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OZET: Yiiksek sicakliklarda et pisirmenin, mutajenik ve karsinojenik olduklari tespit edilen heterosiklik aromatik aminleri (HAA)
olusturdugu bilinmektedir. Son yillarda gidalarda HAA olusumu, HAA’larin kimyasi, mutajenik ve karsinojenik aktiviteleri ile
ilgili literatiirde pek ¢ok calisma yer almaktadir. Ayrica, farkli gidalarda HAA’larin giivenilir bir sekilde belirlenmesi i¢in analitik
metotlar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. HAA’larin analizi oldukga zordur, ¢iinkii gidalarda olduk¢a diisiik konsantrasyonlarda

bulunurlar. Bu derlemede HAA’larin belirleme metotlar: verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Et, Et Uriinleri, Heterosiklik Aromatik Aminler

Detection of Heterocyclic Aromatic Amines in Meat and Meat Products

ABSTRACT: The high temperature cooking of meats is known to produce heterocyclic aromatic amines (HAAs) compounds that
have been determined to be mutagenic and carcinogenic. In recent years a growing number of studies have been reported in the
literature related with the occurrence of heterocyclic aromatic amines (HAAs) in food, their chemistry and their mutagenic and
carcinogenic activity. Moreover, efforts have been dedicated to improve analytical methods for the reliable determination of HAAs
in a variety of food samples. The analysis of HAAs is very difficult because their concentration levels in food samples are very low.

The detection methods of HAAs are presented in this review.

Keywords: Meat, Meat Products, Heterocyclic Aromatic Amines.

GIRIS
HAA’lar 6zellikle balik ve kirmizi et gibi protein
bakimindan zengin gidalarin, 150°C iizerindeki

sicakliklarda pisirilmesi esnasinda olugan
bilesiklerdir (Chen ve Meng 1999). Yapilan
arastirmalar HAA’larm mutajenik  ve/veya

karsinojenik oldugunu belirtmektedir (Oz ve Kaya
2006a). HAA’larin iki ana kimyasal smifi vardir.
Bunlardan birincisi aminoimidazoazoarenler (AIA)
ve ikincisi ise aminokarbolinlerdir (Cizelge 1) (Skog
ve Solyakov 2002). Isil islem gormiis gidalarda en
o6nemli grubu olusturan AIA’lar, IQ tipi bilesikler
veya termik HAA’lar olarak da adlandirilir ve
gidalarin, normal ev tipi pisirme sicakliklarinda
(150-300°C) pisirilmesi stiresince serbest
aminoasitler,  kreatin/kreatinin  ve  heksozlar
arasindaki reaksiyonlarla olusmaktadirlar. Bu sinifa
ait bilesiklerin sayis1 halen artig gostermektedir.
Aminokarbolinler  ise  300°C’nin  iizerindeki
sicakliklarda olugmaktadir (Toribio vd. 2002). 1Q
tipinde olmayan bilesikler veya pirolitik HAA’lar
olarak da adlandirilan aminokarbolinler ise ¢ok
yiiksek sicakliklarda proteinler ve aminoasitlerin
pirolizi sonucu olugmaktadir (Sugimura ve Adamson
2000). HAA’lar kimyasal davranislarina gore bazen
polar (AIA’lar, Glu-P-1 ve Glu-P-2) ve apolar
(digerlerinin timii) olarak da
smiflandirilabilmektedir (Cardenes vd. 2004; Oz ve
Kaya 2006b).

HAA’larin Tiirlerini ve Olusumlarim

Etkileyen Faktorler

HAA’larin konsantrasyonlari; 1s1l islem goren et
tipi, pisirme boyunca kullanilan sicaklik, pisirme
siresi, pisirme ekipman ve metodunu igine alan
pisirme sartlari, pH ve su aktivitesi gibi fiziksel
faktorler ile karbonhidratlar, serbest aminoasitler ve
kreatin gibi kimyasal faktorlere baghdir (Felton vd.
1997; Oz vd. 2007). Ayrica 1s1 ve kiitle transferi,
yaglar, yag oksidasyonu ve antioksidanlarin;
HAA’larin gidalardaki konsantrasyonlarma etkili
oldugu belirtilmistir (Jagerstad vd. 1998).

HAA’larin Analizi

Gidalarda HAA analizinin yapilmas1 gida
orneklerinin kompleks olmasi, HAA’larin ¢ok diisiik
seviyelerde (ng/g) bulunmasi ve analiz i¢in gelismis
analitik metotlara ihtiyag duyulmasindan dolay1
olduk¢a zordur (Santos vd. 2004). Analiz islemi
sirasinda belki de en 6nemli uygulama, ¢ok diisiik
seviyelerde bulunan HAA’larmn etkili ve tam olarak
ekstraksiyonu iglemidir. Gliniimiize kadar HAA’larin
analizi i¢in sivi-sivi  ekstraksiyonu ve kati-faz
ekstraksiyonunun  birlesimini  igceren  tandem
ekstraksiyon prosediirleri (Gross ve Griiter 1992;
Turesky vd. 2005), tek kullanimlik kolonlar ile kati-
faz ekstraksiyonu (Richling vd. 1997), farkh
adsorbentler kullanarak hazir sivi kromotografisi
(Turesky vd. 1988) veya sivi-sivi ekstraksiyon
(Tikkanen vd. 1996) metoduna dayali clean-up
prosediirleri kullanilmistir. Ancak bu bilesiklerin
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Cizelge 1. Pisirilmis gidalarda ve/veya model sistemlerde belirlenmis heterosiklik aromatik aminlerin kimyasal
isimleri, kisaltmalari, molekiiler formiilleri ve molekiil agirliklar1 (Jdgerstad vd. 1998)

Kimyasal Ismi ve Sinifi Kisaltmasi Molekiiler | Molekiil
Formiilii Agirhg
Aminokarbolinler
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AaC C1HoN; 183
2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol MeAaC C,H N3 197
1-metil-9H-pirido[4,3-b]indol Harman 182
9H-pirido[4,3-b]indol Norharman CoH N3
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-1 Ci3Hi3N; 211
3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-2 C,H N3 197
2-amino-6-metildipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol Glu-P-1 C H 0Ny 198
2-aminodipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol Glu-P-2 CoHsN, 184
3.,4-cyclopentenopirido[3,2-a]karbazol Lys-P-1 CisH 14N, 258
2-amino-5-fenilpiridin Phe-P-1 C;1HoN, 170
4-amino-6-metil-1-H-2,5,10,10b-tetraazafluoranten Orn-P-1 C;3sH 1N, 237
4-amino-1,6-dimetil-2-metilamino-1H,6Hpirolo[3,4-f] Cre-P-1
benziimidazol-5,7-dion
Aminoimidazoazoarenler
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin 1Q Ci1HjoNy 198
2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinolin MelQ CoH Ny 212
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f[kinokzalin 1Qx CoHoN;s 199
2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin MelQx C1H; N; 213
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin 4,8-DiMelQx C,H5N; 227
2-amino-3,7,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinokzalin 7,8-DiMelQx C,H5N; 227
2-amino-3,4,7,8-tetrametilimidazo[4,5-f] kinokzalin 4,7,8-TriMelQx C3H 5N; 241
2-amino-4-hidroksimetil-3,8-dimetilimidazo [4,5-f]kinokzalin 4-CH,0OH-8-
MelQx
2-amino-1,7,9-trimetilimidazo[4,5-g]kinokzalin 7,9-DiMelgQx
2-amino-1,6-dimetil imidazo[4,5-b]piridin 1,6-DMIP CgH (N, 162
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b] piridin PhIP C3HjoNy 224
2-amino-1-metil-66-(4-hidroksifenil)-imidazo[4,5-b]piridin 4'-OH-PhIP
2-amino-1,5,6 trimetilimidazo[4,5-b]piridin 1,5,6-TMIP CoH )N, 176
2-amino-3,5,6 trimetilimidazo[4,5-b]piridin 3,5,6-TMIP
2-amino-1,6-dimetilfuro[3,2-e]imidazo[4,5-b] piridin IFP

analizi i¢in yaygm olarak kati-faz ekstraksiyon
teknikleri kullanilmaktadir (Vollenbroker ve Eichner
2000; Janoszka vd. 2001).

Gidalarda HAA’larmn analizi ya metanol (Lee ve
Tsai 1991), diklorometan (Edmonds vd. 1986) veya
sulu asit veya baz ¢ozeltisi (Gross 1990) ile 6rnek
homojenizasyonu ya da enzimatik pargalama
(Manabe vd. 1987) vasitasiyla protein par¢alanmasini
icermektedir. HAA’larin ilk ekstraksiyon islemi
diklorometan (Felton vd. 1986a), dietileter (Grose vd.
1986) veya etilasetat (Murray vd. 1993) ile asit-baz
solvent ayrimi yoluyla yapilmistir.  Sivi-kati
ekstraksiyonu XAD-2 reginesi (Felton vd. 1986b),
blue cotton veya rayon (Béang vd. 2002) ile
gergeklestirilmigtir.  Kati bir kaynaktan sivi-sivi
ekstraksiyonu Kizelgur (Gross vd. 1992) veya
Extrelut diatomaceous earth kolon (Salmon vd. 2000)
ile yapilmstir. lleri piirifikasyon islemi hazr
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kromotografiler (Lee ve Tsai 1991), Sephadex LH20
(Gross vd. 1989) veya TSK-Gel CM 650’li
(Thi¢baud vd. 1995) kolon kromotografisi ya da PRS
(propilsiilfonic asit silica gel) (Knize vd. 1994), Cyg
(Gross 1990), silika (Takahashi vd. 1985), MCX
(Messner ve Murkovic 2003 a, 2003b; Oz 2006) veya
strong cation-exchange (SCX) kartuju (Perfetti 1996)
kullanilarak kati-faz ekstraksiyonu ile
gerceklestirilmistir.

HAA’larin analiz metotlar, dedektor limitleri,
avantaj ve dezavantajlart Cizelge 2’de verilmistir.
Giliniimiize kadar yapilan ekstraksiyon ve clean-up
islemi genelde Gross ve Griiter (1992)’in gelistirmis
olduklar1 PRS yontemidir. Bu ydntemde polar ve
apolar HAA’lar ayn olarak ekstrakte edilmektedir.
Yontem bazi bilim adamlar1 tarafindan aynen
alimmis, bazilari ise metodu modifiye etmislerdir
(Tran vd. 2002). Son zamanlarda ise Oasis MCX



kartuslart  ile  yapilan  clean-up  isleminin
avantajlarindan bahsedilmektedir. Bu avantajlar ise,
polar ve apolar HAA’larin tek fraksiyonda
toplanmasi, clean-up isleminin tek asamada
gerceklestirilmesi ve boylece zaman ve ekipmandan
tasarruf edilmesidir (Messner ve Murkovic 2003a,
2003b). Bu sebeplerden dolay1 son zamanlarda bilim
adamlari tarafindan kabul goren, diger ekstraksiyon
metotlarina tercih ve tavsiye edilen metot Oasis
MCX metodudur. Ancak bu iki ekstraksiyon
metodundan hangisinin daha iyi olduguna karar
vermek i¢in metotlarn ayni sistemde karsilastiriimasi
gerekmektedir.

Giiniimiize kadar HAA’lar1 belirlemek igin
HPLC-UV (Oz ve Kaya 2006c, 2006d), HPLC-
fluoresans (Galceran vd. 1996a), HPLC-MS (Solbeck
vd. 2003), HPLC-ED (Galceran vd. 1996a) veya GC-
NPD (gas chromatography  with  nitrogen-
phosphorous selective detection) (Kataoka ve Kijima
1997), GC-MS (Friesen vd. 1993), ince tabaka
kromotografisi (Barnes vd. 1983), immunoafinite
kromotografisi  (Turesky vd. 1989), ELISA
immunoassay (Vanderlaan vd. 1988) gibi teknikler

F.Oz, M Kaya

kullanilmistir. HAA’larin ¢ogu polardir ve ugucu
degildir, bu yiizden analiz i¢in GC kullanilacak ise,
cogunlukla  derivatizasyon  islemine  ihtiyag
duyulmaktadir. Bu derivatizasyon agamasi farkli
dedektor  sistemleri  kullanilarak ~ LC ile
agilabilmektedir. Olduk¢a yiiksek bir hassasiyet ve
secicilige LC-MS kullanilarak  etkin  sekilde
ulagilmaktadir. Bu amagla LC-electrospray mass
spectrometry  (LC-ESI-MS) de  kullanilmistir
(Galceran vd. 1996b; Pais vd. 1997a). Dedektor
hassasiyetini artirmak i¢in, LC-MS/MS (Bianchi vd.
2005) veya  ion-trap (Pais  vd. 2000)
kullanilabilmektedir. Yine LC-APCI-MS (LC-
Atmospheric-Pressure Chemical Ionisation Mass
Spectrometry) de kullanilmistir (Pais vd. 1997b).
Ayrica aragtirmalarda HPLC-ESI-MS-MS
(Electrospray Tandem Mass Spectrometry) de
kullanilmistir (Richling vd. 1996). Son zamanlarda
capillar elektroforez (CE) (Sentellas vd. 2004) veya
elektrokimyasal (CE-ED) dedektdr (Olsson vd. 1997)
de yiksek dedektor limitleri istemesine ragmen
kullanilmaktadir.

Cizelge 2. Pisirilmis gidalardaki HAA’lerin tanimlanmasi ve belirlenmesi i¢in kullanilan metotlar, avantaj ve
dezavantajlar1 (Skog 2002).

Metot Dedektor Dedektor Avantajlan Dezavantajlan
Limitleri
(ng/g)
UV-diode array Pik  tanimlanmasi
(UV-DAD) 0.02-50 ve homojenlik
Pik dogrulamast yok,
Fluoresans (F) 0.03-3 Yiiksek hassasiyet | sadece daha az polar
olan HAA’lar
fluoresanstirlar
HPLC* Iyi derecede | Pik dogrulamasi yok,
Elektrokimyasal 0.05-2 secicilik ve | izokritik sartlar
(ED) hassasiyet
Kiitle spektrometresi Yiiksek hassasiyet
(MS) 0.01-2 ve secicilik. lyi
ayirim verir.
Yiiksek aymm | Yiiksek oranda
CE® UV, ED, MS 35-50 etkinligi ve diisiik | zenginlestirilmis Ornek
maliyet hazirlama
Kapillar GC iyi | Genellikle
GC*® MS 0.01-0.2 ayirmm etkinligi | derivatizasyona ihtiyag
verir duyulmaktadir
Sadece sinirhl sayida
HAA i¢in monoklonal
ELISA‘ 1 Basit antibodyler elde
edilebilmektedir

* HPLC: High-Performance Liquid Chromatography, ° CE: Capilar Electrophoresis, ¢ GC: Gas Chromatography,
¢ ELISA: Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay
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Heterosiklik aminlerin aromatik yapilar1 diisiik
bir ayirim gostermekte ve bu ylizden genis tabanli
pikler  olusturmaktadir. GC  veya  HPLC
tekniklerinden birini takiben MS kullanimi ile iyi bir
ayirim saglanabilmektedir (Knize vd. 1992). LC-MS
teknigi mutajenik aminlerin iyi identifikasyonu ve en
yiiksek segiciligi i¢in tercih edilen metot olabilir,
fakat ¢ok pahali bir yontemdir. Diger taraftan GC
veya GC-MS daha yaygindir, fakat sadece ugucu
bilesikler (az polar derivatifler) ig¢in miimkiindiir,
diisik  konsantrasyonlarda tanimlanamazlar ve
genellikle derivatizasyon islemine ihtiya¢ duyarlar
(Knize vd. 1992).

HAA’larin polar yapisi geregi, bu maddelerin
analizi i¢in secilen metod genellikle LC’dir (Barcelo-
Barrachina vd. 2004). Bugiin dedektor olarak en ¢ok
MS ve MS/MS (Barcelo-Barrachina vd. 2004)
kullanilmaktadir, fakat daha az polar aminler igin
ayn1 zamanda fluoresans dedektér de yeterli
hassasiyet ve segiciligi agisindan kullanilabilmektedir
(Ristic vd. 2004).

SONUC VE ONERILER

Epidemiyolojik calismalar kanser ve beslenme
arasinda bir iligki oldugunu gdstermistir. Ancak
gidalarda HAA igerigini tespit etmek oldukga zor ve
pahali yontemler gerektirmektedir. Teknolojinin
ilerlemesi ile birlikte yeni analiz ekipmanlarinin
gelismesi  ve dedektdr limitlerinin  diistiriilmesi
sonucu, karsinojen ve mutajen olduklari belirlenen bu
bilesiklerin sayist her gegen giin artig gostermektedir.
Bu yiizden pisirilen et ve et tiriinlerinin HAA igerigi
yoniinden analiz edilebilmesi oldukga biiylik 6nem
arz etmektedir.
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