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OZET

Potansiyel toksisitelerinden dolayr gesitli gidalarda
bulunan biyojen aminlerin analiz edilerek belirlenmesi oldukga
onemlidir. Gidalarin matriksi kompleks oldugundan biyojen
aminlerin analizi oldukga zordur. Bu nedenle kromatografik
analizden 6énce gidalardaki biyojen aminlerin ekstraksiyonu ve
saflastinimasi gerekir. Saflagtirma agamasindan sonra biyojen
aminler uygun tirevlerine dénistirilip cogunlukla yiiksek
performans sivi kromatografisi (HPLC) ile analiz edilirler.
Benzoil kloriir, o-fitaldialdehit (OPA) ve dansil kloriir en gok
kullanilan tlrevlendirme reaktifleridir. Tlrevlendirme genel
olarak kolon &ncesi uygulanir. Bu derlemede farkli gidalardaki
biyojen aminlerin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen analiz
yontemleri anlatiimaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyojen aminler, histamin, HPLC

ABSTRACT

It is of considerable importance to analyse food materials
for biogenic amines because of their potential toxicity. It is
diffucult to determine biogenic amines in foods as the matrix is
very complex. Therefore, extraction and purification steps
must be undertaken prior to chromatographic analysis. After
the purification step biogenic amines are converted to their
derivatives and analyzed generaly by high performance liquid
chromatography (HPLC). Benzoyl chloride, o-phthaldialdehyde
(OPA) and dansyl chloride are the most common derivatization
agents. In general, precolumn derivatization is applied. This
paper explains analytical methods to determine biogenic
amines in different kind of foods.
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GIRiS

Biyojen aminler dogal olarak bitkilerde, hayvanlarda ve
mikroorganizmalarda bulunan organik bazli, dustuk molekiil
adirlikh azotlu bilesiklerdir ve canli hiicrelerde 6nemli metabolik
islevleri vardir. Poliaminler canlinin bliyiime ve gelismesi igin
zorunludur. Histamin ve tiramin gibi diger aminler sinir
sisteminin galismasinda ve kan basincinin kontrolunda
gereklidir. Bazi fermente gidalarda ve bazi bozulmus veya
bayatlamis gidalarda mikrobiyal aktivite sonucu, amino
asitlerin dekarboksilasyonu ile yiiksek konsantrasyonlarda
biyojen aminler olusur [1-3]. Balik ve Urinleri, et ve Grlnleri,
sut Urlnleri, sarap, bira, meyve ve sebzeler, cikolata, fermente
sebze (rinleri gibi gidalarda biyojen aminler meydana
gelebilmektedir [4]. Gidalarda olusan baglica biyojen aminler
putresin, kadaverin, histamin, tiramin, triptamin, -
feniletilamin, spermin, spermidin, metilamin, etilamin ve
etanolamindir [5]. Biyojen aminler kimyasal 6zelliklerine gére
ig gruba ayrimaktadirlar.

1- Aromatik aminler
2- Alifatik di-, tri- ve poli-aminler
3- Alifatik ugucu aminler

Icerdikleri azot sayisina gore ise biyojen aminler; monoaminler,
diaminler ve poliaminler olarak tig gruba ayrilirlar (Tablo 1) [6].

Tablo 1. Biyojen aminlerin siniflandirilmasi

Kimyasal Aromatik aminler Alifatik di-, tri- Alifatik ugucu
ygpllanna wve poliaminler aminler
gore
Histamin Putresin Metilamin
Tiramin Kadaverin Etilamin
2- feniletilamin Agmatin izopentilamin
Triptamin Spermin Etanolamin
Serotonin Sper midin
igerdikleri Monoaminler Diaminler Poliaminler
azot sayisina
gore
Metilamin Histamin Agmatin
Ctilamin Triptamin Spermin
izopentilamin Putresin Spermidin
Etanolamin Kadaverin
i~ feniletilamin Serotonin
Tiramin

Mikroorganizmalar tarafindan biyojen amin olusumu
igin gerekli kosullar su sekilde 6zetlenebilir:
¢ Serbest aminoasitlerin varlidi,

o Dekarboksilaz pozitif mikroorganizmalarin varligi,

e Bakteriyal gelisim, dekarboksilaz sentezi ve

aktivitesine izin veren kosullarin olmasidir [4].

Biyojen aminlerin gida agisindan 6nemi bu urinlerin
potansiyel toksisitesinden kaynaklanmaktadir. Basadrisi,
solunum gicligu, kalp carpintisi, yliksek veya disiik tansiyon
ve daha baska allerjik reaksiyonlara neden olurlar [6].

Normal kosullarda gidalarla insan viicuduna alinan biyojen
aminler vicudun sindirim sisteminde bulunan monoamino
oksidaz (MAO), diamino oksidaz (DAQO) ve histamin-N-metil
transferaz enzimleriyle detoksifiye edilmektedirler. Boylece gok
yliksek miktarda tiiketilmedikleri taktirde insan sagligi Gizerine
olumsuz bir etki géstermemektedirler [7-9]. Biyojen aminlerin
toksikolojik etkileri, sindirim sisteminde bulunan
monoaminooksidaz ve diaminoaoksidaz enzimlerinin genetik
olarak eksikliginde, bu enzimleri inhibe edici ilaglar
kullanildiginda (agr kesiciler, stres ve depresyon ilaglar,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
ilaglar) veya vyiliksek miktarlarda alkol tlketildiginde
artmaktadir [10,11].

Gidalarda bulunan biyojen aminlerin belirlenmesi
valnizca bu bilesiklerin toksisiteleri agisindan dedil, ayni
zamanda gidalarda tazelik ve mikrobiyal bozulmanin, yani
kalitenin indikatorleri olmasi agisindan da 6nem tasgimaktadir
[11,12].

BIYOJEN AMIN ANALIZ YONTEMLERI

Histamin ve diger biyojen aminlerin nitel ve nicel tayinleri igin
florimetri, kromatografi, kapiler elektroforez v. b. gibi teknikler
kullanlmaktadir. Bunlarin igerisinde kromatografik yontemler
en uygun yéntemlerdir. ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz-
sivi  kromatografisi (GLC) ve ylksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) biyojen amin analizlerinde yogun bir
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sekilde kullanilan kromatografik yontemlerdir [13]. Bunlar
icinde HPLC en gok kullanilan ydntemdir. Bu ydntemle biyojen
amin analizi igin, kolon dncesi ya da kolon sonrasinda, dansil
klorir, ortofitaldialdehit (OPA), benzoil klorir, dabsil klordr,
dinitrobenzoil kloriir v.b. gibi tirevliendirme reaktiflerinden
biriyle biyojen aminlerin tirevlendiriimesi gerekmektedir
[14]. Bu tiirevlendirme reaktiflerinden biri olan OPA biyojen
aminlerle oldukca hizli reaksiyon vermektedir, fakat sadece
birincil aminlerin tirevlendiriimesinde kullanilabilmektedir
[14]. Benzoil kloriir tirevleri oldukga stabil olup, bu
tirevlendirme reaktifinin kullanimi da bazi acilardan
avantajldir [15]. Dansil kloriir pek gok galismada kullaniimistir
[16-18]. Dabsil klorir iyi bir tirevlendirme reaktifi olup,
birincil ve ikincil aminlerin dabsil tiirevieri oda sicaklifinda
oldukca kararlidir [19]. Biyojen amin analizlerinde C,, kolon
kullanilmakta, dereceli ellisyon uygulanmaktadir. OPA
tlrevleriyle calisildiginda fluoresans dedektor, digerlerinde UV
dedektor kullanmak gerekmektedir.

Ekstraksiyon ve saflagtirma

Genelde gidalarin matriksi kompleks oldugundan
kromatografik analizden ©6nce ekstraksiyon ve saflastirma
islemlerinin uygulanmasi gerekir. Bu basamaklar oldukga
kritiktir ve geri kazanimlar etkilemektedir. Ekstraksiyon ve
saflastirmanin amaci yabanca maddeleri uzaklastirmaktir,
fakat bu sirada biyojen amin kayiplari olmamali veya
olabildigince az olmalidir. Biyojen aminlerin polarliklari
birbirinden oldukga farkhdir. Tiramin, triptamin ve -
feniletilaminin polarlig digerlerinden daha azdir (6rnegin pH
11,5te). pH 9 un altinda ise biyojen aminler tuzlan seklindedir.
Bu pH nin altinda tiramin, triptamin ve -feniletilaminin
polarhdi dedismezken digerlerinin polarligi artar. Biyojen
aminlerin  polarliklarinin birbirinden farkli olmasi ve ayrica
biyojen amin tuzlarinin polarliklarinin birbirinden farkl olmasi,
dikkat edilmedidi takdirde, ekstraksiyon ve saflagtirma
islemleri sirasinda biyojen amin kayiplarina neden olur. Kati
matriksten biyojen aminlerin ekstraksiyonu su ile oda
sicakliinda ya da daha yilksek sicakliklarda
gergeklestirilebilir. Ancak bu yontemle sadece serbest biyojen
aminler ekstrakte edilebili. Bagli aminlerin ekstraksiyonu
ancak asitlerle gergeklestirilebilir. Biyojen aminlerin
ekstraksiyonu icin perklorik asit, trikloroasetik asit (TCA) veya
hidroklorik asit kullanilabilir. Bazi arastiricilar tarafindan kati
matriksten biyojen aminlerin ekstrakte edilmesinde metanol,
aseton, asetonitril-HCIO, ve diklorometan-HCIO, gibi organik
solventler kullanilmigtir, oysa biyojen amin kayiplarinin
olmamasi igin organik solventlerle bazik pH de (pH 11,5
civarinda) ekstraksiyon yapilmasi gerekirdi. Sarap, bira ve
tursu salamurasi gibi kompleks olmayan 6rneklerle galigilirken
ekstraksiyon ve saflastirma islemlerine gerek yoktur. Siizme,
santrifijleme v.b. gibi basit islemlerden sonra, veya girisim
yapan maddelerin uzaklagtiriimasindan sonra hemen
tirevlendirmeye gegilebilir. Busto ve ark. [16] dansil klorlr
turevlendirmesi ile saraplardaki biyojen aminleri galismadan
once, girisim yapan fenolik maddeleri uzaklastirmak igin
saraplari polivinilprolidon (PVPP) ile muamele etmislerdir.

Kompleks gidalardan biyojen aminlerin ekstraksiyonu
sonucu elde edilen cozeltinin saflastinlarak girisim yapan
maddelerden arindiriimasi gerekir. Bu amagla swvisivi
ekstraksiyonu (LLE), C, kartusu kullanilarak kati faz
ekstraksiyonu (SPE) veya alumina veya iyon degistirici igeren
kolon kromatografisi kullanilabilir [16]. Sivisivi
ekstraksiyonunda, genellikle HCl veya TCA igeren ekstraktin
saflastirimasi icin, bu sulu ekstrakt uygun bir tuz (6rnegin
NaCl) ile doyurulur, pH si bazik yapilir ve organik bir solventle
muamele edilerek biyojen aminlerin organik faza gegmesi

saglanir. Tim biyojen aminlerin kantitatif bir sekilde sulu
fazdan organik faza gegmesi igin gesitli organik goziictler
denenmistir. Ayrica, uygun bir organik faz segilmedidi zaman
jel olusumu veya buna benzer olumsuzluklar ortaya
cikabilmektedir. Hegzan, dietileter, nbitanol, kloroform gibi
organik gdzgenlerin veya bunlarin karigimlarinin kullanildigi
yontemler ileri sirllmistir [20-22]. Ekstraksiyonda
kullanilan asidin tipi, saflastirmada kullanilan organik
solventin bilesimi, kullanilan tuzun tipi, calisilan pH ve
karistirma siiresi gibi faktorler gidalardan biyojen aminlerin
ekstraksiyonunu ve saflastirma islemini etkileyen faktorlerdir.
pH biyojen aminlerin sulu fazdan organik faza aktarilmasinda
cok 6nemli bir faktordiir. Farkl biyojen aminler farkli kimyasal
yapilara sahip olduklarindan farkli optimum pH ler soz
konusudur. pH 11,5 dederi genelde uygundur. pH 11,5 den
yliksek oldugunda tiramin geri kazanimi diismektedir, pH 10
dederi ise tiramin icin optimum pH dir, ancak putresin,
kadaverin, spermin, spermidin ve histamin igin uygun degildir
[17]. Biyojen aminler organik faza aktarildiktan sonra, bir kez
daha saflastirmak icin organik faz 0,1 M HCl ile galkalanarak
aminlerin sulu faza gegmesi saglanabilir. Bu islem safsizliklarin
uzaklastinimasinda faydali olacaktir, fakat biyojen amin
kayiplarina neden olabilir. Elde edilen HCI li faz tiirevlendirme
isleminde kullanili.  HCI ile yapilan son ekstraksiyon
uygulanmayip, biyojen aminleri iceren organik faz dogrudan
tlirevlendirmede kullanilabilir. Bu amagla organik faz ucurulur,
elde edilen kalinti tiirevlendirmede kullanilir.

Bazi gidalarla calisirken ekstraksiyon ve saflastirma
islemlerinden sadece ekstraksiyon kullanilabilir. Gidadaki
biyojen aminler uygun bir solventle, érnedin 0,1 M HCl veya %
5 lik TCA, ekstrakte edilir ve bu ekstrakt tlirevlendirmede
kullanilabilir. Bu sekilde amin kayiplari azaltilabilir ve
zamandan tasarruf edilebilir. Bu teknikle calisildidinda amino
asitler ortamdan uzaklastirlmadigindan girisim yapan piklerin
olusumuna neden olabilirler ve ayrica daha fazla reaktif,
ornegin benzoil kloriir, kullanimina gerek duyulabilir. Fazla
reaktif kullanimi kromatogrami olumsuz etkileyebilir. Fazla
reaktif kullanimindan kaginmak igin daha seyreltik érneklerle
galismak olasidir, fakat bu durumda da ydntemin duyarlidi
azalr.

Lange ve ark. [23] tarafindan farkli gida 6rneklerinde
biyojen aminlerin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bir
calismada amin ekstraksiyonu icin 0,1 M HCI, TCA (% 5 veya
10 luk), metanol ve metanol-su ¢ozeltisi (% 50 veya 75 lik)
kullanilmistir. Tim gida drnekleri ekstraksiyon éncesi blendir
veya 6gutiict kullanilarak homojenize edilmistir. 10 g gida
ornedi (peynir haric) 2 kez 25 er ml solventle ekstrakte edilmis
ve 8000 rpm de 3 dk siireyle blendirda muamele edilmistir. On
dk 4000 rpm de santrifiij edildikten sonra Ustteki sivilar filtre
kagidindan siiziilmiis ve 50 ml ye tamamlanmistir. Peynir
orneklerinin analizinde ise 10 g peynir 6rnedi 20 ml 0,1 M HCl
ile muamele edilmis ve vorteks karistiricida 5 dk sireyle
kanstinlmistir.  Santrifiij isleminden sonra (Ustteki sivi
toplanmistir. Ekstraksiyon 20 ml 0,1 M HCl ile 3 kez tekrar
edilmistir. Ustteki sivilar bir araya getirilmis ve yagin gogunu
kristalize etmek icin 4°C da tutulmustur. Topaklanmig olan yag
tabakasi uzaklastiriimis ve sivi kisimlar stiziilmistir. Kapiler
elektroforez yéntemiyle analiz icin ekstraktlar membran
filtrasyon islemine tabi tutulmus ve analizler
gerceklestirilmistir. Peynir 6rnegi disindaki diger 6rneklerde %
5 TCA kullaniimasi uygun bulunmustur (Tablo 2).

Analizler HPLC yontemiyle gergeklestirildiginde, bir
nétralizasyon basamadi (pH 6-7 ye getirilmistir) ve ardindan
n-bitanol kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyon basamadi veya
kati faz ekstraksiyonu yéntemlerinden biri kullanilarak bir



saflagtirma basamadina gerek duyulmustur. Sivi-sivi
ekstraksiyonunda 1 ml érnek ekstrakti, 0,25 ml 5 M NaOH,
0,75 g NaCl ve 5 ml n-bitanol ile karistiriimis ve 3 dk siireyle
calkalanmistir. 4000 rpm de 10 dk stireyle santrifiij edilmis, n-
biitanol tabakasi ayrilmistir. Sulu faz (1,25 ml) 5 ml n-biitanol
ile tekrar ekstrakte edilmistir. Her ekstraksiyon basamadi
sonunda n-bitanollu fazlar, NaCl ile doyurulmus 5 ml 0,1 M
NaOH igeren tiipte toplanmistir. Bu 2. santrifiij tlibi de ayni
yolla calkalanmis ve santrifiij edilmistir. 8 ml lik biitanol
ekstrakti 2,5 ml 0,1 M HCl ve 7 ml n-heptan igeren 3. bir tiibe
aktanlmig, 1 dk sireyle galkalanmis ve santrifiij edilmistir.
Organik kisim uzaklastirildiktan sonra, biyojen aminleri igeren
asidik sulu faz (2,5 ml) kolon ©6ncesi OPA tiirevlerine
donistirilerek analiz edilmistir.  Sivi-sivi  ekstraksiyonu
sonucunda biyojen aminler igin elde edilen geri kazanim
degerleri histamin icin neredeyse % 100, tiramin igin % 76,
putresinigin % 94 ve kadaverin igin % 100'dir.

Tablo 2. Gidalardan biyojen aminlerin ekstraksiyonunda
kullanilan solventler

Gida Ekstraksiyon
solventi

Balik

Som balig TCA, HCI, metanol

Ringa TCA

Peynir

Rokfort HCI, TCA, metanol

Gorgonzola HCI

Edamer HCI

Et trunleri

Salam TCA, HCI, metanol

Domuz eti TCA

Vejetaryan Grinleri

Yadh zeytin Su, metanol, TCA, HCI

Yagh domates TCA

Konserve sauerkraut TCA

Kati faz ekstraksiyonu ile saflastirmada ise RP-18 BakerBond
kartus (3 ml hacminde) kullanilmigti. U¢ ml metanol ve
ardindan kolon hacminin 3 kati hacimde destile suve 3ml 1 M
HCl ile kolon sartlandirildiktan sonra 3 ml 6rnek ekstrakti
kolono uygulanmigtir. 0,1 M potasyum sitrat tamponu (hacmi
gida matriksine badh olarak dedisir) ile yikama
gergeklestirilmistir. Sonra kolondaki hava uzaklastiriimis ve
elisyon 3 ml 0,1 M potasyum sitrat-izopropanol kullanilarak
gerceklestirilmistir. Saflastirma basamaginda SPE
kullaniminda aktivasyon, dengeleme, yikama ve eliisyon
olmak lizere gok sayida basamak vardir ve oldukga zaman
kaybi olmaktadir [23].

Uren ve ark. [24] tarafindan lahana tursularinda
gerceklestirilen calismada ©rnek, salamurasi ile havanda

ezildikten sonra mavi bant siizgeg kagidindan siiziilms, filtrat
saf suyla belli bir hacme tamamlandiktan sonra belli miktari
herhangi bir ekstraksiyona veya saflastirmaya tabi tutulmadan
benzoil kloriir ile tiirevlendirilip HPLC cihazinda incelenmistir.

Kalac ve Krizek [25] mantar Orneklerinden biyojen
aminleri ekstrakte etmek icin perklorik asitten
yararlanmiglardir. Ornekler seyreltik perklorik asit ile 60 dk
sireyle  calkalanmisti. Daha sonra benzoil klorir ile
trevlendirilen 6rnekler HPLC de analizlenmiglerdir. Putresin ve
kadaverin icin elde edilen geri kazanim degerleri % 95,4 ve %
89,5dir.

Kalac ve ark. [26] 25 g dondurulmus 1spanak piresi,
ketcap, konsantre salga veya dondurulmus yesil bezelye
ornegini 75 ml 0,6 M perklorik asit ile 1 saat sireyle
calkalamisti. Ornekler 4000 rpm de 10 dk siireyle santrifiij
edilmigtir. Stizme isleminden sonra Ornekler elektrokinetik
kapiler kromatografi yontemi ile analiz ediilmistir.

Hwang ve ark. [15] nin balik érneklerinde yaptiklari
calismada, blendirda pargalanan 5 g 6rnek 20 ml % 6 lik TCA
gozeltisi veya 1 M HCIO, ile 3 dk slireyle homojenize edilmistir.
Orneklere 1 er mg biyojen amin standardi katilmistir. Daha
sonra 8000 g de ve 4°C da 10 dk santrifiij edilen 6rnekler
stizilmis, 50 ml ye seyreltimis ve benzoil klorir ile
tirevlendirilen érnekler HPLC cihazinda analiz edilmistir. Balik
etinde % 6 lik TCA gozeltisi ve 1 M HCIO, ile ekstraksiyon
sonucunda elde edilen geri kazanim degerleri sirasiyla
soyledir; -feniletilamin % 101,2 ve 99, histamin % 100,5 ve
100,2, triptamin % 98,2 ve 98, putresin % 76,5 ve 64,2,
kadaverin % 70 ve 55,8, spermidin % 63,6 ve 50,9, spermin %
63,0 ve 33,0, tiramin % 35 ve 101,2, agmatin % 4,5 ve 3,0 dir.
Bu sonuglara goére biyojen aminlerin gogu igin (agmatin ve
tiramin harig) % 6 Ik TCA ile yapilan ekstraksiyonun daha
uygun oldugu belirlenmistir.

Shakila ve ark. [13] tarafindan balk o6rneklerinde
yapilan calismada drnekler % 5 lik sicak TCA ¢ozeltisi (80-90
°C) ile 2 dk siireyle homojenize edilmis ve 3000 rpm hizda 10
dk siireyle santrifiij edilmistir. Usteki sivi Whatman (41) filtre
kagidindan stiziilerek, dansil kloriir ile tiirevliendirilmis ve HPLC
de analizler gergeklegtirilmistir

Tirk sucuklarinda, starter kulttr kullaniminin biyojen
amin olusumuna etkisini belirlemek amaciyla gergeklestirilen
bir galismada, 2 g 6rnek 10 ml 0,4 M perklorik asitle vorteks
karistirnicida kanistinlmis, 40 ml daha perklorik asit ilave
edilmistir. On ml karisim 1250 g de 20 dakika santriftij edilmis,
Ustteki sivi kismdan 1 ml alinmig, dansil klorir ile
tlrevlendirilmis ve analizler HPLC de gergeklestirilmistir [27].

Vinci ve Antonelli [28] tarafindan gergeklestirilen
calismada kirmizi (sigir eti) ve beyaz etteki (tavuk eti) biyojen
amin miktarlar belirlenmigtir. Analiz icin 6rnek hazirlama
basamad her iki tip 6rnekte de aynidir. Bes g dogranmis ete 20
ml 0,4 M HCIO, ilave edilmis, 6érnekler homojenize edilmis ve
daha sonra 5 dk siireyle 2500 rpm de santrifiij edilmistir. Dipte
toplanan kati kisim ayni prosediir ile tekrar ekstrakte edilmistir.
Santrifiij sonrasi Ustteki sivi fazlar toplanmis ve 0,4 M HCIO, ile
50 ml ye tamamlanmistir. Elde edilen ¢ézeltiden 1 ml alinip
dansil klorir ile tiirevlendirme yapilmis ve HPLC de biyojen
amin analizleri gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda tim
biyojen aminlerin geri kazanim dederleri > % 93 olarak
bulunmustur. Bulunan aminler triptamin, putresin, kadaverin,
serotonin, tiramin, spermin ve spermidindir
Ordonez ve ark. [9] peynirdeki biyojen aminleri asetonitril ve
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Peynir o6rneklerinde biyojen aminlerin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilen bir diger calismada, 50 g peynir
ornedi 3 kez 75 ml % 5 lik TCA ile blendirda karistirilmistir. Her
bir karisim santrifijlenmis, TCA ekstraktlan birlestirilmis ve
hacim 250 ml ye tamamlanmisti. Bu ekstrakttan 10 ml
alinarak, NaOH ile alkali yapildiktan sonra n-bitanol-
kloroform karigimi ile (3x5 ml) aminler ekstrakte edilmistir. Bir
araya getirilen organik fazlara 15 ml n-heptan ilave edildikten
sonra, birkac kez 1 ml 0,02 M HCI kullanilarak, aminler HCI li
faza aktarilmistir. HCI li fazin suyu uzaklastirldiktan sonra
dansil klorlr ile biyojen aminlerin tirevleri elde edilmis ve
aminler TLC ile belirlenmigtir. Peynir ¢rneklerinde biyojen
aminlerin geri kazanim yiizdeleri, putresin % 94, kadaverin %
100, tiramin % 84, triptamin % 84, spermin % 98, histamin %
96, spermidin % 102 ve -feniletilaminin % 86 olarak
bulunmustur [21].

Moret ve Conte [17] ye gore 0,1 M HCl peynirdeki
biyojen aminlerin ekstraksiyonu igin cok uygun bir ¢dziici
olmakla birlikte balik ve et driinleri igin uygun degildir,
bulanikiga ve girisim yapan piklerin olusumuna neden olur.
Balik ve et {irlinleri ile calisilirken proteinleri ¢oktiirme &zelligi
olan % 5 lik triklorasetik asit (TCA) kullanilmalidir. Moret ve
Conte [17] gergeklestirdikleri galismada biyojen aminlerin
ekstraksiyonu igin 10 g peynir érnegini 2 kez 20 ml 0,1 M HCl ile
homojenize etmislerdir. Balik ve et Griinlerinde ise 3 kez 15 ml
% 5 lik TCA ile ekstraksiyon yapilmistir. Daha sonra asidik
ekstrakt NaCl ile doyurulmus ve pH 11,5 e ayarlanmstir.
Saflastirma islemi igin bir organik solventten yararlaniimigtir.
Peynir orneklerinde n-bitanol, balik ve et Urlnlerinde n-
bitanol-kloroform karigimi  kullanilmistir.  Tiirevlendirme
asamasinda organik ekstraktan 1 ml alinmis, vakum altinda
gozgen uzaklastinlmig, dansil klorir ile turevlendirilmis ve
analizler HPLC de gergeklestirilmistir. Gorgonzola peynirindeki
geri kazanimlar, triptamin igin % 74, -feniletilamin % 92,
putresin % 2, kadaverin % 65, histamin % 63, tiramin % 63,
spermidin % 49 ve spermin % 46 seklindedir. Bu degerler
Lange ve ark. [23] nin buldugu dederlerden daha disiktr.
Turevlendirme iglemlerinin farkli olmasi nedeniyle geri
kazanim degerleri farkli gtkmis olabilir.

Van-Boekel ve Arentsen-Stasse [20] tarafindan
gerceklestirilen calismada peynir 6rneklerindeki aromatik
biyojen aminler belirlenmistir. Bu calismada 10 g peynir drnegi
25 ml % 5 lik TCA ile ekstrakte edilmistir. Ekstrakt 3°C a
sogutulduktan sonra 3°C da santrifiij edilmis ve yag tabakasi
uzaklagtinlmigtir. Stizme igleminin ardindan 5 ml filtrat saf
suyla 50 ml ye tamamlanmis ve herhangibir tirevine
donistiiriimeden aromatik biyojen aminler HPLC de analiz
edilmistir.

Vale ve Gloria [22] peynir orneklerindeki 10 farkl
biyojen aminin (histamin, tiramin, triptamin, -feniletilamin
serotonin, agmatin, spermin, spermidin, putresin ve
kadaverin) HPLC de analizlerini gergeklestirmiglerdir. Kolon
sonras! tlrevlendirme reaktifi olarak OPA kullanilmistir.
Ekstraksiyon solventi olarak metanol, HCI ve TCA denenmistir.
Ekstraksiyon amaci ile HCl kullanildidinda 10 g rendelenmis
peynir 50 ml lik santrifiij tiplne tartihp, 20 ml 0,1 M HCl ile
vorteks karistiricida 5 dk sureyle karistirimigtir. Karisim 6000 g
de, 30 dk stireyle oda sicakliginda santrifiij edilmis ve Ustteki
sivi kisim toplanmistir. Kati kissm 20 ml HCl ile 3 kez daha
ekstrakte edilmistir. Ustteki sivi kisimlar bir araya getirilmis ve
4°C da yadlarin gogu kristalize edilmistir. Toplanan yag
tabakasi uzaklastirilmis ve c¢ozelti stzilmistir. TCA
kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde yukaridaki
prosedirin aynisi HCl yerine % 5 lik TCA kullanilarak
gergeklestirilmigtir. Metanol kullanilarak gergeklestirilen

ekstraksiyon isleminde ise 10 g peynir érnegi 50 ml metanol
ile homojenize edilmis ve 100 ml lik balona aktariimistir. Balon
icerigi 60°C da 15 dk isitilmig, oda sicakhigina sogutulmus,
metanol ile 100 ml ye tamamlanmis ve 15 dk siireyle 6000 g de
santrifiij edilmistir. Ekstrakt 4°C da depolanmis, yag tabakasi
uzaklastiriimig ve stizilmustur.

Vale ve Gloria [22] saflastirma amaciyla dietileter veya
n-bitanol kullanmigtir. Dietileter kullanildiginda,
ekstraksiyonda ele gegen her sivi kisim 3 kez 50 ml dietileter ile
ekstrakte edilmistir. Eterli faz dénerli buharlastiricida 40°C da
vakum altinda 2-3 ml kalincaya dek buharlastiriimig, 0,1 M HCI
ile hacim 10 ml ye tamamlanmis ve santriflij edilmistir. HCI li faz
0,45 pm gobzenek biyikligine sahip membrandan
stizlilmlstiir. n-Bitanol kullanildidinda ise ekstraksiyon
sirasinda elde edilen sivi kisimlarin 5 ml si, 1 ml 5 M NaOH
iceren test tiibline aktariimistir. Grandil halindeki Na,CO, fazla
miktarda eklenmis, karisim hizla calkalanmigtir. Alti ml n-
biitanol ilave edilmis, karisim hizla calkalanmis ve organik faz
toplanmisti. Sulu faz 2 kez daha ayni sekilde n-biitanolle
ekstrakte edilmistir. Bitanolll ekstraktlar bir araya getirilmis ve
5 ml 0,1 M HCl eklenmistir. Hizla calkalandiktan sonra HCl li faz
toplanmis ve bu islem 2 kez daha tekrarlanmigtir. HCl li fazlar
bir araya getirilmis ve 0,45 pm gozenek biiyiikligiine sahip
membrandan suzilmistir. Sonugta HCl ile ekstraksiyon ve
dietileter kullanilarak gergeklestirilen saflagtirmanin aminler
igin en iyi geri kazanim dederlerini verdidi ileri stirlilmustir. HCI
ile ekstraksiyon ve dietileter ile saflagtirma yontemini daha
etkin kilmak igin, dietileter ile ekstraksiyona gegmeden 6nce
HCl li fazin NaCl ile doyurulmasi ve pH sinin 11,5 e getirilmesi
gerekirdi. Dider taraftan HCl ile ekstraksiyon, n-bitanol ile
saflastirma yontemiyle elde edilen geri kazanim degerleri,
Moret ve Conte [17] nin Gorgonzola peyniri icin buldugu
dederlerden daha kigilktiir (histamin ve putresin harig).
Clinki Vale ve Gloria [22] n-biitanol ile ekstraksiyondan 6nce
ortamin pH sini tam 11,5 e getirmemistir. Buna ek olarak n-
biitanolden tekrar HCl li faza alirken de biyojen amin kayiplari
olabilir. Moret ve Conte [17] biyojen aminleri igeren n-
butanolli fazin 1 ml sini alip n-bitanoll uzaklastirmiglar ve
kalintida biyojen aminleri aramiglardir. Bu sekilde amin
kayiplar azaltilmistir. Tiireviendirme reaktiflerinin farkl olmasi
da sonuglari etkilemis olabilir. Vale ve Gloria [22] kolon sonrasi
OPA tiirevlendirmesi uygularken, diger calismada dansil kloriir
kullaniimigtir. Vale ve Gloria [22] nin buldudu degerler, 6rnegin
HCI n-biitanol secenedi, Lange ve ark. [23] nin dederlerinden
oldukga disiiktiir. OPA nin kolon sonrasi kullanilmasi, NaCl
yerine Na,CO, In tercih edilmesi ve biyojen aminlerin n-
butanolli fazdan HCl |i faza aktariimasi sirasinda n-heptan
kullanilmamasi buna neden olabilir.

Azim [6] tarafindan gergeklestirilen calismada etilamin,
putresin, kadaverin, triptamin, B-feniletilamin, spermidin,
spermin ve tiraminden olusan bir standart karisim hazirlanmis,
biyojen aminlerin saflastinlmasi igin optimum kosullari
belirlemek amaciyla denemeler yapilmisti. Bu denemeler
sonucunda elde edilen geri kazanim dederleri
karsilastinldiginda en uygun saflastirma kosullar s6yle
belirlenmistir. Standart biyojen amin karigimi 5 M NaOH ile
bazik yapildiktan sonra 3 kez n-biitanol-kloroform karigimi
(1:1) ile muamele edilmis ve organik fazlar bir kapta
toplanmistir. Sulu faz 3 kez de n-bitanol ile galkalanmis ve
organik fazlar toplanmistir. Her iki organik faz 0,1 M HCI ile
calkalanarak biyojen aminler HCI li faza aktarilimisti. HCI li
fazlar toplanmis ve benzoil kloriir ile tirevlendirilmistir.
Analizler HPLC de gergeklestirilmistir. Geri kazanim dederleri
tiraminicin % 59, digerleri igin % 100 dolaylarindadir.



Tablo 3. Farkli ekstraksiyon ve saflastirma kosullarinda peynir
orneklerindeki biyojen aminlerin geri kazanim degerleri (100
g 6rnede 10 mg biyojen amin eklenmistir)

ayarlanmisti. B solventi asetonitril, tert.-bitilmetil eter ve
sudan olugsmaktadir. Tirevlendirme icin 1,5 ml seyreltilmig
sarap 6rnegi veya 2 ml standart karisimin pH si tampon ¢ozelti

Geri kazanim (%

dietileter n-biitanol
Biyojen amin | TCA HCI metanol TCA HCI metanol
Histamin 102,7 99,9 ND 130,5 98,5 131,9
Tira 48,0 72,0 0,2 ND 18,7 4,1
Feniletilamin 76,7 715 139 16,7 11,0 24,1
Triptamin 332 63,5 10,9 23 19,3 7,3
Serotonin 48,1 91,5 13,0 25,7 39,2 448
Agmatin 7,9 56,7 ND 2,1 23,2 17,0
Putresin 604 70,2 9,1 211 40,1 64,9
Kadaverin 42,0 538 ND 44,0 43,9 80,2
Spermidin 36,2 84,1 ND 20,6 32,5 58,2
Spermin 30,3 62,7 49 18,2 34,0 25,9
Ortalama 48,6 72,6 52 28,1 36,0 45,8

Tiireviendirme

Karababa [29] tarafindan gergeklestirilen calismada
OPA ile tiirevlendirme yontemi kullanilarak HPLC de analizler
gergeklestirilmistir. OPA reaktifini hazirlamak icin 0,2 g OPA 9
ml metanol icinde ¢oziilmistir. Bu gozelti (izerine 1 ml 0,4 M
(pH 9) borat tamponu ve 160 | 2-merkaptoetanol ilave etmek
suretiyle tlrevlendirme reaktifi hazirlanmistir. Tirevliendirme
basamaginda biyojen aminleri iceren standart karigimdan 25 |
alinmis, Gzerine 0,4 ml metanol, 0,475 ml saf su ve 0,1 ml
tirevlendirme reaktifi eklendikten sonra 0,5 m lik filtreden
slzllmastar. Analizler C, kolonda ve fluoresans dedektor
kullanilarak gergeklestirilmistir (,.m = 340 NM, . 0n = 420
nm). Metanol ve sudan olusan dereceli eliisyon programi
kullanilmigtir.

Benzoil turevleri kullanilarak biyojen aminlerin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bir galigmada, biyojen
aminleri igeren standart karisim saf suyla 5 ml ye
tamamlanmig, 3 ml 5 M NaOH eklenerek ortam bazik yapilmis,
60 | benzoil kloriir ilave edilerek 30 sn kuvvetlice calkalanmis
ve 45 dk tiirevlendirmeye birakilmistir. Bu siire sonunda 5 ml
doymus NaCl ¢ozeltisi ilave edilmis, biyojen amin tiirevleri 3
kez 4 ml dietileter ile ayirma hunisinde 2 dk sireyle ekstrakte
edilmis ve dietileter fazlari toplanmistir. Bu faz lzerine 2 g
susuz sodyum siilfat ilave edilmis ve 15 dk bekletilmistir. Daha
sonra Ustteki sivi baska bir test tiibline aktariimis ve eter fazi
azot gazi altinda uzaklagtinlmisti. Tlpteki kalinti 1 ml
metanolde ¢oziildiikten sonra 0,5 m filtreden gegirilmis ve
HPLC cihazinda analiz gergeklestirilmistir. Analizlerde C,; kolon
ve UV dedektor ( = 254 nm) kullaniimistir. Metanol ve sudan
olusan dereceli ellisyon programi uygulanmigtir [6].

Balik ve balik tirlinlerindeki biyojen aminlerin tayini igin
gergeklestirilen bir calismada dansil tirevleri kullanilarak
biyojen aminlerin HPLC ve TLC vyoéntemleriyle analizi
gergeklestirilmistir. Standart biyojen amin karisiminin
trevlendirilmesi icin, 1 ml standart karisim tizerine 1 ml fosfat
tamponu (pH = 9), 1 damla 4 M NaOH c¢ozeltisi ve 2 ml
tirevlendirme reaktifi (10 ml asetonda 50 mg dansil klorir
cozilerek hazirlanmistir) ilave edilmis ve karistiriimistir. Bu
karisimin agzi altiminyum folyo ile kapatilarak 55°C da 1 saat
sureyle tirevlendirilmeye birakilmisti. Dansillendirilmis
biyojen aminler metanol ve sudan olusan dereceli eltisyon
programi  kullanilarak HPLC cihazinda analiz edilmistir.
Analizler C, kolon kullanilarak, 254 nm de UV dedektérde
gergeklestirilmistir [13].

Romero ve ark. [19] tarafindan saraplardaki biyojen
aminlerin analizi icin dabsil tlrevleri kullaniimis ve analizler
HPLC cihazinda gergeklestirilmistir. Kirk mg dabsil kloriir 10 ml
asetonda ¢oziilerek 12,4 M dabsil klortiir cdzeltisi hazirlanmistir.
Tampon ¢ozelti 1,06 g Na,CO, 50 ml suda coziilerek
hazirlanmistir. Dereceli ellisyon programi icin hazirlanan A
solventi sodyum asetat, dimetilformamid ve trietilamin igeren
sulu bir cozelti olup, seyreltik asetik asitle pH si 5 e

ile 8,2 ye ayarlanms ve suyla hacim 3,8 ml vye
tamamlanmistir. 1,6 ml dabsil kloriir cézeltisi eklendikten sonra
karistirilip, su banyosunda 70C da 21 dk (1 ve 15 inci
dakikalarda calkalayarak) isitiimistir. 4,6 ml seyreltme cézeltisi
(asetonitril, etanol ve A solventinden olusmaktadir) ilave
edilerek su banyosunda yaklagik 20 dk bekletilmistir. Analizler
C,; kolon kullanilarak, 446 nm de UV-gorinir dedektorde
gergeklesti-rilmigtir.

SONUC

Gidalarda biyojen amin analizlerinde gogunlukla
HPLC yontemi kullaniimaktadir. Peynir, et ve et Urlnleri gibi
gidalar cok kompleks gidalar olduklarindan, ©6nce bu
gidalardaki biyojen aminlerin ekstrakte edilmesi ve ardindan
ekstrakttaki safsizliklarin uzaklastiriimasi gerekir. Gidalardan
biyojen aminleri gekmek igin en gok 0,1 M HCl veya % 5 lik TCA
kullaniimaktadir. Elde edilen asidik ekstraktin saflastirilmasi
igin, ekstrakt organik bir solvent veya solvent karigimi ile
calkalanir. Bdylece biyojen aminler organik faza alindiktan
sonra, organik faz tekrar 0,1 M HCl ile galkalanarak biyojen
aminlerin HCl li faza gegmesi saglanir. Gidalar kompleks
olmadiginda, 6rnedin sarap ve bira, yukarida anlatilan
basamaklardan bir veya birkagl uygulanmayabilir.

Ekstraksiyon ve saflastirma islemlerinden sonra
biyojen aminlerin tirevlendirilmesi gerekir. En gok kullanilan
tirevlendirme reaktifleri OPA, benzoil kloriir ve dansil
kloriirdir. Tlrevler cogunlukla metanol-su veya asetonitril-su
karisimindan olusan dereceli eltisyon programi kullanilarak C,q
kolonda ayrili. OPA tirevleri kullanildiginda fluoresans
dedektor, digerlerinde UV-goriinir dedektor kullanilir.
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