arasinda Clostridium, Bacillus,
Escherichia, Enterobacter, Pediococcus, Proteus, Lactobacillus, Pseudomonas ve
Salmonella cinslerine ait ¢esitli bakteri tiirleri bulunur (Rai ve digerleri, 2013). Fermente
tiriinlerde histamin ireten mikroorganizmalar temelde bakteri kromozomunda veya bir
plazmitte histidin dekarboksilaz gen kiimesini tastyan LAB’dir. Bu bakteriler siitte
bulunabilir ve starter kiiltiirlerin bir parcasi olabilir veya iiretim sirasinda gidaya
bulasabilirler. Bununla birlikte, islenen siitten yapilan peynirlerde uzun siireli
pastorizasyonda (65 °C’de 30 dakika) hayatta kalabilirler. Histaminin potansiyel birikimini
azaltmak i¢in olgunlagsmadan sonra peynirin diisiik sicaklikta muhafazasi onerilmektedir.
Son zamanlarda, bir¢ok peynir tiiriinde histamin birikiminden biiyiik oranda Lactobacillus
parabuchnerinin sorumlu oldugu bildirilmistir (Diaz ve digerleri, 2018). Fermente
gidalarda, starter kiiltiirlerinden ziyade kirlilige yol agan mikrorganizmalar histamin
diizeylerinin artmasindan sorumludur. Yiksek proteolitik enzim aktivitesine sahip
mikrobiyal suslar serbest histidinin mevcudiyetini artirarak gida sistemlerinde histamin
olusturma riskini de arttirmaktadir. Bu nedenle, gida islemede tiim starter kiiltiirler
(6rnegin, Lactobacillus suslarl) uygun isleme kosullar1 altinda histamin olusum

potansiyelleri bakimindan dikkatlice kontrol edilmeli ve tiretimde sadece histamin olusum
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kapasitesine sahip olmayan veya diisiik histamin kapasiteli suslar secilmelidir (Rai ve

digerleri, 2013).

Histidin dekarboksilaz aktivitesini pH, sicaklik ve tuz (NaCl) konsantrasyonu gibi
etkileyen birka¢ faktoriin oldugu bilinmektedir. Histidin dekarboksilaz aktivitesi yiiksek
sicaklikta diigmesine ragmen, histamin {iretimi enzim inaktif hale gelinceye kadar devam
etmektedir. Histamin gidada bir kez olustugu zaman, kaynak mikroorganizma ve enzim
1sitma ile inaktif olsa bile, 1s1ya kars1 dayaniklidir. Pigsmis gidalardaki histamin igerigi ve
pisirme yontemlerinin etkisi hakkinda az sayida bilgi vardir. Pisirme islemi histamin iireten
ve bozulma etkeni bakterileri inaktive edebilmektedir. Bununla birlikte, histamin 1siya
dayanikli olmasi nedeniyle pismis iriinlerde bozulmadan kalabilmektedir (Chung ve
digerleri, 2017).

Bazi arastirmalarda, taze ¢ig siitiin oldukga diisiik diizeylerde histamin (0,2-0,6 mg/kg) ve
tiramin (1,1 mg/kg) icerdigi belirtilmektedir. Peynirde biyojen amin miktari, {iretim veya
olgunlagsmada etki eden fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik faktorlere bagl degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle, peynir islemede siitiin pastorizasyonu, peynir {iretimi ve
muhafazasi  sirasinda  hijyene  yonelik  tedbirlerin  uygulanmasi, mikrobiyel
kontaminasyonun en diisiik diizeye indirilmesi ve kaliteli starter kiiltiirlerin kullanilmasi ile

peynirin biyojen amin konsantrasyonu kontrol altina alinabilecektir (Aygiin, 2003).

Budak ve digerler1 (2008) vyaptiklart c¢alismada {rettikleri beyaz peynirlerde
mikroorganizma diizeyine, muhafaza sicaklifina ve olgunlagsma siirelerine bagli olarak
biyojen amin konsantrasyonlarini aragtirmiglardir. Kuru madde, pH ve tuz degerlerinin,
amino asitlerin ve biyojen aminlerin sonuglari ile korelasyonu oldugunu ve E. coli 43895
susunun 90 giinliik olgunlastirma isleminden sonra 10 °C'de peynirde en yiliksek histamin

konsantrasyonuna (265,5 ppm) neden oldugunu belirtmislerdir.

Cizelge 2.3°de Siit ve siit {irlinlerinin histamin igerigi verilmistir ve bu ¢izelgede farkl: st
iriinlerinde siitiin islenmesi sirasinda histamin iceriginin yiikseldigi goriilmektedir

(Bodmer ve digerleri, 1999).
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Cizelge 2.3. Siit ve siit tirlinlerinin histamin i¢erigi (Bodmer ve digerleri, 1999).

Uriin Histamin icerigi (ppm)
Taze siit <03

Pastorize siit 0,3-0,7

UHT siit <0,8

Tatli veya eksi krema <7

Yogurt <13

Peynir < 2500

Bazi caligmalarda histamin ve tiramin peynirlerde bulunan bir biyojen amin olarak
tanimlanmaktadir (Burdychova ve Komprda, 2007; Komprda ve digerleri, 2008). Peynir
iiretim teknolojisinin ayrilmaz bir pargasi starter kiiltiirlerin eklenmesidir. Bu kiiltiirlerin
metabolizmalar1 sayesinde peynir olgunlasmasi sirasinda peynirlerin nihai 6zelliklerini
etkileyen bir dizi biyokimyasal reaksiyon ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir reaksiyonlar 6zellikle
laktoz tireten laktik asit metabolizmasini ve bunun ardindan ayrismasini, proteinlerin
amino asitlere ayrismasini ve sonraki reaksiyonlarini veya lipolizini igerir. Serbest amino
asitler, duyusal olarak onemli aktif maddeler iireten bir dizi baska reaksiyona (6rnegin, bir
ketoasit vermek i¢in deaminasyon, amino asitlerin aldehitler, ketonlar, esterler, alkoller
veya karboksilik asitlere dontistliriilmesi) girebilirler. Serbest amino asitlerin Snemli
reaksiyonlari, dekarboksilaz aktivitesine sahip mikroorganizmalarin etkisinden
kaynaklanan biyojen aminlerin olusumuna yol a¢an dekarboksilasyonunu igerir (Flasarova

ve digerleri, 2016).

Peynirlerin olgunlagmasinda, peynir katmanlarindaki mikroorganizmalar degiskenlik
gosterebilir ve peynirin farkli kisimlarinda farkli biyojen amin konsantrasyonuna neden
olabilir (Bunkova ve digerleri, 2010). Peynir ve diger fermente gidalarda biyojen olusumu
ve birikimine neden olan fiziko-kimyasal Ozellikler (serbest amino asit varligi, su
aktivitesi, pH, tuz konsantrasyonu, nem ve muhafaza sicakligl) ve mikroorganizmalarin
varlig1 gibi c¢esitli faktorler bulunmaktadir. Peynirlerde proteolizi igeren olgunlagsma
prosesi (0zellikle uzun siire) amino asit miktarini arttirmaktadir ve bdylece yliksek amin
konsantrasyonuna neden olmaktadir (Rohani ve digerleri, 2013; Mahmoudi ve Mardani,
2015). Uygun muhafaza sicakligi peynirde histamin olusumunu onlemek i¢in en onemli

yontemlerden birisidir (Silla Santos, 1996).
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Dolayistyla, peynirdeki biyojen aminlerin miktar1 peynirin hijyenik kalitesinin yararlt bir
gostergesi olarak kullanilabilmektedir (Mahmoudi ve Mardani, 2015). Histamin olugumu
olgunlagsma siiresinin uzunlugu azaltilarak kontrol edilebilir fakat bu durum lezzet
gelisimini olumsuz etkileyecektir. Histidin dekarboksilasyona neden olan bakterilerin
baskilanmasi histamin olusumunu 6nlemek i¢in uygundur (Joosten ve Nufiez, 1996). Baz1
bakterilerde dekarboksilasyon i¢in optimum pH 5,0-6,5 ile birlikte kofaktor piridoksal
fosfat gereklidir (Stratton ve digerleri, 1991). Peynirin sahip oldugu 5,0-6,5 aras1 pH,
dekarboksilaz aktivitesi i¢in idealdir (Goncii, Akin ve Akin, 2017).

Histamin igerigini kontrol etme yontemleri, esas olarak histamin {ireten bakteri ve histamin
dekarboksilaz aktivitelerinin biiylime inhibisyonuna dayanmaktadir (Chung ve digerleri

2017).

2.4. Gidalarda Histamin Varhg

Yiiksek diizeyde histamin icermesi muhtemel gidalar arasinda balik ve balik {irtinleri, siit
iirlinleri, et ve et irilinleri, fermente sebzeler ve soya iiriinleri ile sarap ve bira gibi alkollii
icecekler bulunur (Gianotti ve digerleri, 2008; Rai ve digerleri, 2013). Histamin, farkli1 gida
ve igeceklerde ortaya c¢ikan yaygin ve en Onemli biyojen amindir. Histamin
konsantrasyonlar1 sadece farkli gida gesitleri arasinda degil, ayn1 zamanda kendi i¢inde de
degismektedir. Meyveler ve sebzeler gibi baz1 gidalarda endojen olarak kabul edilmesine
ragmen, normalde gidalardaki histamin, kontrol edilemeyen mikrobiyolojik etkilerin bir

sonucu olarak olusur (Rai ve digerleri 2013).

Taze ve uygun muhafaza edilen veya uygun islenmis gidalar ve igecekler diisiik
miktarlarda histamin igerigine sahiptir. Ayni gida ¢esidi igerisinde histamin icerigi daha
diisiik tiriinler daha 1yi kalitededir (Bodmer ve digerleri, 1999). Cig gidalarda histamin
icerigi ile ilgili bircok rapor vardir. Histamin ton baligi, uskumru, hamsi, balik iiriinleri,
1spanak, sarap, bira, peynir, sosis gibi gidalarda yiliksek miktarlarda bulunabilmektedir
(Nam ve digerleri, 1996; Rai ve digerleri, 2013; Chung ve digerleri, 2017).

Histamin igeren gidalarin (peynir, kurutulmus et, vb.) ¢ogu protein bakimindan zengindir.

patlican gibi birka¢ diislik proteinli gida da vardir. Bu gidalar histamin birikimine diger
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bitkisel gidalardan daha hassastir (Ede, 2017). Cizelge 2.4’de baz1 gidalarin histamin

icerikleri verilmistir.

Cizelge 2.4. Baz1 gidalarin histamin igerikleri

Gida

Histamin diizeyi

Kaynak

Sebze tursusu

16,54-74,91 mg/kg

Ekici ve Coskun (2004)

Peynir 2,2-1840 mg/kg Aygiin ve digerleri (1999)

Yogurt <13 mg/kg Bodmer ve digerleri (1999)

Kefir T.E.D-4+0,6 mg/L Ozdestan ve Uren (2010)

Bira 0,13-2,65 mg/100mL Chol, Lee, Shukla ve Kim (2012)
Sarap 0-1,965 mg/L Anli, Vural, Yilmaz ve Vural (2004)
Soya sosu T.E.D-592 mg/kg Yongmei ve digerleri (2009)

Konserve ton Er, Demirhan, Bas, Yentur ve Oktem,

baliklar: 10,97x9,86 mg/kg (2014)
Taze baliklar Eser miktarda Hwang, Wang ve Choong (2003)
Dondurulmus balik | 10-267 mg/kg Hwang ve digerleri (2003)

TED: tespit edilemeyen diizey

2.5. Histaminin Metabolizmasi

Biyojen aminler, tiim hayati viicut fonksiyonlarini etkileyen viicut homoeostazinin
kontroliinde rol oynayan evrensel diizenleyicilerdir. Sadece merkezi ve periferik sinir
sistemleri i¢in vericiler olarak hizmet etmezler ayn1i zamanda vazoaktif ajanlar olarak,
organlara kan saglanmasinda etkilidirler. Bu aminler hormonlar (adrenalin ve
noradrenalin) gibi davranarak mide-bagirsak iyon salgilanmasini  ve bagirsak
hareketliligini etkilemektedirler (histamin ve serotonin). Aminler, salgi vezikiillerinde
bulunurlar ve hiicrelerden salgilanmalar1 oldukca kontrollii bir olaydir. Salg: vezikiillerinde
tasima ve depolama vezikiiler monoamin tastyicilar (VMAT) ile gergeklestirilir. Vezikiiler
asetilkolin (VAchT) bir kuaterner amin olan asetilkolini tasirken tasiyict VMATI1 ve
VMAT?2 biyojen aminleri tasir. Periferde histamin hari¢ tim aminler VMAT] tarafindan
taginir. Buna gore, histamin depolayan enterokromaffin benzeri hiicreler, mast hiicreleri ve
bazofillerde VMAT2 mevcuttur. Aminlerin hedefleri iizerindeki etkisine uygun membran

reseptorleri, siiper aile G reseptorlerinin iiyeleri aracilik eder ve reseptorleri yeni mesajlara
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kars1 savunmasiz hale getirmek i¢in hizli amin giderme ile sonlandirilir. Normalde gida ile
alinan aminler hizl bir sekilde islem gormektedir. Aminler bagirsak epitel bariyerini pasif
olarak gecerler ve metabolize olurlar. Bagirsak mukozasinda etki alanlarina ve sistemik
dolagima serbest amin erigimini siirlayan etkili bir bariyer olusturan monoamin oksidaz
(MAO), diamin oksidaz (DAO) ve poliamin oksidaz (PAQO) enzimleri bulunur (Fogel ve
digerleri, 2007).

Gida ile diisiik miktarda alinan histamin gibi biyojen aminler normal kosullarda, insan
bagirsaginda fizyolojik olarak daha az aktif bozunma (irlinlerine metabolize
edilmektedirler (Rai ve digerleri, 2013). Gidalardan alinan eksojen histamin normalde
insan viicudunda enzimlerin etkisiyle detoksifiye edilir (Bunkova ve digerleri, 2010). Bu
detoksifikasyon sistemi, spesifik enzimler (MAO, DAO) igerir. MAO enzimi histamin
metabolizmasinda Onemlidir (Rai ve digerleri, 2013). DAO, gida ile alinan histamin
metabolizmasinin ana enzimidir. DAO salg1 proteini olarak iglev goriirken mediyator
serbest birakildiktan sonra hiicre dis1 histaminleri temizlemekten sorumlu olabilecegi
belirtilmektedir. Buna karsin, histamini inaktive eden diger 6nemli enzim olan histamin N-
metiltransferaz (HMT) sadece hiicre i¢i boslugunda histamini doniistiirebilen bir sitosolik

proteindir (Maintz ve Novak, 2007).

Histamin, temel olarak iki enzimatik yoldan biri tarafindan metabolize edilmektedir. Ik
yolda, histaminin halka yapist HMT ile metillenerek N-metil histamin olusturur ve daha
sonra MAO ile metil imidazol asetik asit olusturmak iizere oksitlenir (Stratton ve digerleri,
1991). Ikinci yolda ise histamin DAO ile oksidatif olarak imidazol asetaldehite deamine
edilmektedir (Rai ve digerleri, 2013). Sekil 2.3’de histaminin biyosentezi ve katabolizmasi

belirtilmektedir (Rai ve digerleri, 2013).
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Histidin
Histidin dekarboksilaz
Histamin
N-metiltranferaz Diamin oksidaz
N-Metilhistamin Imidazol asetaldehit

Sekil 2.3. Histaminin biyosentezi ve katabolizmasi (Rai ve digerleri, 2013).

Histaminin oral yolla alindig1 deneysel calismalarda, insanlar iizerinde histaminin toksik
etki gostermedigi ve bu durumun DAO ve HMT enzimlerinin varligindan
kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Bagirsak kanalinda bulunan bu enzimlerin metabolize
edilmemis olan histaminin dolasim i¢ine emilimini 6nledigi ileri siiriilmektedir (Stratton ve

digerleri, 1991).

Histamin biyojen amini bakteriler tarafindan midede aktif olmayan asetil histamine
dontstiiriilebilmektedir. Bununla birlikte, histaminin kandan uzaklastirilmasinda

bobreklerin de rol alabildigi belirtilmektedir (Akan ve Demirag, 2018).
2.6. Histaminin Saghk Uzerine Etkileri

Gida ve igeceklerde biyojen aminin belli konsantrasyonlar1 (<100 mg/kg) insan
bagirsaklarindaki detoksifikasyon enzimleri tarafindan metabolize edildiklerinden saglikli
tiiketiciler icin ciddi bir risk olugturmamaktadir. Daha yiiksek biyojen amin miktarlari ise
istenmeyen psikoaktif ve vazoaktif etkilere neden olabilmektedir. Histamin, tiramin ve
feniletilamin gibi bazi biyojen aminler belirtilen bu olumsuz etkileri dogrudan ortaya
cikarabilirler (Bunkova ve digerleri, 2013). Histamin ve tiramin gibi bazi biyojen aminler
antinutrisyonel bilesikler olarak kabul edilirler. Hassas bireylerde, 6zellikle etkileri diger
maddeler tarafindan kuvvetlendirildiginde saglik riski olusturabilmektedirler (Onal, 2007).

Histamin intolerans1 olan hastalarda histaminin gida ile kiigiik miktarlarda alinmasi bile
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olumsuz saglik etkilerine neden olabilir. Bu nedenle sadece tespit edilebilir sinirlarin

altindaki miktarlar giivenli olarak kabul edilmektedir (EFSA, 2011).

Bireylerde biyojen aminlerin tam toksisite esiginin belirlenmesi son derece zordur. Clinkii
toksik doz her bireyin detoksifikasyon mekanizmasinimn etkinligine bagldir (Onal, 2007)
Insan viicudunda normal kosullar altinda detoksifikasyon mekanizmas1 dzellikle mono- ve
diaminooksidazlar yoluyla biyojen aminler tarafindan zehirlenmeye karsit korunmaktadir.
Bununla birlikte, detoksifikasyon mekanizmasimin etkinligi, insanin yasinin artmasiyla
azalir, alkol veya ilaglar (Ozellikle psikofarmasdtikler veya aminooksidaz inhibitorleri

iceren diger ilaglar) tarafindan inhibe edilebilir (Flasarova ve digerleri, 2016).

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen toksinler, gida kaynakli ¢esitli hastaliklardan
sorumludur. Bu hastaliklardan biri olan histamin zehirlenmesi oldukca yiliksek diizeyde
histamin igeren gida maddelerinin tiiketiminden kaynaklanabilmektedir (Stratton ve
digerleri, 1991). Histamin gidalarda en toksik ve en yaygin bulunan biyojen aminlerden
biridir. Gida ile yliksek miktarda histamin alinmasinda bagirsak epitelinin detoksifiye edici
enzimleri basa ¢ikamayabilir, histamin sistemik dolagima girebilir ve ndrolojik,
gastrointestinal ve solunum semptomlarini tetikleyebilir. Histaminin olusturdugu advers
reaksiyonlar ~ “histamin  intolerans1” veya  “scombroid  zehirlenmesi”  olarak
tanimlanmaktadir (Diaz ve digerleri, 2015). Histamin zehirlenmesinin gida alimindan
birka¢ dakika ile saat arasinda degisen kisa bir inkiibasyon siiresi vardir (Dadakova, Krizek

and Pelikanova, 2009).

Bozulmus baliktaki (bozulma her zaman organoleptik olarak belirgin olmayabilir) veya
olgunlagmis peynirdeki histamin sulu bir ¢ozeltideki histaminden daha toksik olarak
belirtilmektedir. Bu durum, metabolize edilmemis histaminin bagirsak i¢ine emilmesine
izin veren histamin metabolize edici (veya detoksifiye eden) enzimlerin inhibitorleri ile
aciklanabilir. Bu inhibitorler ise putresin ve kadaverin gibi putrefaktif aminler veya

izoniazid gibi farmakolojik ajanlar olarak tanimlanmaktadir (Stratton ve digerleri, 1991).

Gida kaynakli histamin asir1 gida duyarlilig: ile iligkilidir. Gida intoleranslar1 bagisiklik
sistemi ile ilgili degildir. Ancak, indiikledikleri semptomlar klasik IgE aracili alerjide
gozlenenlere benzemesine karsin siireleri daha hafif ve daha kisa olmaktadir (Fogel ve

digerleri, 2007). Ayrica gidalarla alinan histaminin DAO eksikligi olan bireylerde



21

migrenin patogenezinde de rol oynadigi belirtilmistir. Migren hastalarinda histamin
bakimindan zengin gidalarin alimi ile histamin icermeyen bir diyetle hafifletilen bas
agrisi tetikledigi bildirilmistir. Diyetle alinan histamin DAO eksikligi olan bireylerde
migrenin patogenezinde de rol oynamistir (Maintz ve Novak, 2007; EFSA, 2011).

Histamin intoksikasyonunda klinik belirtilerin baslamasi i¢in 70-1000 mg histaminin gida
ile tiiketilmesi gerektigi bildirilmektedir (Chang, Ayres ve Sandine, 1985). Bazi
arastirmalar, 75 mg saf oral histamin aliminin gida intolerans1 oykiisii olmayan saglikli
kadinlarin % 50'sinde semptomlara neden oldugunu ve yaklasik 1000 mg histamin aliminin
kesinlikle ciddi zehirlenmeler ile iliskili oldugunu gostermistir (Alvarez ve Moreno-
Arribas, 2014). Cesitli arastirmacilar ise, maksimum tolere edilebilir histamin diizeyini 100

mg/kg olarak belirtmislerdir (Jin, Lee, Park, Lee ve Mah, 2019).

Histamin intolerans: ve zehirlenmesi, biriken histaminin dengesizliginden ve DAO enzimi
tarafindan histamin bozunum kapasitesinden kaynaklanmaktadir. Diisiik DAO aktivitesine
bagl olarak bozulmus histamin yikimi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan fazla miktarda
histamin, alerjik reaksiyonu taklit eden sayisiz semptomlara neden olabilir. Atopik
dermatitli, hamile ve diger kronik hastaliklar1 olan (6rnegin, karaciger sirozu, anoreksiya
nervoza, iltihapl bagirsak hastalig:: iilseratif kolit ve Crohn hastaligi) ve antikanser ilaglari
kullanan hastalarda diisiik DAO aktivitesinin baz1 somut klinik 6rnekleri vardir. Histamin
fazlalig1 gida alerjisinin tek nedensel faktorii olmasa da duyarli hastalarda yiiksek histamin
iceren gidalarin diisiik seviyelerde histamin igerenlere gére olumsuz tepkiyi indiikledigine

dair bazi kanitlar bulunmaktadir (Chung ve digerleri, 2017).

Sonu¢ olarak, histamin bakimindan zengin gidalarin tiikketimi veya histamin salgilayan
veya DAO'yu bloke eden alkol ya da ilaglarin alinmasi durumunda ishal, bas agrisi,
rinokonjonktival semptomlar, astim, hipotansiyon, aritmi, iirtiker, pruritus ve kizarma gibi
semptomlart tetikleyebilir. Cizelge 2.5’de histamin zehirlenmesi semptomlar1 belirtilmistir
(Taylor, 1986). Belirtiler histamin icermeyen bir diyetle azaltilabilir veya antihistaminikler

tarafindan elimine edilebilir (Maintz ve Novak, 2007).
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Cizelge 2.5. Histamin zehirlenmesinin semptomlar1 (Taylor, 1986).

Kutanoz Kasint1
Kurdesen
Odem
Lokal inflamasyon

Gastrointestinal Mide bulantisi
Kusma
Diyare
Kramp

Hemodinamik Hipotansiyon

Norolojik Bas agrisi
Carpint1
Ates
Yanma hissi
Karincalanma veya uyusma

Kasinti

Histamin zehirlenmesi ile ilgili ilk rapor 1967 yilinda ve 850-1,870 mg/kg araliginda
diizeylerde histaminli Gouda peyniri tiiketiminden sonra elde edilmistir. Diger kaynaklarda
peynirlerde 2,500 mg/kg diizeyine kadar histamin diizeyleri bildirilmistir (Madejska,
Michalski, Pawul-Gruba ve Osek, 2018).

Peynirle iligkili birka¢ amin zehirlenmesi salginlar1 bildirilmis olup bunlarin ¢ogunda
histamin yer almistir. Histamin zehirlenmesi semptomlar1 arasinda kizarma, terleme,
bulanti, kusma, ishal, bas agrisi, ¢arpint1 ve dokiintli sik goriilenlerdir. Peynirlerin ¢ogu
histidini dekarboksile eden bakteri icermediginden ve peynirdeki serbest histidin
konsantrasyonu genellikle diisiik oldugundan histamin seviyeleri cogunlukla 100 mg/kgh
gecmemektedir. Histamin zehirlenmesi kadaverin ve putresin gibi diger biyojen aminlerin
yani muhtemelen giiclendirici maddelerin varligina bagl oldugu igin bir esik degeri
belirlemek zordur. Bununla birlikte, bildirilen gida zehirlenmesi vakalarindan elde edilen
veriler 500 ile 1,000 mg/kg amin seviyesinin potansiyel olarak tehlikeli oldugunu

gostermektedir (Joosten ve Nuiiez, 1996).

Biyojen aminler, mast hiicre degraniilasyonuyla (alerjik reaksiyona cevap olarak) salinir ve

histamin i¢eren gidalarin tiikketimi de ayni etkiye sahip olabilir. Gida alerjisi semptomlari
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histamin zehirlenmelerine (besin intoleransi) benzer oldugundan bazen hatali taniya neden
olabilir. Biitiin bu nedenlerden dolay1 histamin, klinikte ve gida kimyasinda biiylik

endiselere neden olan 6nemli bir biyojen amindir (Ruiz-Capillas ve Herrero, 2019).

2.7. Gidalarda Histaminin Tespiti ile ilgili Calismalar

Biyojen aminler diisiik konsantrasyonlarda, tiim hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda dogal olarak olusmaktadir (Flasarova ve digerleri, 2016). Biyojen
aminlerin diizeyleri gidalardaki mikrobiyolojik kirlenme seviyesinin bir gdstergesi olarak
diisiiniilmektedir. Enteral histaminozis durumu gida endiistrisini miimkiin oldugunca daha
diisiik histamin diizeyine sahip gida iiretmeye yonlendirmektedir (Bodmer ve digerleri,

1999).

Histamin organoleptik 6zelliklere etki etmemektedir. Buna karsin, insanlarda artan oranda
gida intoleransina neden olmaktadir. Pratik olarak, histamin icermeyen birinci sinif kaliteli
tiriinler sadece modern tiiketiciler i¢in 6nemli olmayip ayni zamanda risk altindaki bireyler
icin ¢esitlendirilmis beslenmeye izin vermektedir. Giiniimiizde, sadece birkag iilkenin gida
diizenlemelerinde histamin i¢in bulunabilecek en yiiksek kalint1 seviyeleri bildirilmektedir.

Bu diizenlemeler de genellikle baliklarla sinirlidir (Rai ve digerleri, 2013).

Son yillarda, yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi
(TLC), gaz kromatografisi (GC) ve kapiler bolge elektroforezi (CZE) histamin tespitinde
kullanilan en yaygin analitik yontemler arasindadir. Her ne kadar bu yontemlerin
hassasiyeti yiiksek olsa da, zaman alan numune hazirlama asamasinin yani sira pahali,
karmasik bir enstriimantal analiz gerektirmektedirler (Feng, Ashley, Zhou, Halder ve Sun,
2018). HPLC ve CZE tespitlerinde bir tiirevlendirme asamasi bulunabilmektedir. Bazi
caligmalarda balik, et ve peynirde biyojenik aminlerin belirlenmesi i¢in TLC yontemleri de
onerilmistir. TLC, biyojen aminlerin tespitinde veya yari kantitatif tayininde basariyla

uygulanmaktadir (Romano ve digerleri, 2012).

Alternatif olarak, kolorimetrik ve enzim bagli immunosorbent testi (ELISA) kullanilan
diger yontemlerdir. Ticari olarak temin edilen kitler, histamin oksidasyonunu katalize
etmek i¢in bir dehidrojenaz enzimine veya histamini segici olarak baglayarak siki

kompleksler olusturan bir antikor prensibine dayanmaktadir (Feng ve digerleri, 2018).
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ELISA, gidadaki histaminin basit ve hizl1 bir sekilde belirlenmesi i¢in giivenilir bir yontem
olarak belirtilmektedir (Simon-Sarkadi, Gelencser ve Vida, 2003). Immiinoenzimik
yontem, birgok Ornekte histamin igeriginin hizli ve kesin bir sekilde belirlenmesini saglar.
Buna ragmen, komplike bir cihaz gerektirmez, kolay ve basittir. Diisiik konsantrasyonlarin
belirlenmesi, numune hazirliginin basitligi ve kisa analiz siiresi ise bu yontemin diger
avantajlaridir (Leszczynska, Wigdtocha ve Pytasz, 2004). Cizelge 2.6.’da gidalarda

histamin tespiti i¢in kullanilan bazi yontemler belirtilmistir.

Cizelge 2.6. Gidalarda histamin tespiti i¢in kullanilan baz1 yontemler

Yontem Duyarhhk Uygulana | Kaynak
n iiriin
Ultra-performans sivi LOD: 0,032-0,098 pg/L Peynir Dadakova ve digerleri
kromatografik (UPLC) | LOQ: 0,11-0,32 ug/L (2009)
yontem
UPLC LOD: 0,08 mg/100g Peynir Mayer, Fiechter ve
LOQ: 0,29 mg/ 100g Fischer (2010)
UPLC LOD: 0,05-0,29 mg/100 g | Peynir Fiechter, Sivec ve Mayer
LOQ: 0,16-0,97 mg/100 g (2013)
HPLC LOD: <1,5 mg/kg Et ve et Hernandez-Jover,
urtinleri Izquierdo-Pulido,
Veciana-Nogués, ve
VidalCarou (1996)
HPLC LOD: <0,02 mg/L Sebze Lavizzari, Veciana-
LOQ: <0,7 mg/L urtinleri Nogues, Bover-Cid,

Marine’-Font ve Vidal-
Carou (2006)

ELISA Peynir Akkog, Incili ve Ilhak
(2018)
ELISA LOD: 2,5 mg kg Konserve | Er, ve digerleri (2014)
ton
baliklar1
GC-MS LOD: 5-10 pg/L Bira Fernandes, Judas,

Oliveira, Ferreira ve
Ferreira (2001)

GC-MS LOD: 4,1 pg/L Sarap Ptotka-Wasylka,
LOQ: 12,3 ng/L Simeonov ve Namie snik
(2016)
CZE LOD: 1,55 mg/L Konserve | Er, ve digerleri (2014)
LOQ: 5,18 mg/L ton
baliklari
CZE LOD: 20 mg/kg Peynir Numanoglu, Hakkiboyact
LOQ: 61 mg/ kg ve Topcu (2008)
TLC LOD: 10 ng Balik ve Lapa-Guimaraes ve
kalamar Pickova (2004)
TLC LOD: 0,7 mg/L Sarap Romano ve digerleri
LOQ: 1,1 mg/L (2012)
Kronopotansiyometrik | LOD: 1,31mg/L Peynir Svarc-Gajic ve Stojanovic

analiz LOQ: 3,54mg/L (2011)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg ve Kimyasallar
3.1.1. Gerec

Calismada, Ankara’da tiiketime sunulan iki farkli markaya (A, B) ait 20 adet pastorize ve
20 adet yiiksek 1s1 islemi uygulanmis inek siitii (C, D) ile farkli markalara ait 76 adet tulum
peyniri (E, F), beyaz peynir (G, H), taze kasar (I, J) ve krem peynir (K, L) Ornegi
kullanilmigtir. Toplam 116 adet siit ve peynir 6rneginden yiiksek 1s1 islemi uygulanmais siit
ornekleri haricindekiler soguk zincirde laboratuvara getirilerek analize alinana kadar

buzdolabi sicakliginda (+4 ° C) muhafaza edilmistir.

Analize alinan tiim siit ve peynir 6rnekleri Tiirkiye’deki firmalara ait olup marka isimleri
belirtilmeden kod numarasi ile verilmistir. Arastirmada kullanilan siit ve peynir 6rnekleri
farkli semtlerdeki siipermarketlerden temin edilmistir. Orneklerin seri numaralarinin ve
iretim tarihlerinin farkli olmasina dikkat edilmis ve Orneklerin ambalajlar1 analize

alinmadan hemen 6nce agilmistir.

Bu arastirmada, drneklerin hazirlanmasi, ekstraksiyon ve test prosediirii Gazi Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda, analizlerde Eczacilik Fakiiltesininin diger arastirma

laboratuvarlarinda bulunan santrifiij cihaz1 ve ELISA okuyucu kullanilmistir.

3.1.2. Deneyde kullanilan kimyasallar ve Kitler

Fosfat Tamponu PBS, 10 mM, 0,05 % Tween 20 (Sigma P3563)

Histamin ELISA Kiti (Ridascreen 1601)

Hazirlanan cozeltiler

Calismada kullanilacak, ¢ozeltiler Histamin ELISA kit prosediiriinde belirtildigi sekilde

hazirlanmistir. Cozeltilerin hazirlanmasinda analitik saflikta kimyasallar kullanilmigtir.
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Fosfat tamponu (pH 7,4): 0,05 % Tween 20 igeren 10 g tampon igerigi bir litre distile su

icinde ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir.

Yikama ¢ozeltisi: ELISA kit prosediiriinde yikama tamponunun 50 kat konsantre olarak
verildigi belirtilmistir. Tampon konsantresi kullanimdan 6nce 1: 50'de (1 + 49) distile su
ile seyreltilmistir. Bu durumda, 10 ml tampon ¢ozeltisi + 490 ml distile su olarak

hazirlanmigtir. Yikama ¢ozeltileri her analizde taze olarak hazirlanmstir.

3.1.3. Deneyde kullamilan alet ve ekipmanlar

Siit ve peynir 6rneklerinin analizinde kullanilan alet, ekipman ve genel laboratuvar

malzemelerine ait bilgiler Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Histamin analizinde kullanilan alet, ekipman ve laboratuvar malzeme bilgileri

Alet/EKipman Marka
Hassas terazi (Shimadzu AW 320, Philippines)
pH metre (Hanna pH 211)

ELISA okuyucu  (Versamax Tunable Microplate Reader, Sunnyvale, CA, USA)
Santrifiij cihazi (Niive NF 415)

Vorteks (Firlabo, France)
Distile su cihazi (Simsek Labor Teknik SS 200)
Buzdolab1 (Argelik)

Genel laboratuvar malzemeleri
*Steril santrifiij tiipleri

*Beher

*Erlen

*Balonjoje
*Mikropipetler
*Makropipetler

*Diger sarf malzemeler
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3.2. Yontem

Siit ve peynirde histamin aranmasi i¢in kompetitif (rekabetc¢i) ELISA teknigi kullanilmigtir.
Deneylerde kullanilan ELISA kiti siit ve peynirleride igeren bazi gidalarda histaminin
kantitatif analizi i¢in rekabetgi bir testidir (Anon, 2018).

Testin ilkesi: Histamin, 6rnek hazirlandiktan sonra bir asilasyon reaktifi ile kantitatif
olarak tiirevlendirilir. Kompetitif ELISA'da serbest asillenmis histamin ve bagli histamin,
antikor baglanma bolgeleri icin rekabet eder. Yikama isleminden sonra, peroksidaz (enzim
konjugat) ile etiketlenmis sekonder antikorlar eklenir. Bu antikorlar, antikor-histamin
komplekslerine baglanir. Baglanmayan antikorlar ikinci yikama agsamasinda ortamdan
uzaklastirilir. Enzim substrati ve kromojen kuyucuklara eklenerek inkiibe edilir. Bagh
enzim konjugatt kromojeni mavi bir iriine doniistiiriir. Durdurucu (stop) ¢6zeltinin
eklenmesi maviden sariya renk degisimine neden olur. Olgiim fotometrik olarak 450 nm'de

yapilir. Absorpsiyon 6rnekteki histamin konsantrasyonu ile ters orantilidir.

3.2.1. Siit ve peynir orneklerinin analize hazirlanmasi

Siit 6rneginin hazirlanmasi

Pastorize veya UHT inek siitii 0rneginin her birinden 4 ml alinarak oda sicakliginda (20 -
25 °C) 10 dakika 3000 g’ de santrifiijlenmistir ve yag tabakasi uzaklastirilmistir. Bu yagsiz
stitten 20 pL alinmis ve tizerine 4 ml fosfat tamponu eklenerek karistirilmistir. Hazirlanan
karisimdan her asilasyon mikroplakasi kuyucuguna 100 pL uygulanmustir. Orneklerin

analize hazirlanmasinda steril plastik tiipler kullanilmistir.

Peynir 6rneginin hazirlanmasi

Peynir numunesinden 10 gram tartilmis ve homojenize edilmistir. Homojenizattan 1 g
steril plastik santrifiij tiipline alinarak {izerine 9 mL distile su eklenmistir ve iyice
karistirilmigtir. Hazirlanan karigim oda sicakliginda (20 - 25 °C) 5 dakika ve 2500 g’de
santriflij edilmistir ve yag tabakasi uzaklastirilmistir. Karigimin siipernatant kismindan 1
mL steril plastik tiipe alinmis ve tlizerine 9 mL distile su eklenerek vortekslenmistir. Bu
cozeltiden steril plastik tipe 200 pL alinmis ve 9,8 mL distile su ile seyreltilmistir.

Hazirlanan karigimdan her asilasyon mikroplakasi kuyucuguna 100 pL uygulanmistir.
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3.2.2. Asilasyon i¢in test prosediirii

Tiim standartlar, kontroller ve ornekler iki kopya halinde calisilmistir. Standart ve 6rnek
pozisyonlar1 kaydedilmistir. Asilasyon mikroplaklarinin kuyucuguna her bir standart
cozelti, kontrol ve hazirlanan 6rnekten 100 pL eklenmistir. Bu kuyucuklarin {izerine
sirasiyla 25 pL asilasyon reaktifi ve 200 pL asilasyon tamponu eklenerek mikroplaka elle
sallanarak hafif¢e karistirnlmis ve oda sicakliginda (20 - 25 °C) 15 dakika inkiibe
edilmistir. Burada hazirlanan standartlar, kontroller ve 6rnekler ELISA’da kullanilmistir.

Resim 3.1°de asilasyon agamasinda mikroplakanin goriintiisii verilmistir.

Resim 3.1. Asilasyon agsamasinda mikroplakanin goriintiisii

3.2.3. ELISA testinin uygulamasi

Mikro kuyucuklara 25 uL asillenmis standart ¢ozelti, kontrol ve 6rnek eklenmistir. Bu
kuyucuklarin herbirine 100 pL anti-histamin antikor ¢6zeltisi eklenmistir, mikroplaka elde
sallanarak hafifce karistirilmistir ve oda sicakliginda (20 - 25 °C) 40 dakika inkiibe
edilmistir. Sonraki asamada, sivilar kuyucuklardan dokiilmiistiir ve sivinin kuyucuklardan
tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir. Tim kuyucuklara 250 pL yikama tamponu
doldurulmustur ve tekrar sivi dokiilmiistiir. Yikama islemi iki kez tekrarlanmistir. Bu
islemden sonra, her kuyucuga 100 pL konjugat soliisyonu eklenmis ve mikroplaka elle
sallanarak hafifce karistirilmistir. Oda sicakliginda (20 - 25 °C) 20 dakika inkiibe
edilmistir. Sonraki agsamada, sivilar kuyucuklardan dokiilmiistiir ve sivinin kuyucuklardan
tamamen uzaklastirilmast saglanmistir. Tiim kuyucuklara 250 pL yikama tamponu
doldurulmus ve tekrar sivi dokiilerek bu islem iki kez daha tekrarlanmistir. Her kuyucuga
100 uL substrat/kromojen soliisyonu eklenmis, mikroplaka elle sallanarak hafifge
karigtirllmis ve sonrasinda karanlikta oda sicakliginda (20 - 25 °C) 15 dakika inkiibe
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edilmigtir. Son asamada, her kuyucuga 100 pL durdurucu (stop) soliisyon eklenmistir.
Mikroplaka elle sallanarak hafifce karigtirllmistir ve 10 dakika igerisinde 450 nm'de
absorbansi 6l¢iilmiistiir. Resim 3.2’de Olglime hazir histamin mikroplakasinin goriintiisii
verilmistir. Her Ornegin absorbansina karsilik gelen ppb cinsinden histamin
konsantrasyonu kalibrasyon egrisinden okunmustur ve daha sonra karsilik gelen diliisyon
faktorii ile carpilmistir. Seyreltme faktorili, 0rnek hazirlanmasina bagl olarak degismekle
birlikte siit icin 200 ve genel olarak peynir i¢in 5000°dir. Analizlerde kullanilan histamin

kitinin tespit limiti siit i¢in 100 ppb ve peynir i¢in 2,5 ppm’dir.

Resim 3.2. Histamin mikroplakasinin goriintiisii

3.3. istatistiksel analizler

Bu calismada, Ankara piyasasindan temin edilen siit ve peynir 6rneklerinin analizinde, her
deney ig¢in alinan Ornekte ve standartlarda iki Ol¢iim yapilarak analiz sonuglari

RIDA®SOFT Win programinda hesaplanmuistir.

Siit ve peynir orneklerindeki histamin miktarlar1 ppm cinsinden hesaplanmistir. Elde edilen

sonuglar istatistiksel yontemler kullanilarak degerlendirilmistir (Daniel, 1991:5).

Istatistiksel degerlendirmeler bilgisayarda SPSS 22 versiyon istatistik programinda
yapilmistir. Siit ve peynir 6rneklerinde ortalama, standart hata, minimum ve maksimum
degerlerin belirlendigi tanimlayic1 istatistiksel analizler yapilmistir. Siit ve peynir
orneklerinin markalar arasi farkliliklarin1 degerlendirmek icin t-test kullanilmistir. Ayni
zamanda, siit ¢esitleri arasindaki histamin degerlerinin karsilagtirilmasi ile siit ve peynir

gruplarmin karsilastirilmasinda t-test kullanilmistir.  Peynir Orneklerinin  gesitlerinin
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karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) uygulanmistir.
Farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir. Siit ve peynir
orneklerinin ortalama histamin miktarlar1 ve karsilastirilmalar ile ilgili grafikler Excel-13

bilgisayar programinda hazirlanmistir.
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4. BULGULAR

Calismada, Ankara ilindeki siipermarketlerden saglanan farkli markalara ait pastorize siit
(A, B) ve UHT siit (C, D) ornekleri ile tulum peyniri (E, F), beyaz peynir (G, H), taze
kasar peyniri (I, J) ve labne peyniri (K, L) olmak iizere toplam 116 adet 6rnekte histamin
miktarlart saptanmigtir. Siit ve peynir Orneklerine ait histamin degerlerinin dagilim

araliklar1 sirasiyla Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2° de verilmistir.

Siitlerde histamin pozitif 6rneklerin miktarlarina iliskin ortalama, standart hata, minimum
ve maksimum degerler Cizelge 4.3’ de verilmistir. Pastorize siit 0rneklerinde A ile B ve
UHT siit orneklerinde C ile D markalarina ait ortalama histamin degerleri sirasiyla
0,21+0,03 mg/L; 0,20+0,02 mg/L; 0,19+0,04 mg/L ve 0,13+0,01 mg/L olarak
belirlenmistir. Siit 6rneklerinde histamin i¢in minimum ve maksimum degerler A, B, C ve
D markalar i¢in sirasiyla 0,10-0,32 mg/L; 0,15-0,28 mg/L; 0,13-0,32 mg/L; 0,10-0,19
mg/L olarak bulunmustur. Peynirlerde ise histamin pozitif ornek miktarlarina iliskin
ortalama, standart hata, minimum ve maksimum degerler sirasiyla Cizelge 4.4° de
gosterilmistir. Tulum peyniri i¢in E ve F, beyaz peynir i¢cin G ve H, taze kasar peyniri igin
I ve J, labne peyniri i¢in K, L markalarinin ortalama histamin degerleri sirasiyla
30,00+7,51 mg/kg; 86,17+21,72 mg/kg; 3,77+0,32 mg/kg; 3,20+0,68 mg/kg; 5,78+0,49
mg/kg; 3,98+0,32 mg/kg; 4,73+0,35 mg/kg; 3,00 mg/kg olarak belirlenmistir. Peynir
orneklerinde histamin i¢in minimum ve maksimum degerleri E, F, G, H, [, J, K ve L
markalari i¢in sirasiyla 6,72-66,16 mg/kg; 22,93-189,79 mg/kg; 2,80-6,26 mg/kg; 2,52-
3,88 mg/kg; 4,01-8,76 mg/kg; 2,73-5,84 mg/kg; 3,55-5,69 mg/kg; 3,00-3,00 mg/kg olarak

bulunmustur.

Siit ve peynir grubuna gore 0rneklerdeki histamin degerleri ise Cizelge 4.5’de verilmistir.
Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de gosterildigi lizere siitlerde histamin miktarlar1 markalar arasi
karsilagtirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Cizelge 4.8’de

pastorize ve UHT siit 6rneklerinin karsilagtirilmasi verilmistir.

Peynir Orneklerinde ise markalar arasi karsilagtirmalar Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10’da
belirtilmistir. E ve F markalarina ait tulum peynirlerindeki histamin miktarlar1 markalar

aras1 karsilastinldiginda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayni
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sekilde, I ve J markalarina ait taze kasar peynirlerindeki histamin miktarlar1 markalar aras1

karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

Peynir ¢esitleri arasindaki farkliliklar karsilastirildiginda ise, E markasina ait tulum
peynirlerinin ortalama degerleri digerlerinden yiiksek ¢ikmistir ve bu durum istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Histamin icin farklilig1 tulum peynirinin
digerlerinden daha yiiksek olmasi olusturmaktadir (Cizelge 4.11). Yapilan caligmada,
peynirlerde histamin miktarlar1 siit orneklerindeki histamin miktarlarindan yiiksek
bulunmustur (Cizelge 4.12). Siit ve peynir Orneklerinin ortalama degerleri istatistiksel

olarak karsilastirildiginda fark anlamli bulunmustur (p<0,001).

A, B, C ve D siit markalarina ait ortalama histamin miktarlar1 Sekil 4.1°de, siit ¢esitlerine
gore histamin miktarlarinin karsilastirilmas: Sekil 4.2°de, peynir markalarma (E, F, G, H, I,
J, K, L, M) ait ortalama histamin miktarlar1 ise Sekil 4.3°de, peynir ¢esitlerine gore
histamin miktarlarinin  karsilastirilmast  Sekil 4.4’de, siit ve peynir Orneklerinin
karsilastirilmast Sekil 4.5 ve farkli siit ve peynir ¢esitlerinin karsilastirilmasi ise Sekil

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.1. Siit 6rneklerinin histamin degerleri

Toplam Dagihim (mg/L)
Ornekler Markalar  (pozitif)
ornek <0,10 0,11-0,20 0,21-0,32

A 10 (8) 2 3 5
Pastorize siit

B 10 (9) 1 5 4

C 10 (5) 5 3 2
UHT siit

D 10 (7) 3 7

Toplam 40 (29) 11 18 11
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Toplam Dagilim (mg/kg)
Ornekler | Markalar | (pozitif)
o6rnek <25| 25-5 | 51-15 |151-35| 35,1-50 | 50,1-100<

Tulum | E 10(10) | - - 4 2 1 3
peyniri | ¢ 9.(9) - - - 3 1 5
Beyaz | C 10(10) | - 9 1 . . .
peynir | 9 | 7 2 . - - -
Taze | 10@10) | - 4 6 ; - -
kasar

peyniri J 10 (10) - 9 1 - N .
Labne | K 9(6) | 3 3 3 . . .
peyniri 9 (1) 8 1 } ) ) )
Toplam 76 (58) | 18 28 15 5 2 8

Cizelge 4.3. Farkli markalara ait siit 6rneklerindeki histamin degerleri

Marka N Ortalama+S.H (mg/L) Minimum (mg/L) Maksimum (mg/L)
A 8 0,21+0,03 0,10 0,32
B 9 0,20+0,02 0,15 0,28
C 5 0,19+0,04 0,13 0,32
D 7 0,13+0,01 0,10 0,19

Cizelge 4.4. Farkli markalara ait peynir 6rneklerindeki histamin degerleri

Marka N Ortalama=S.H (mg/kg) Minimum (mg/kg) Maksimum (mg/kg)
E 10 30,00+7,51 6,72 66,16
F 9 86,17+21,72 22,93 189,79
G 10 3,77+0,32 2,80 6,26
H 2 3,20+0,68 2,52 3,88
| 10 5,78+0,49 4,01 8,76
J 10 3,98+0,32 2,73 5,84
K 6 4,73+0,35 3,55 5,69
L 1 3,00 3,00 3,00
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Cizelge 4.5. Siit ve peynir gruplarina gore drneklerdeki histamin miktarlar

Uriin Grubu N Ortalama=S.H Minimum Maksimum
Pastorize siit 17 0,20+0,01 mg/L 0,10 mg/L 0,32 mg/L
UHT siit 12 0,16+0,02 mg/L 0,10 mg/L 0,32 mg/L
Tulum peyniri 19 56,60+12,56 mg/kg 6,72 mg/kg 189,79 mg/kg
Beyaz peynir 12 3,68+0,29 mg/kg 2,52 mg/kg 6,26 mg/kg
Taze kasar peyniri | 20 4,88+0,35 mg/kg 2,73 mg/kg 8,76 mg/kg
Labne peynir 7 4,48+0,39 mg/kg 3,00 mg/kg 5,69 mg/kg

Cizelge 4.5’de siit grubundan pastorize ve UHT siitler ile peynir iirlin grubundan tulum,
beyaz, taze kasar ve labne peynir Orneklerine ait ortalama, minimum ve maksimum
degerler belirtilmistir. Bu ¢izelgede siit grubundan UHT siitlerin ve peynir {iriin grubundan

da beyaz peynirlerin ortalama histamin degerlerinin en diisiik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.6. A ve B markalarina ait pastdrize siit drneklerinin karsilastirilmasi

Marka N Ortalama+S.H (mg/L) P
A 8 0,21+0,03

p >0,05
B 9 0,20+0,02

Cizelge 4.7. C ve D markalarina ait UHT siit 6rneklerinin karsilastirilmasi

Marka N Ortalama+S.H (mg/L) P
C 5 0,19+0,04

p >0,05
D 7 0,13+0,01

Cizelge 4.6’da Pastorize siit orneklerinde histamin degerleri agisindan markalar arasi
yapilan istatistiksel karsilagtirma sonucunda, A ve B markalar1 arasindaki fark anlaml
bulunmamistir (p> 0,05). Ayn1 sekilde, ¢izelge 4.7°de UHT siit 6rneklerindeki histamin
degerlerinin istatistiksel analiz sonucunda markalar arast (C, D) fark anlamh

bulunmamaistir (p> 0,05).
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Cizelge 4.8. Pastorize ve UHT siit 6rneklerinin karsilastirilmasi

Siit cesidi N Ortalama+S.H (mg/L) P
Pastorize Sut 17 0,20+0,01

p >0,05
UHT Siit 12 0,16+0,02

Pastorize ve UHT siit gruplar ortalama histamin degerleri karsilastirildiginda istatistiksel

olarak farklilik anlamli bulunmamastir (p> 0,05).

Cizelge 4.9. E ve F markalarina ait tulum peyniri 6rneklerinin karsilastirilmasi

Marka N Ortalama+S.H (mg/kg) P
E 10 30,00+7,51

p <0,05
F 9 86,17+21,72

Peynir orneklerinde markalar aras1 fark degerlendirildiginde, tulum peynirlerinde E ve F

markalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Beyaz peynir (G, H) ve labne peynirlerde (K, L) histamin pozitif 6rnek azlig1 nedeniyle

markalar arasi karsilastirma yapilamamaistir.

Cizelge 4.10. I ve J markalarina ait taze kasar peyniri 6rneklerinin karsilastirilmasi

Marka N Ortalama+S.H (mg/kg) P
I 10 5,78+0,49 p <0,01
J 10 3,98+0,32

Taze kasar peyniri Orneklerinde histamin degerleri acisindan markalar arasi yapilan
istatistiksel karsilastirma sonucunda, I ve J markalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Cizelge 4.11. Peynir gesitlerinin histamin miktarlarinin karsilagtirilmasi

Peynir Tiirii N Ortalama+S.H (mg/kg) P
Tulum Peyniri 19 56,60+12,56%

Beyaz Peynir 12 3,68+0,29°

Taze Kasar Peyniri | 20 4,88+0,35" p <0,001
Labne peyniri 7 4,48+0,39"

Toplam 58 21,53+5,18

a,b: Ayn siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar anlamlidir.

Peynir ¢esitlerinin grup ortalama histamin degerlerinin karsilagtirilmasi sonucunda farklilik

P<0,001 diizeyinde anlamli bulunmustur. Bu farkliik tulum peynirlerinden

kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.12. Siit ve peynir 6rneklerinin histamin miktarlarinin karsilastirilmasi

Uriin N Ortalama+S.H P
Siit 29 0,18+0,01 mg/L

p <0,001
Peynir 58 21,53+5,18 mg/kg

Siit ve peynir lriinlerine ait ortalama histamin degerleri karsilastirildiginda, farklilik

anlamli bulunmustur (P <0,001). Bu farklilik peynir grubundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.1. Siit 6rneklerinde marka ve cesitlere gore histamin miktarlari
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Sekil 4.2. Siit ¢esitlerine gore histamin miktarlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.3. Peynir 6rneklerinde marka ve ¢esitlere gére histamin miktarlar
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Sekil 4.4. Peynir ¢esitlerine gore histamin miktarlarinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Calismada, Ankara piyasasindan temin edilen farkli markalara ait pastorize siit (A, B),
UHT siit (C, D), tulum peyniri (E, F), beyaz peynir (G, H), taze kasar peyniri (I, J), labne
peyniri (K, L) olmak iizere toplam 116 Ornekte histamin miktarlart ELISA teknigi ile
saptanmistir. Gida kontrollerinin siirekli, hizli, hassas ve spesifik yontemler ile yapilmasi
onem tasimaktadir. Bu nedenle, arastirmamizda ELISA teknigi tercih edilmistir. Analizi
yapilan siit ve peynir 6rneklerinin histamin igerigine ait ortalama miktarlar, standart hata,
minimum-maksimum miktarlar ve istatistiksel karsilagtirmalar Cizelge 4.1-4.12 arasinda

ve bu bilgiler ile ilgili grafikler ise Sekil 4.1-4.6 arasinda verilmistir.

Arastirma sonuglart incelendiginde; 40 siit 6rneginin 29’unda (% 72,5) histamin varligi
tespit edilmistir. Pastdrize siit ve UHT siit orneklerinin ortalama histamin miktarlari
sirastyla 0,20+0,01 mg/L ve 0,16+0,02 mg/L’dir. Biitiin pastorize siit ve UHT siit
orneklerine ait minimum ve maksimum degerlerinin ise tespit eilemeyen deger ile 0,32
mg/L arasinda oldugu bulunmustur. Histamin pozitif pastorize ve UHT siit 6rneklerine ait
minimum ve maksimum degerler ise 0,10-0,32 mg/L arasindadir. Pastorize siit 6rnekleri ve
UHT siit ornekleri karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlhi
bulunmamustir (p>0,05). Pastorize siit ve UHT siitler icin markalar arasi istatistiksel
degerlendirme yapilmistir. Pastorize siitlerin A ve B markalar1 karsilastirildiginda ise fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Aynmi sekilde, UHT siitlerin C ve D

markalar1 karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Peynirlere gore bulgular incelendiginde; 76 peynir 6rneginin 58’inde (% 76,3) histamin
varlig1 tespit edilmistir. Tulum peyniri, beyaz peynir, taze kasar peyniri ve labne peynir
orneklerinin ortalama histamin miktarlar1 sirasiyla 56,60+£12,56 mg/kg; 3,68+0,29 mg/kg;
4,88+0,35 mg/kg ve 4,48+0,39 mg/kg’dir. Tulum peyniri, beyaz peynir, taze kasar peyniri
ve labne peynir 6rneklerine ait minimum ve maksimum degerlerin ise sirasiyla 6,72-189,79
mg/kg; 2,52-6,26 mg/kg; 2,73-8,76 mg/kg; 3,00-5,69 mg/kg oldugu bulunmustur. Tulum
peyniri ornekleri ve taze kasar peyniri drneklerine ait histamin miktarlar1 markalar arasi
karsilagtirildiginda aralarindaki fark sirasiyla p<0,05, p<0,01 olmak iizere istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Beyaz peynirler ve labne peynirlerde pozitif 6rnek azlig

nedeniyle markalar arasi karsilagtirma yapilmamaistir. Peynir ¢esitleri (tulum, beyaz, taze
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kasar ve labne) karsilagtinldiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (p<0,001).

Peynir ¢esitleri ve markalar arasindaki farklilik iiretim teknolojisinden, hijyen

eksikliginden, uygun olmayan muhafaza kosullarindan kaynaklanabilir.

Gidalarda histamin miktarlarinin saptanmasi ile ilgili iilkemizde ve yurtdisinda yapilmis
bir¢ok aragtirma mevcuttur. Ancak, yurti¢i ¢alismalarda siit 6rneklerinde histamin miktar
tayini ile ilgili bir ¢alismaya bilgimiz dahilinde literatiirde rastlanmamistir. Farkli peynir

cesitlerinde yapilmis bazi ¢aligmalar bulunmaktadir.

Nizamlioglu (1990) yaptig1 calismada, ticari kasar ve tulum peynirlerinde ortalama
histamin miktarlarinin sirasiyla 54,5 mg/100g ve 23,3 mg/100g oldugunu belirtmistir.
Arastirmacinin ticari kasar ve tulum peynirlerinde yaptigi calismada saptadigi histamin
miktarlarinin bu calismada kullanilan ticari kasar ve tulum peynirlerinde elde ettigimiz

miktarlardan daha yliksek oldugu goriilmiistiir.

Durlu-Ozkaya, Alichanidis, ve Tunail (1999), beyaz peynirlerde bazi biyojen aminleri
(triptamin, feniletilenamin, putresin, kadaverin, histamin ve tiramin) arastirmiglardir.
Histamin degerlerinin (0-6,35 mg/100g) arastirmamizda elde edilen sonuclardan diisiik

oldugu goriilmiistiir.

Numanoglu ve digerleri (2008) histaminin tespiti i¢in yontem gelistirmeye yonelik
yaptiklar1 ¢alismada, 16 geleneksel peynir 6rneginin birinde histamin diizeyinin tespit
limitinin altinda oldugu, 15 6rnegin histamin igeriginin (% 94) LOD degerinin (20 mg/kg)
iizerinde oldugu ve LOQ'dan (61 mg/kg) daha yiiksek olan 2 (% 13) tulum peyniri
numunesinde ise 91,5 ve 65,9 mg/kg histamin tespit edildigi belirtilmistir. Bu degerlerin

arastirma sonuglarimizdan diisiik oldugu goriilmektedir.

Simsek ve Tuncer (2018) yaptiklar1 ¢alismada labne peynirine benzeyen bir peynir olan
akcakatik olgunlasmis ve taze peynirlerinde histamin miktarlarmi sirasiyla 5,80 -44,6
mg/kg ve 3,55-18,9 mg/kg olarak tespit ettiklerini belirtmislerdir. Arastirmacilarin
bildirdikleri histamin miktarlar1 ¢alismamizda labne peynirlerde tespit edilen histamin

miktarlaria gore daha ytiksektir.
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Yildiz- Akgiil ve digerleri (2019) tulum ve kasar peynirlerinde biyojen amin olusumu
iizerine yaptiklar1 ¢calismada, tulum peynirlerinde 13 6rnekte histamin miktarini ortalama
0,12+0,02 mg/100g olarak ve kasar peynirlerinde ise 15 Ornekte histamin miktarini
ortalama 0,39+0,18 mg/100g olarak tespit etmislerdir. Bu caligmadaki ortalama histamin
miktarlarinin tulum peynirlerde tespit ettigimiz ortalama histamin miktarlarina gére daha

diistik oldugu kasar peynirleri i¢in ise paralellik gosterdigi goriilmiistiir.

Bazi ¢aligmalarda ise otlu ve civil peyniri gibi farkli peynir ¢esitlerinde histamin miktarlari
arastirllmistir. Akko¢ ve digerleri (2018) farkli illerden temin ettikleri toplam 40 otlu
peynir ornegini ELISA yoOntemiyle histamin agisindan incelediklerini ve Van ilinden
toplanan Orneklerde ortalama olarak 23,1 mg/100 g, Siirt, Batman ve Diyarbakir illerinde
toplanan Orneklerde ise sirasiyla 45,5, 42,6 ve 42,4 mg/100 g diizeyinde histamin
bulduklarini belirtmislerdir.

Yildiz ve digerleri (2010) Erzurum ilinden sagladiklar1 20 adet Civil peynirlerinde
histamin miktarinin tespit edilemeyen deger ile 0,52 mg/100g arasinda oldugunu

bildirmislerdir.

Durlu-Ozkaya (2002), Tiirkiye’de iiretilen bazi peynirlerin biyojen amin diizeylerini
arastirdiklar1 ¢alismada histamin ve tiramin diizeylerinin Civil peynirinde en yiiksek
oldugunu saptamigtir. Calismada histamin miktarinin ortalama 94,76 mg/100g oldugu
belirtilmistir. Civil peynirinin 349,31 mg/100g ile en yiiksek toplam biyojen amin igerigine
sahip peynir oldugu belirtilmistir. Incelenen diger Kasar, Van Otlu, Orgii, Urfa
peynirlerinde ise, biyojen amin miktarlarinin toksik diizeyin altinda bulundugu

bildirilmistir.

Yurtdisinda siit ve siit {irtinleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin da 6zellikle peynirler tizerine
yogunlastigr goriilmektedir. Ayni zamanda peynirle ilgili yapilan bu ¢aligmalardan
bazilarinda oldukga yiiksek miktarda histamin tespit edildigi belirtilmektedir.

Zarkower, Dunlop ve Norcross (1965) inek siitlerinde histaminin fluorometrik analizini
yapmislardir ve 47 6rnekte histamin degerini ortalama 0,272 pg/mL olarak saptadiklarini

bildirmislerdir.
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Simon-Sarkadi ve digerleri (2003) yaptiklart ¢alismada ¢esitli gidalarda histamin
diizeylerini immunoassay yontemiyle belirlemislerdir. Arastirmacilar, histamin diizeylerini
siit ve saraplarda 26-18433 ng/L ve lahana tursusu, peynir Ve balik 6rneklerinde ise 182-
982 ug/kg olarak tespit etmislerdir.

Deepika Priyadarshani ve Rakshit (2014) yaptiklart calismada kaymaksiz = siitte
Lactobacillus casei’nin gelismesi ve histamin olusturmasimi aragtirmislardir  ve
inkubasyondan 24 saat sonra histamin diizeyini 6,870,091 mg/L olarak tespit etmislerdir.
Yurt disinda yapilan calismalar incelendiginde siit Orneklerinde saptanan histamin

miktarlarinin aragtirmamiz bulgularindan yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Voigt, Eitenmiller, Koehler ve Handy (1974), analiz edilen 85 adet peynir &rneginin
24'inde saptanamayan diizey ile 2,6 mg / g arasinda degisen miktarlarda histamin

bulmuslardir.

Chang ve digerleri (1985)’de yaptiklar1 ¢alismada farkli peynirlerde histamini de igeren
baz1 biyojen aminleri HPLC yontemi ile tespit etmislerdir. Peynirlerde histaminin tespit

edilemeyen diizey — 563 mg/100 g bulduklarin bildirmislerdir.

Custodio, Tavares ve Gloria (2007) Parmesan peynirini incelemislerdir. Ortalama histamin
miktarmi 148 mg/kg, tiramin miktarini ise 103 mg/kg olarak bildirmislerdir. Diger biyojen
aminlerin miktarlarini ise histamin ve tiramine gore oldukga diisiik diizeyde bulduklarini

belirtmislerdir.

Valsamaki, Michaelidou ve Polychroniadou (2000), iilkemizdeki beyaz peynirle benzer
olan Feta peynirinde muhafazanin 120. giiniinde ortalama histamin miktarin1 84,6 mg/kg

olarak bildirmislerdir.

Novella-Rodriguez, Veciana-Nogues, lzquierdo-Pulido ve Vidal-Carou (2003) yaptiklari
calismada olgunlagsmamis ve 4 ¢esit olgunlasmis peynirde biyojen aminleri ve poliaminleri
tespit etmislerdir. Calismada hem pastdrize hem de ¢ig siitlerden {iretilen peynirlerin analiz
edildigi ve olgunlagmis peynirlerin olgunlagsmamis olanlara gére daha yiiksek amin igerdigi

belirtilmistir. Ayn1 zamanda, olgunlasmamis peynirlerde histamin miktarin1 tespit
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edilemeyen diizeyde ve olgunlasmis peynirlerde ise tespit edilemeyen diizey ile 391,4

mg/kg arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Svarc-Gajic ve Stojanovic (2011) elektroanalitik yontemle on peynirde histamin
konsantrasyonunu 27,91-244,08 mg/kg arasinda degisen degerlerde tespit ettiklerini
bildirmislerdir.

Mayer ve digerleri (2010) 58 adet peynirde bazi biyojen amin miktarlarinin UPLC
yontemiyle tespit etmislerdir. Peynir 6rneginin %13,8’inin 10 mg/100 g’dan fazla histamin
icerdigini belirtmislerdir. Histamin miktarlarinin 0,32 mg/100 g-115,97 mg/100 g arasinda
degistigini bildirmislerdir.

Schirone ve digerleri (2013) Pecorino peynirlerinde biyojen amin saptanmasi amaciyla
yaptiklar1 calismada c¢ogu oOrnekte histamin ve tiramin igerigini yliksek bulduklarini,

toplam biyojen amin miktarinin 5861 mg/kg’a ulastigini belirtmislerdir.

Mayer ve Fiechter (2018) 151 farkli tipte peynir 6rneginde bazi biyojenlerin miktarlarini
aragtirmiglardir. Peynir Orneklerinin 119 tanesinin ortalama 4,63 mg/100 g histamin

icerdigini bildirmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz histamin miktarlarinin bahsi gecen c¢alismalardan diisiik
oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin basta hijyen kosullarinin uygun olmamasindan, peynir
cesidinden, peynirin iiretim seklinden kaynaklanabilecegi diisiinlilmektedir. Buna ek
olarak, son tiiketim tarihi yaklasan tulum peyniri 6rneklerinin histamin miktarlarinin diger

orneklere gore yiiksek oldugu bulunmustur.

Peynirdeki biyojen amin miktari, peynir imalati ve olgunlasmasi sirasinda etki eden
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik etmenlere dayali olarak degisiklik gdstermektedir.
Bundan dolayi, peynir iiretiminde kullanilacak siitiin pastorize edilmesi, peynir imalat1 ve
depolanmas1  swrasinda  gerekli  hijyen Onlemlerinin alinmasi, mikrobiyolojik
kontaminasyonun minimum seviyeye indirilmesi ve Kkaliteli starter kiiltiirlerin

kullanilmastyla birlikte peynirdeki biyojen amin miktar1 kontrol altinda tutulabilir (Aygiin,
2003).
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Farkli tilkelerde peynirlerde yapilan bazi ¢aligmalardaki histamin miktarlarinin ise
calisgmamizda tespit ettigimiz histamin miktarlarina yakin veya diisik oldugu

goriilmektedir.

Rohani ve digerleri (2013) baz1 geleneksel peynirlerde histamin, kadaverin ve putresin gibi
biyojen aminlerin varligini toplam 85 6rnekte HPLC yontemi ile aragtirmiglardir. Sonugta,
koopeh, lighvan, red salmas peynirlerinde histamin ortalama degerlerinin sirastyla 70, 8

mg/kg; 37, 59 mg/kg ve 105, 21 mg/kg oldugunu belirtmislerdir.

Bunkova ve digerleri (2013) yaptiklar1 calismada 112 adet fermente siit iriinii ve
peynirlerde biyojen amin diizeylerini tespit etmislerdir. Calismalarinda peynirlerdeki
histamin miktarlarinin tespit edilemeyen diizey ve 24,2 mg/kg arasinda oldugunu

bildirmislerdir.

Issa, Saewan ve Abdulrahman (2018) Irak’da yaptiklar1 c¢aligmada, Dhafayer, Arab,
Almarai, Lebna, Sabah, Abo-al walad, Craft cheese, Luna krem, Goody peynirlerinde
ortalama histamin miktarlariin ELISA yoOntemiyle sirasiyla 0,2725; 23,5025; 1,9250;
2,5775; 0,6875; 4,7600; 6,8275; 4,4100; 10,5325 mg/kg olarak tespit ettiklerini
belirtmiglerdir. Arastirmacilar analiz ettikleri orneklerdeki histamin miktarlarinin Irakta
izin verilen degerleri gegmedigini belirtmislerdir (100-200 mg/kg). Bununla birlikte, Arab,
Dhafayer peynirlerinin kendi iilkelerinde yapildigi ve diger peynirlerin ithal oldugunu
belirtmislerdir. Ortalama degerini 2,5775 mg/kg olarak tespit ettikleri Lebna peynirinin
Tiirkiye’den temin edildigi belirtilmektedir. Caligmamizda labne peynirlerden elde
ettigimiz ortalama histamin miktarlart 4,48 mg/kg arasindadir ve belirtilen ¢alismadan
daha yiiksektir. Arastirmacilarin peynir Orneklerinde tespit ettikleri histaminin

miktarlarinin genel olarak ¢alismamizdaki miktarlardan diisiik oldugu goriilmektedir.

Peynirin pH'sinin biyojen amin olusumu i¢in uygun oldugu belirtilmektedir. Peynirin pH’s1
5,0-6,5 arasinda olup, peynirin ¢esidi ve olgunluguna gore degismektedir. Peynirde yiiksek
konsantrasyonlarda biyojen aminlerin bulunmasi uygun kosulda iiretilmediginin ve
bakteriyel bulasmaya maruz kaldiginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Edwards
ve Sandine, 1981).
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Gidalarda histamin i¢in yasal maksimum deger 100 mg/kg olarak dnerilmektedir (Diiz ve
Fidan, 2016). Tirkiye’de TGK’ye gore histamin icin sadece balik ve balik iirlinlerinde
yasal olarak belirtilen sinir degerler bulunmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi, 2011b).



48



49

6. SONUC VE ONERILER

Gidalarda istenmeyen bilesiklerin varligi gida maddesinin giivenligini ve Kkalitesini
azaltmaktadir. Bu nedenle, gidalarda toksik bilesiklerin miktarlar1 ve varliginin saptanmasi
onem tasimaktadir. Histamin gida giivenligi acisindan en onemli ve toksik biyojen
aminlerden biridir. Gidalarin yiiksek diizeylerde histamin igermesi sagligi olumsuz

etkilemektedir.

Taze ve uygun sekilde saklanmis veya islenmis gida ve iceceklerin histamin igerigi
diisiiktiir. Gidanin uygun olmayan sartlarda tiretilmesi ve depolanmasi sonucunda histamin
miktart cesitli faktorlerin etkisiyle artabilmektedir. Bu nedenle, siit ve siit iirlinlerini de
iceren bazi gidalarda yiiksek miktarlarda histamin bulunabilmektedir. Insanlarin yiiksek
miktarlarda histamin iceren gidalar1 tiiketiminin zehirlenmelere neden oldugu
bildirilmektedir. Bu durumda, beslenmede 6nemli yere sahip olan siitler ve peynirlerde
kalitenin ve saglik risklerinin giincel durumunun degerlendirilmesi agisindan histamin

kontroliiniin yapilmasi olduk¢a énem tasimaktadir.

Tiirkiye’de siit ve siit lrlinlerinde histaminin yasal sinirlar ile ilgili bir diizenleme
bulunmamaktadir. Gidalarda histamin varligi mikrobiyolojik ve kalite parametresi olarak

kabul edilmektedir.

Potansiyel riskli gidalarda biyojen amin olugumununun ham maddeden tiiketiciye
ulagincaya kadar dnlenebilmesi icin etkili analiz yontemleri ile izlenmesine ihtiya¢ vardir.
Histamin olusumunun kontroliine yonelik caligmalarin yetersiz olmasi nedeniyle

zehirlenmeler halen bir problemdir.

Sonu¢ olarak, yaygin olarak tiiketilen siit ve siit iirlinlerinde ve ozellikle peynirlerde
yiikksek miktarlarda bulunabilen histaminin insan sagligin1i olumsuz etkileyebilecegi
diisiintildiigiinde, histamin bilesiklerinin olusumunun engellenmesi, histamin miktarlarinin
izlenmesi ve yasal olarak siirlandirilmasina yonelik ¢alismalarin  yapilmasi

gerekmektedir.
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