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BiYOJENIK AMINLERIN KAPIiLER ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE
TEMASSIZ ILETKENLIK DEDEKTORU KULLANILARAK AYRILMASI
VE FERMENTE GIDALARDA TAYIiNi

OZET

Gida analizleri; gida igeriklerinin belirlenmesi, gida f{riininiin giivenilir olup
olmadiginin anlagilmasi ile toksisitelerinin belirlenmesi, son {iriiniin ve kullanilan
tim ham maddelerin kalitesi ile iiretim siirecinin {riin tizerindeki etkisinin kontrol
edilmesi gibi amaglarla gergeklestirilir. Biyojenik aminler olarak adlandirilan;
yiiksek oranda azot iceren, biyolojik olarak aktif, kii¢iik molekiil agirlikli bilesikler
gida {riinliniin kalitesi ve toksisitesi hakkinda bilgi vermekte, ayn1 zamanda
Urtiniiniin  tazeligini gostermektedir. Biyojenik aminler, protein iceren gida
triinlerinin ~ hijyenik olmayan ortamlarda firetilip saklanmasi durumunda,
mikroorganizmalarin etkisiyle olusur. Yiiksek miktarlarda alinan biyojenik
aminlerin, bas agrisi, mide bulantis1 ve daha ciddi gida zehirlenmelerine sebebiyet
verdigi bilinmektedir. Bu bilesiklerin gidalarda en ¢ok rastlanan tiirleri; histamin,
tiramin, spermidin, kadaverin ve putresindir. Histamin yiiksek toksisiteye sahip
oldugundan en ¢ok bilinen ve gidalarda siklikla aranan biyojenik amindir.

Biyojenik aminler en fazla balik, et ve siit tiriinleri gibi gidalarda goriilsede, meyve
ve sebzelerde bulunabilir. Sarap iiretim prosesi sirasinda da ortaya ¢ikabilen
biyojenik aminler sarap tadin etkiledikleri i¢in, iireticilerinin nemli bir problemidir.
Protein igerigi yiiksek fermente gidalarda da fermantasyon prosesleri siiresince
onemli miktarlarda biyojenik amin olusumu gozlenebilir. Peynir, yogurt ve kefir en
cok tiiketilen fermente gidalarin basindadir ve bu gidalar endiistriyel olarak
iretilebildikleri gibi yogurt ve kefir, tiiketenlerin istegi lizerine evlerde de
mayalanabilmektedir. So6zii edilen triinlerinin tiimii yogun olarak tiiketilen gida
iirtinleri olduklardan, tiiketici saghigi ve iriin kalitesi agisindan bu iirlinlerde ki
biyojenik amin analizleri olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla daha giivenilir, hassas, kolay
uygulanabilir yeni analiz yontemleri gelistirilmesi {izerine yapilan ¢alismalar
stiregelen giincel arastirma konusudur.

Kapiler elektroforez (CE), son yillarda adindan siklikla bahsedilen, diger yontemlere
kiyasla azimsanamayacak avantajlara sahip analitik bir ayirma ve analiz metodudur.
Yontemin sagladigi avantajlar; kisa analiz siiresi, az miktarda 6rnek ve madde
sarfiyati, kolay temizlenebilen silika kolonlarin kullanilmas1 ve ¢ok yiiksek aymrma
giictidiir. Bu avantajlarin tiimii kapiler elektroforezin son yillarda karigik matrikse
sahip gida 6rneklerinin analizlerinde yaygin olarak kullanilmasinin sebebidir.

Biyojenik aminlerin, bazilarmin UV aktif olmamasi, digerlerinin diisik UV
absorbanslar1 nedeniyle floresans bir madde ile tiirevlendirilen biyojenik aminlerin
kapiler elektroforezle ayrilmasi ve floresan dedektorle tayini ya da dolaylh UV
deteksiyon yontemlerinin tercih edilmesine neden olmustur. Dolayli deteksiyon
yontemlerinin  hassasiyetleri  diisiik, floresan deteksiyon ydntemlerinin ise
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tirevlendirme islemi uzun zaman alan zor islemlerdir. Son yillarda gelistirilen
temassiz iletkenlik (C'D) detektdrlerinin  kapiler elektroforez cihazlari ile
birlestirilmesi ile UV veya floresan aktif olmayan pek ¢ok tiiriin kapiler elektroforez
ayirma yontemiyle ¢ok hizli ayrilmasi ve analizi gerceklestirilmektedir. Literatiirde
biyojenik aminlerin CE-C’D yéntemiyle tayinine ait ¢ok az calisma mevcuttur.
Fermente tirtinlerin iizerinde durulan bir ¢aligmaya raslanmamustir.

Bu tez calismasinda, CE-C*D birlestirilerek, endistriyel olarak fermente edilmis
beyaz peynir ve yogurt ile ev yapimi yogurt ve kefir igerisinde bulunan histamin,
kadaverin, putresin ve spermidinin kalitatif ve de kantitatif analizi i¢in yeni bir metot
gelistirilmistir. Gelistirilen yontemde, gida triinlerin basit bir ekstraksiyonun
ardindan, ekstraktlar dogrudan cihaza verilmistir. Ayirma ortami olarak, biyojenik
aminlerin protonlandigi asidik bir tampon segilmis; elektroosmotik akis hizini
yavasglatmak i¢in tampona polimerik madde ilavesi yapilmistir ve bu sayede dort
biyojenik amin birbirlerinden basar1 ile ayrilmis ve gidalarda tayinleri
gerceklestirilmistir. Belirlenen ayirma elektroliti, 15 mM a-hidroksiizobiitirik asit
(HIBA) ve kiitlece %0,01 oraninda Hidroksipropilmetil seliiloz (HPMC)
icermektedir ve pH degeri ise Tris ile 3,57°ye ayarlanmistir. Ayirma voltaji 28 kV
olarak se¢ilmistir.

Gelistirilen yonteminin kalibrasyon grafiginin dogrusal araligi tiim biyojenik aminler
icin 0,2 -6,0 ppm konsantrasyon arahginda ve r® degerleri 0,9981- 0,9996 araliginda
bulunmustur. Dort biyojenik amin i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilarak metot
validasyonu gergeklestirilmistir; ayn1 giin 5 kez art arda belirlenen sartlarda enjekte
edilen standart biyojenik amin karisimi i¢in ve gog¢ siiresi ve diizeltilmis pik
alanlarinin tekrarlanabilirligi % bagil standart sapma (RSD) olarak hesaplanmuistir.
Gilinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 i¢in 3 giin art arda beser kez standart
biyojenik amin karigimmin enjeksiyonu gergeklestirilmis ve elde edilen % bagil
standart sapma degerleri metodun tekrarlanabilir oldugunu gostermistir. Geri
kazanim ¢alismalar1 ger¢ek Ornekler iizerine standart biyojenik amin karigiminin
farkli konsantrasyonlarda eklenmesiyle yapilmistir. Elde edilen geri kazanim
degerleri % 88,73 ile %104,65 arasindadir. Gelistirilen analiz yonteminde diisiik
deteksiyon limitlerine inilmistir. Deteksiyon limitleri, incelenen biyojenik aminler
icin 22,79-31,60 ng/mL arasindadir. Gelistirilen yeni metot, ticari beyaz peynir ve
yogurt ile ev yapimi yogurt ve Kkefirin biyojenik amin analizinde basar1 ile
uygulanmistir. Bu calisma fermente gida iriinlerine uygulanan ilk CE-C*D analiz
yontemidir.
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SEPARATION OF BIOGENIC AMINES BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS COUPLED WITH CONTACTLESS CONDUCTIVITY
DETECTION AND DETERMINATION IN FERMENTED FOODS

SUMMARY

Foods and food products are frequently investigated for the determination of their
contents with the intentions of to be ensure about the safety of the food and to be
aware of their potential toxicity and the quality of raw matarails and food processing
technolgy. Biogenic amines are biologically active, nitrogen based, low molecular
mass substances and they consider as quality and toxicity indicators of foods. The
amount of biogenic amines inidcates also the freshness of the food products. These
compounds form during production or storage of protein rich foods under unhygenic
conditions. Although these compounds form in metabolic processes, their levels
should not exceeded the limits which they are poses a risk for health. Histamine,
tyramine, tyrptamine, cadaverine and putrescine are some of these biogenic amines
and histamine is the most well-known biogenic amine due to its high toxicity. The
adverse effects of excess intake of biogenic amines mainly by histamine and
tyramine from foods such as fish and cheese cause food poisoning. Some of these
symptoms are known as headache, vomiting, nausea and gastrointestinal problems
and more severe cases they can cause even deaths.

Biogenic amines mostly found in fish, meat and meat products and diary products
which are rich in protein. Decarboxylation of free amino acids results the formation
of desired biogenic amines in foods. Moreover, these biogenic amines are naturaly
occurs in some vegetables and fruits; which were also detected in wines and cause
changing in sensory properties of the product. These amines are usually formed in
protein rich foods by the act of microorganisms which has decarboxylase activity
under inappropriate technological processing conditions especially while
fermantation processes. Fermented foods such as cheese, yoghurt and traditional
foods such as kefir contain high amount of protein and these foods are widely
consume in our country and these foods can be either fermented by industrially or by
home made processes which can be result by the formation of biogenic amines
during production. Milk is a great source of protein and it is the raw material of all
types of fermented foods thus it is conveinent for the formation of biogenic amines.
These circumstances outweigh the importance of controlling factors affected the
biogenic amine formation during processing and storage. Development of rapid,
reliable, repeatable and highly effective methods in order to determine of these
compounds in fermented foods is a significant research area.

Capillary electrophoresis (CE) is a novel technique for seperation and quantification
of analytes ranged from small ions to large DNA molecules, gained great importance
in last decades and widely used due to its numerous advantages over other
chromatographic techniques.
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CE has a high seperation power as a result of the applied high voltages through
narrow capillaries filled with buffer solution where seperation takes place. This
technique offers short analysis time, low chemical consumption, high resolution
power and feasibility of determination of analytes in complex matrices; due to the
capillary tubes which are less expensive and can be regenerated easily.

Capillary electrophoresis has several modes of application to perform an
electrophoretic separation. Among these modes capillary zone electrophoresis is the
simplest and widely using mode. During the separation process, all charged particles
moves in a buffer solution, toward to the cathode pole where detector is positioned
and all analytes separeted in bands related with their different charge-mass ratios.
The movement of all ionic species in one direction is related with the bulk flow
called elecroosmotic flow (EOF) result of the negatively charged inner capillary wall
influced from high electrical field. Formation of an electrical double layer results
with the movement of solvent with the ionic species solvated in that buffer soluton.
All charged particles can be analysed by CZE without any modifications. All sample
ions in CE are injected from anodic side and detected from cathodic side by the
detector in the order of their own electrophoretic mobilities under EOF. The small
and highly charged cations are moving at faster rates while small and highly negative
charged particles are reached detector finally.

In this thesis study, a novel, simple and rapid CZE method was developed for the
determination of histamine, putrescine, cadaverine and spermidine in fermented
foods: cheese, yoghurt which were purchased from local markets, yoghurt and kefir
which were fermeted from milk by not using industrially.

Determination of biogenic amine contents of various foods and beverages have been
investigating with the aid of CE for several decedes and the detection of these
compounds usually achieved by indirect UV detection or flourescence detection.
Flourescence detection of biogenic amines can only achieved after derivatization
which results long reaction times. Direct detection of biogenic amines with high
resolution and sensitivity has been performed by using condutometric techniques
recently as a new method of detection is introduced. Contactless conductivity
detection (C*D) is a new technique which has many advantages compared to the
other conductometric detectors. While C*D coupled with CE, electrodes is not
directly contact with the solution thus prevents the coupling problems caused by
contact of the solution with electrodes. This technique offers fast and direct detection
of all charged ions during separation according the difference in their conductivity
from background electrolyte which is buffer solution itself. The cell of C*D
composed of 2 tubular electrodes around capillary, positioned apart from few
milimeters from each other. After AC is applied to the first electrode, current passes
through the cell and collected from second electrode and than the signal is amplified
and indicates the difference in conductivity between buffer solution and analytes.

Biogenic amines has high pKa values and in acidic contiditions they can be
determined as cations and they were detected by C*D directly. The optimum buffer
solution composition was selected 15 mM HIBA and %0,01 (w/v) HPMC. The pH
was adjusted to 3,57 with Tris solution in order to prevent increase in conductivity
and joule heating. The addition of HPMC was affected EOF by decreasing the rate to
improve resolution between analytes. Proposed method for determination of biogenic
amines and combined with direct detection was successfuly applied to food samples.
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The separation procedure was carried out in a narrow bore capillary tube with 50 pm
inner diameter without any pretreatment. The total length of capillary tube was 80
cm and effective length was 65 cm. The voltage applied was 28 kV and the
temperature was set to the 20 °C during separation.

The sample preparation procedure was simple, the food samples were homogenized
and weighned about 2,5 g. Extraction procedure was performed by adding 10 mL of
% 6 (w/v) TCA solution and using a vortex mixer for 2 minutes and than centrifuged
for 15 minutes. The solution was filtered and completed 10 mL of total volume with
deionized water and injected to the capillary directly after dilution and filtration
through 0,20 pm microfilters. Except spermidine, histamine, putrescine and
cadevrine were found in all samples.

Calibration curves of these amines were showed lineer range between 0,2 - 6,0 ppm
and correlation coefficients were between 0,9981-0,9996. The method introduced
ensures a very simple sample pretreatment process with very short analysis time with
a good precision and reproducibility. Mixture of standard solution included four
biogenic amines was injected 5 times in a day and intraday repeatability were
calculated. % RSD of migration time of the amines were ranged between 0,24 and
0,28 and for corrected peak areas % RSD values were ranged between 2,35 and 4,25.
Interday repeatability for migration times and corrected peak areas were also
calculated as % RSD and results ensures good repeatability. The limit of detections
(LOD) for biogenic amines were improved and found (S/N=3) in between 22,79 -
31,60 ng/mL and limit of quantifications (LOQ) were found (S/N=10) in between
75,98 - 105,34 ng/mL.

Recoveries of four biogenic amines were calculated by adding standart mixtures of
biogenic amines on fermented food samples and the obtained results were in the
good range in between % 88,73 and 104,65.

There are only limited number of studies in literature investigated the biogenic amine
contents of foods by CE coupled contactless conductometric detection and it can be
concluded that the study is one of the first report which was investigated biogenic
amines in fermented foods such as cheese, yoghurt and kefir with CE-C*D.

XXI






1. GIRIS

Kapiler elektroforez (CE); son yillarda kendisine genis kullanim alani bulmus; giicli
bir ayirma ve analiz metodudur. Yontemin temeli elektroforez prensibine dayanir;
ancak cihaz tasarimi bakimindan modern kromatografik cihazlarla benzerlik
gostermektedir. CE diger kromatografik yontemlere kiyasla modern bir teknik
olmakla beraber oldukca yliksek etkinlikte ¢alisan, giivenilir, hizli ve pratik analiz
yapma imkani sunmaktadir. Bunlarm yaninda kapiler elektroforez, minyatiirize
edilmis elektroforez teknigi oldugundan diisiik kimyasal ve ornek tiiketimi ile diger

kromatografik yontemlere kiyasla biiyiik avantaj saglamaktadir [1].

Elektroforezde yapilan analiz, tiirlerin elektrik alan altinda farkli hizlarda hareket
ederek ayrilmasina dayanir. CE’nin c¢alisma prensibi de elektroforez ile ¢ok
benzerdir; kapiler elektroforez kapiler borularda gerceklesen elektroforez olarak
tanimlanabilir. CE analizlerinin temeli yliksek voltaj uygulanarak iyonik tiirlerin
tampon ¢Ozelti bulunan kapiler kolon igerisinde farkli hizlarda hareket ederek
ayrilmasmna dayanmaktadir. Kesfedildigi yillardan bu yana kapiler elektroforez
olduk¢a hizli, kolay uygulanabilir ve tekrarlanabilir bir teknik oldugunu
kanitlamistir. Kompleks karisimlarin kalitatif ve kantitatif analizleri de basarili

sekilde gergeklestirilmistir [2-4].

Gida {riinlerinin analizleri, 6rnek matriksinin karmasikligi ve analit miktarlarinin
diistik olmas1 sebebiyle olduk¢a zordur [5]. CE tekniginde kullanilmakta olan
oldukca kiiciik i¢ caplara sahip kolonlar yontemin bir diger avantaji olarak One
cikmaktadir ve bu avantaj 6zellikle gida 6rneklerinin analizlerinde 6ne ¢ikmaktadir.
Kolonlarn basit islemlerle rejenere edilebilmesi ve az maliyetli olmasi; gida
iceriklerinin, kimyasal bilesenlerinin ve gida iriinlerinin giivenilirliklerinin

kontroliiniin analizlerini rahatlikla yapilabilmesini saglamaktadir [6].

Kapiler zon elektroforez (CZE), kapiler elektroforezin en temel, basit ve en ¢ok
tercih edilen uygulama seklidir. Kapiler tiipe doldurulan tampon ¢dzeltinin bilesimi

ayirma bolgesinin her noktasinda aynidir ve kapiler kolon boyunca elektrik alan



siddeti degismez. Bu c¢aligma yOnteminde ayrim yalnizca iyonik tiirlerin
yiik/bliyiiklik farkliliklarina gore sahip olduklar1 hizlarin farkina gore gerceklesir.
CZE ile calisilirken analitlerin yiiklii olmasi yeterlidir; aksi halde nétral tiirlerin bu
yontemle ayrilmasi miimkiin degildir. Bu uygulama seklinde analitler ya da 6rnek
matriksi icerisindeki maddeler kolon i¢ duvarina yapismaz ya da etkilesmezler; bu
nedenle uygulanmasi oldukga basittir [7]. CZE ile zahmetsiz ve tekrarlanabilir yeni
ayirma metotlar1 gelistirmek ve 6zellikle gida drneklerinin analizlerini hizli ve pratik

sekilde gergeklestirmek pek ¢ok arastirmacinin iizerinde ¢alistigi konudur.

Biyojenik aminler; azot icerigi yiiksek, kiigiik molekiil agirlikli organik bazlardir.
Biyolojik olarak aktif olan bu bilesikler, diisiik miktarlarda canli organizmalarin
fizyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢cin gereklidir; ancak bu molekiiller
insan viicuduna gidalar araciligiyla disaridan yiliksek miktarlarda alindiginda saglik
lizerine olumsuz etki etmektedirler [8-12]. Yiiksek miktarlarda viicuda alinan
biyojenik aminler gida zehirlenmelerine yol acabilmektedir ve 6zellikle hassas kisiler
icin diisiik miktarlarda viicuda alimi bile risk olusturmaktadir. Bu olumsuz etkilere
sebep olan aminlerin basinda histamin gelmektedir. Yiiksek biyojenik amin igeren
gidalarin tiiketilmesiyle bas agrisi, bulanti, terleme, hiper ya da hipotansiyon gibi
rahatsizliklar gozlenirken ¢ok daha ciddi durumlarda beyin kanamasi ve Olimle

sonuglanabilmektedir [9, 10, 12, 13].

Gidalarda biyojenik amin olusumu, baslica hijyenik olmayan kosullar altinda
mikroorganizmalarin faaliyetleri ile, serbest haldeki amino asitlerin dekarboksilasyon
reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu bilesiklerin miktarlar1 gidalarin kalitesi ve
giivenilirligin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Biyojenik aminler, baz1 sebze ve
meyvelerde dogal olarak bulunur; ancak proteince zengin gidalarin, uygun olmayan
kosullarda iiretimi ve depolanmasi sirasmda miktarlar1 oldukga artabilir. Bu aminleri
iceren gidalarin basinda histamin bakimindan zengin balik yer alirken ikinci ve
iglincii siralarda et ve et triinleri ve fermente gidalar gelmektedir [10, 12-14].
Fermente gidalar iilkemizde siklikla tiiketilmekte ve proteince zengin gidalarin
basinda gelmektedirler. Fermantasyon prosesi sirasinda ortam kosullar1 biyojenik
amin olusumunu dogrudan etkilemektedir. Bununla birlikte biyojenik aminler
karsinojenik nitrozaminlerin olusumundaki oncii bilesiklerdir, putresin, kadaverin ve
spermidin gibi poliaminler gidalara katki maddesi olarak ilave edilen ya da dogal

olarak bulunan tuzlardan nitrit ile etkileserek nitrozaminleri meydana getirirler [15].
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Bu sebepler g6z Oniinde bulunduruldugunda ozellikle proteince zengin gida
iirlinlerinin analizlerinin gergeklestirilmesi icin, yiliksek etkinlikte ¢alisan metotlarin

gelistirilmesi olduk¢a dnemlidir.

Biyojenik aminlerin gida irlinlerinde tayin edilmesini giiclestiren bazi unsurlar
bulunmaktadir. Bu unsurlarin basinda gida iriinlerinin karmasik 6rnek matriksine
sahip olmasi ve bu aminlerin gidalarda diisiik konsantrasyonlarda bulunmasidir[16].
Bugiine dek gida diriinlerinde bu bilesiklerin kantitatif tayini pek ¢ok farkli
kromatografik metot kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu analiz yontemleri arasinda
ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografsi (GC), yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), sivi kromatografisi (LC), ELISA ve CE yer almaktadir ve bu
alandaki ¢aligmalar derlemelerde 6zetlenmistir [17, 18, 19]. Bu yontemler arasinda
CE cok kisa analiz siireleri saglamasi ve gida iiriinleri gibi karigik matrikse sahip
orneklerde matriksin sebep oldugu girisimi 6nlemek icin gereken 6n islemleri en aza
indirmesi ve kullanilan kolonlarin diisiik maliyetli olmasi gibi 6zelliklere sahip
oldugundan 6n plana ¢ikmaktadir [20]. Bu bilesiklerin analizlerini zorlastiran bir
diger neden deteksiyonlar1 sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu bilesiklerin,
ucuculuklarmnin diisiik olmasi, kromofor grup tasimamasi ve floresan Ozellik
gostermemesi sebebiyle tayinlerinin direkt olarak yapilabilmesi i¢in uzun siiren

tirevlendirme islemine ihtiyag duyulmaktadir [21, 22].

Ultraviyole ve goriiniir bolgede diisiik absorbansi olan analitlerin tayini CE’de
siklikla kromofor grup iceren bir tampon ¢ozelti yardimiyla indirekt olarak
gerceklestirilirken, floresan 06zellik tagimayan analitler i¢cin ise uzun siiren
reaksiyonlar ile analitlere floresan 6zellik kazandirilmasi saglanir [22]. Literatiirde
biyojenik aminlerin gidalarda tayini ic¢in tiirevlendirme isleminin uygulandigi
calismalar yer almaktadir [23-25]. Oysa tiirevlendirme reaksiyonlarinin sebep
oldugu, uzun reaksiyon siireleri ve yan reaksiyon iriinlerinin olusumunun Oniine
gecmek adma analitlerin hizli ve direkt olarak tayin edilmesi igin son yillarda
kullanilan iletkenlik dedektorleri arasinda biiyiik avantajlara sahip temassiz iletkenlik

dedektdrii (C*D), evrensel hale gelmis ve kullanim gittikge yayginlagmustir [26].

Temassiz iletkenlik dedektorii ile deteksiyon, analit bolgesi ile tampon ¢ozelti
arasindaki iletkenlik farkinin dl¢limiine dayanmaktadir ve tim yiikli tiirlerin ayni

anda direkt olarak analizi gergeklestirilir; elektrot yiizeylerinde herhangi bir kimyasal



reaksiyon gerceklesmez. Bu deteksiyon yoOntemiyle, tiirevlendirme ihtiyaci
duyulmadan, analitlerin 6rnek igerisinden basit bir ekstarksiyon ile elde edilmesi ve
yiiksek hassasiyette tayini yapilmaktadir ve bu yontemin kapiler elektroforez ile
birlestirlerek kullanilmasiyla yapilan pek ¢ok analiz literatiirde yer almaktadir [27,
28].

Kapiler elektroforez teknigi ile gergeklestirilen biyojenik aminler ile ilgili ¢alismalar
literatlirde derlemelerde bulunmaktadir [17]. Fermente gidalardan, yogurt ve kefirin
kapiler elektroforezde temassiz iletkenlik dedektorii kullanilarak incelendigi ve ev

yapimi iirlinlerle karsilastirildigi bir calismaya rastlanmamaistir.

Bu tez ¢alismasinda, dort onemli biyojenik amin histamin, kadaverin, putresin ve
spermidinin gida Ornekleri igerisindeki kantitatif analizleri temassiz iletkenlik
dedektorii ile gerceklestirilmistir. Bu analiz i¢in yeni bir CZE - C'D metodu
gelistirilmistir ve oldukga iyi deteksiyon limitleri elde edilmistir. CZE igin analiz
prensibi yiiklii tiirlerin, yiiksek voltaj uygulanan kapiler silika kolonlar igerisinde
olusan giicli y1gin akisi, elektroosmotik akis altinda anot yoniinden katoda dogru
hareket ederken kendi yiik/biiyiikliilk oranlarina bagl olarak hizlarinda olusan
farkliliklara gore ayrilmasina dayandigindan, biyojenik aminlerin bu prensibe goére
ayrilmalarinin saglanmasi i¢in bazik Ozellik gostermelerinden yararlanilmistir.
Asidik ¢ozletilerde protonlanabilen biyojenik aminler (R-NHs") katyonik tiirler
haline gelirler ve dedekte edilirler [22]. Proteince zengin ve siklikla tiiketilmekte
olan fermente iiriinlerden tam yagh beyaz peynir, hazir yogurt ve fermantasyon
prosesinin endiistriyel kosullarda gerceklestirilmedigi, ev yapimi yogurt ve kefir
icerisindeki biyojenik amin miktarlar1 oldukga kisa bir siirede direkt olarak basari ile
tayin edilmistir. Tim yiikli tiirler gibi biyojenik aminler de bu g¢alisgmada katota
yakin bir konuma yerlestirilmis olan dedektdre yonelmis; zahmetsiz 6rnek hazirlama

prosediirlerinin ardindan dogrudan enjeksiyonlar1 sonucu tayin edilmislerdir.



2.KAPILER ELEKTROFOREZ

Kapiler elektroforez, 1980°li yillarda tanitilmis bir ayrma ve analiz metodu olarak
diger kromatografik yontemlere gore olduk¢a yeni olmasina ragmen yaygin olarak
kullanilmaktadir. CE ile ¢ok kiigiik iyonlardan DNA gibi biiyiik molekiillere kadar
farkli boyutlarda maddelerin analizi yapilabilmekte; yiikli ya da yiiksiiz, kiral ya da
akiral bilesikler kapiler elektroforez metodu ile ayrilabilmektedir. Kapiler
elektroforezin ortaya ¢ikmasiyla kullanilan oldukg¢a ince kolonlar yiiksek voltaj
uygulanabilirligi sagladig1 i¢in hizli analiz yapma imkani disinda, daha az 6rnek ve
madde sarfiyat1 ve kolay temizlenebildigi i¢cinse basit 6rnek hazirlama prosediirleri
gibi pek ¢ok avantaji da beraberinde getirmistir. Kullanilan kolonlar pek ¢ok 6rnegin
analizini yapmay1 kolaylastirmis ve gida analizlerinde, klinik amaglarla, farmasotik

ve c¢evresel konularda yapilan ¢ailsmalarda kendisine yer bulmustur [6, 29].

2.1 Kapiler Elektroforezin Tarihsel Gelisimi

Elektroforez; yiiklii parcaciklarin elektrik alan etkisiyle, diferansiyel go¢ hizlarina
gore farkl hizlarda hareketleri sonucu ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir ve CE’nin
temelini olusturmaktadir. Bu aymrma teknigi ilk olarak Tiselius tarafindan 1937
yilinda uygulanmistir. Gelistirdigi yontem ile serum proteinleri lizerine yaptigi
calismalar sonucu 1948 yilinda Nobel 6diilii kazanan Isvecli biyokimyager Arne
Tiselius, protein karigimlarinin ayrilmasi {izerinde calismis ve basarili olmustur.
Tampon ¢ozelti ile dolu bir tiip icerisine ilave edilen 6rnek karigimina uygulanan
dogru akim sonucu olusan elektrik alan altinda 6rnek igerisindeki proteinlerin belirli
yonde ve hizda hareket ettigini gozlemlemistir. Elektroforez teknigi uzun yillar

sliresince protein ve benzer molekiillerin analizi i¢in kullanilmistir [29, 30].

Tiselius tarafindan uygulanan ilk elektroforezde; termal difiizyon ve konveksiyon
gibi kisitlamalarin olmasi daha sonralarda klasik elektroforez olarak adlandirilan
tabaka elektroforezin gelistirilmesini saglamistir. Bu elektroforez, poliakrilamid ya
da agaroz jel ortaminda gerceklestirilmekte ve cogunlukla biiyiikliik farkina dayanan

ayirmalarda kullanilmaktadir [30].



1967 yilinda Hijérten ilk kez jel ile doldurulmus 3 mm genisliginde cam borular
icerisinde bir¢ok analiti birbirinden ayirmay1 basarmigtir. Burada kullanilan tiiplerin
genislikleri milimetre mertebesindedir; ancak zaman igerisinde bu genislik pm
cinsinden ifade edilmistir. Virtanen ve onun ardindan Mikkers ve Everaerts bu
yontemi gelistirmislerdir. Konveksiyon sebebiyle ortaya ¢ikan sorunun ¢éziimii i¢in
duvar etkisi olarak bilinen konsepti 1979 yilinda Mikkers ve galisma arkadaslari
ortaya koymuslardir. Ilerleyen zamanlarda teflondan yapilmis ve 200 pm i¢ ¢apa
sahip tiiplerde aymrmay1 gergeklestirmislerdir. Uygulanan yontemin en biiyiik
dezavantaji diisiik konsantrasyonlarda ki analitlerin tayini olmus bu sorun da modern

cihaz tasarimina ge¢ilmesinin oniinii agmustir. [31].

1980’11 yillara gelindiginde Jorgenson ve Lukacs yontemi oldukca gelistirmis,
modern kapiler elektroforezi tanitmiglardir; yontemde 75 pum i¢ ¢apa sahip, 1 metre
uzunlugunda eritilmis silika kapilerler kullanilmis ve floresan 6zellik kazandirilmig
amino asit ve peptitler tayin edilmistir. Yontemin ayrim giicii yani rezoliisyon ile
sistemin sartlar1 arasindaki iliskiye agiklik getireren Jorgenson; kapiler elektroforez
yonteminin teorisini de agiklamis ve yontemin giiciinii ispat etmistir. CE, sonrasinda
hizla yiikselise gecen bir teknik haline gelmis ve pek cok alanda kullanilmaya
baslanmistir [29-31].

2.2 Kapiler Elektroforez ile Klasik Elektroforezin Farklar

Elektroforetik ayirmada uyulanan iki farkli yonteminden biri tabaka elektroforezi
digeri kapiler elektroforezdir. Tabaka elektroforezi yillarca yiiksek molekiil agirlikli
molekiillerin ayrilmasinda kullanilan klasik yontem olmakla birlikte giiniimiizde de
gelistirilmis farkli destek ortamlar ile tercih edilmektedir. Son yillarda popiilerlik
kazanmuis ve elektroforezin enstrumental bir versiyonu olan kapiler elektroforez ise
cok sayida avantaji ile beraber cogu durumda tabaka elektroforezinin yerini almistir.
Klasik jel elektroforez ve kapiler elektroforez teknigi ile gergeklestirilen analizin

karsilastirmasi yapilmak istenirse ¢izelge 2.1 elde edilebilir.



Cizelge 2.1 : Klasik elektroforez ile CE arasindaki temel farklar [4, 30].

Kapiler Elektroforez Klasik Elektroforez
Yiiksek voltaj uygulanabilirligi Diistik voltaj uygulanabilirligi
Yiiksek ayrim giicii ve kisa analiz siiresi Uzun analiz siireleri
Az miktarda 6rnek ve madde sarfiyati Daha fazla 6rnek ihtiyact
Otomatizasyon imkani Manuel ¢aligma
Cok genis alanlarda, farkli 6zelliklerde Sinirli sayida madde ile ¢aligma
analitlerle calisma imkani imkani
Standardizasyon imkani Degisken sartlar

2.3 Kapiler Elektroforezde Kullanilan Terimler

2.3.1 Elektroforetik mobilite

Elektroforezde iyonlarmn birbirlerinden ayrilmasi, elektrik alan altinda farkli hizlarda
ki hareketine dayanir. Iki ugta bulunan elektrotlar vasitasiyla uygulanan dogru akim
ile bir elektrottan digerine dogru hareketlenen iyonik tiirler kendilerine 6zgii hizlarda
goc eder. Yiikli bir tanecigin go¢ hizin etkileyen iki faktor vardir. Bunlardan ilki
elektrik alanin siddeti, E (V.cm™), digeri ise elektroforetik hareketlilik ya da diger
adiyla mobilitedir, pe (sz.V'l.s'l) . Bu iki terimin ¢arpimi ilgili iyonun go¢ hizini
verir [32].

V= ue E (2'1)
v=pe V L? (2.2)

v = iyon go¢ hizi

ue= elektroforetik hareketlilik
E= uygulanan elektrik alan
L= kapiler kolonun uzunlugu

Esitlikte ifade edildigi gibi elektrik alanin siddeti uygulanan voltajla dogru, kapiler

kolonun uzunluguyla ters orantilidir. iyonlarin gé¢ hizi uygulanan voltajin artmasiyla

artmaktadir.



Bir iyonun elektroforetik mobilitesi, belirtilen sartlarda sabit bir degerde olup
iyonlarin karakteristik 6zelligidir. Tiim iyonik tiirlerin elektroforetik hareketliligi,
onlara etkiyen elektriksel kuvvet ile ortamdaki siirtiinme kuvveti ile orantilidir ve bu

iki kuvvet birbirini dengelediginde elektroforetik hareketlilik hesaplanabilir [30, 32].

Elektriksel Kuvvet (FE)
Sirtiinme Kuvveti (FS)

Ule O (2.3)

Elektriksel Kuvvet,
Fe=qE (2.4)
Kiiresel oldugu varsayilan bir iyonun Stoke’s yasasi uyarinca siirtiinme kuvveti,
Fs=- 6 mrv (2.5)
esitlikleri ile ifade edilir. Burada,
q = iyon yiikii
n= ¢ozeltinin vizkositesi
r= iyonun yarigapi
v = iyonun hareket hiz1

Elektroforez siiresince bu iki kuvvet birbirine esit ve zittir.
FE: - Fs (26)
gE = - 6 anrv (2.7)

Bu esitlikte hiz yerine 2.1 nolu esitlik yazilir ve ¢oziiliirse elektroforetik mobilite

elde edilmis olur.
Ue= q/ 6mnr (2.8)

Esitlige gore bir tanecigin elektroforetik mobilitesi onun yiikii ile dogru, yarigap1 ile
ters orantihidir. Yarigap1 kiiciik ve yiikii fazla olan tanecikler daha hizli hareket
etmelerine sebep olan yiiksek mobiliteye sahipken; biiylik yarigapl ve yiikii az olan

taneciklerin mobiliteleri diisiik oldugundan yavag hareket ederler.



2.3.2 Elektroosmotik akis

Kapiler elektroforez ile gergeklestirilen analiz ve ayirmanin temeli elektroosmoz
olayma dayanmaktadir. Kapiler icerisinde bulunan elektrolit ¢ozeltinin kapiler
boyunca meydana getirdigi yigin akisi elektroosmotik akis (EOA) olarak adlandirilir.
Bu akis iyonik ¢0zelti ortamina uygulanan yiiksek gerilim sonucu meydana gelmekte

ve kolon igerisinde bulunan tiim iyonik tiirlerin hareket etmesine sebep olmaktadir.

Bu ¢oziicli akismin meydana gelmesi i¢in eritilmig silika kapilerin i¢ duvarindaki
asidik silanol (SiOH) gruplarmin negatif yiiklenmesi gerekmektedir. Tampon
coOzeltiyle temas halinde olan kapiler i¢ duvarinin disosiasyon derecesi elektrolit
cozelti pH degerlerine bagl olarak belirlenir. Silanol gruplar1 tampon ¢ézelti pH’ min
diisiik olmasi1 halinde degisiklige ugramazken, tampon ¢ozelti pH i 3 ve iizerinde

oldugu durumlarda disosiasyona ugrar ve negatif yiiklii hale gelir (SiO) [30-33].
SiOH gy ——> Si0 g+ H' (sue)

Kapiler i¢ duvarindaki negatif yliklenme sonucu elektrondtralitenin korunmasini
saglamaya c¢alisan katyonik tiirler bu negatif yiizeye cekilir. Duvara yaklasan
katyonik tiirler ilk olarak kapiler duvarina olduk¢a yakin, sabit bir tabaka olan Stern
tabakas1 isimli tabakay1 meydana getirir; ardindan katyonca zengin olan diflizlenmis,
iyonik ve hareketli tabaka olan Helmholtz tabakasi meydana gelir. Bu kapiler kolona
voltaj uygulandiginda olusan elektrik alan altinda su veya diger ¢oziiciiler tarafindan
cevrilmis olan hareketli pozitif ylikler katot yoniinde hizli bir sekilde hareket ederken
beraberlerinde ¢oziiciiyli de siireklerler ve giighii yigmn akisini meydana getiriler [33,

34]. Sekil 2.1°de Kapiler igersinde meydana gelen EOA gosterilmektedir.

Sekil 2.1 : Kapiler i¢ duvarindaki elektriksel ¢ift tabaka ve EOA.



S1v1 kromatografisinde oldugu gibi basin¢ uygulanarak gerceklestirilen ayirmalarda
hareketli fazin sabit fazla temas ettigi ylizeylerde, meydana gelen siirtiinme
kuvvetinin etkisiyle akis parabolik bir profile sahip olur ve kolon boyunca bu sekilde
devam eder. Bunun etkisiyle kolonun orta kisimlarinda akis hizi daha yiiksekken
sabit faza yaklastig1 yerlerde neredeyse sifira diiser ve basincin kolon boyunca
onemli dl¢iide diismesine sebep olur. Kapiler elektroforezde ise basing uygulamasi
yerine elektrik alan kullanildigindan akis kolon boyunca oldukga diizenli ilerler
kolonun ¢ok yakininda hiz sifira yaklagsa bile basing degisimi olmadigindan kolon
boyunca bir degisim gostermez bu nedenle ayrim etkinligi yiiksek, elde edilen pikler

oldukga keskindir [35].

= =
I AN

Sekil 2.2 : (a) EOA profili (b) Basingla meydana gelen laminar akis profili [29].

EOA mobilitesi ve hizinin belirlenmesi i¢cin bazi matematiksel esitliklerden
yararlanilir. Kapiler i¢ duvarinda yiik dengesinin saglanmasi sirasinda olusan
elektriksel cift tabaka bir potansiyel farki meydana getirmektedir. Bu potansiyele
zeta potansiyeli (§) ad1 verilir ve agsagidaki esitlikle gosterilir [36].

E=4mnnpele (2.9)

n: Elektrolit ¢ozeltinin viskozitesi
Leo: Elektroosmotik akis

e: Elektrolit ¢ozeltinin dielektrik sabiti
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Elektroosmotik akis hizi, elektriksel ¢ift tabakada olusan zeta potansiyeline ve

elektrik alanin siddetine dogrudan baglidir [36].

eEE
4Ty

vEOA = (2.10)

veoa: Elektroosmotik akis hizi
E:  Elektrik alan siddeti
I]: Elektrolit ¢ozeltinin viskozitesi

Buradan yola ¢ikarak EOA’nin elektroforetik mobilitesi su sekilde hesaplanabilir
[34, 36].

Weoa= VeoalE (2.12)
1 eoa = Elektroosmotik akisin mobilitesi

2.3.2.1 Elektroosmotik akisa etki eden faktorler

a) Tampon c¢ozeltinin pH degeri

pH degeri ile elektroosmotik akig mobilitesi dogrudan iligkilidir. Daha 6nce de
belirtildigi gibi elektoosmoz olaymin meydana gelmesi i¢in kapiler i¢ duvarindaki
silanol gruplarmin negatif yiiklenmesi gereklidir. Iyonizasyon derecesi ise pH degeri
ile baglantilidir. Yiiksek pH degerlerinde silanol gruplari tamamen iyonlasacagidan
kapiler i¢ duvarindaki yiik yogunlugu artar, bunun sonucunda yiiksek bir zeta
potansiyeli ve kalin bir elektriksel ¢ift tabaka meydana gelir. Dolayisiyla
elektroosmotik akis mobilitesi artar ve EOA hizlanir, analitlerin dedektore ulagsma
siiresi kisalir. Bunun aksine diisik pH degerleri ortamdaki H3O" iyon derisimini
arttirdig1 i¢in, silanol gruplarmm iyonlagma derecesini azaltr, EOA hiz1 diiser,
analitler daha uzun siirelerde dedektore ulasir. Analiz i¢in uygun pH degeri segilirken

analitlerin se¢ilen pH’tan etkilenmemesi ve bozunmamasina dikkat edilmelidir [37].

{M=0H)
OHOH Ol OH OH OH Yﬁ_kEEkEt' o o o o o O
& 4 L4 & 4 L & & s L&
| 1 | | 1 Diigiik pH || | 1 | ]
[ Bililza Flapiler Kolon | mon [ Bililca Kapiler Kolon |

Sekil 2.3 : pH ile silanol gruplarmin iyonizasyon derecesi iliskisi.
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b) Tampon ¢ozelti konsantrasyonu

Tampon ¢ozelti derisimi veya bagka bir deyisle iyonik siddetin artis1 elektroosmotik
akisin yavaslamasma ve analitlerin dedektore daha ge¢ ulagmasina sebep olur.
Ortamdaki iyonik tiirlerin artis1 kapiler kolon igerisinde joule 1sis1 ad1 verilen bir 1s1
meydana getirir, bunun sonucunda da sistem sicaklig1 diistirmeye calisir ve akisin

yavaglamasina neden olur [38, 39].

¢) Sicaklik

Analiz esnasinda sicakligin artmasi, tampon ¢ozeltinin viskozitesini azaltacagindan
EOA hizmm artmasina sebep olur. Ornek olarak verilmek gerekirse, suyun
sicakligmin 1 C arttirilmas: halinde viskozitesi % 2.4 oraninda diiser. Analiz
sirasinda  sicakligin sabit tutulmasi EOA’nin sabit kalmasi ve termal isinmayi

onlemek agisindan 6nemlidir [38].

d) Elektrik alan siddeti

Voltajda meydana gelen herhangi bir degisim Oncelikle elektrik alan1 ve dolayisiyla
elektroosmotik akis hizini etkiler. Voltajin artmasi elektrik alani arttiracagindan EOA
artacaktir [32]. Dolayisiyla analitlerin dedektore ulagma siireleri kisalacaktir. Analiz
sirasinda  bu  degisikliklerin  Oniine gecebilmek i¢cin voltajin sabit kalmasi

istenmektedir.

e) Organik solvent ilavesi

Tampon ¢ozeltiye ilave edilen organik maddeler viskozite ve zeta potansiyelini
etkilemektedir. Genellikle kapiler kolonda meydana gelen akimin diismesine sebep
oldugundan elektroosmotik akis hizinda yavaglamaya sebep olmaktadir. Diiz zincirli
alkollerin ilavesi ile viskozitenin arttigi, EOA hizinin diistiigii bilinmektedir. Ayrica
tampon ¢ozeltiye katilan organik madde miktarinin yiiksek oldugu analizlerde

sonucun kesinligi de tartisilmaktadir [38].

f) Yiizey aktif madde ilaveleri

Yiizey aktif madde ilave edilmesinin sebebi var olan EOA hizini arttirmak, azaltmak
ya da tamamen tersine ¢evirmektir. Anyonik yiizey aktif maddelerin kullanilmas ile
kapiler i¢ duvarinda negatif yiik yogunlugu artacagindan EOA hizi1 artarken, katyonik
yiizey aktif madde ilavesiyle, duvardaki negatif yiik miktar1 azaltilarak EOA hiz1
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azaltilabilir. Katyonik ylizey aktif maddelerin yiiksek konsantrasyonda
kullanilmasiyla duvar iyonik ve hidrofobik etkilesimlerle beraber pozitif yiiklii hale
getirilerek EOA yonii katottan anoda dogru gevrilebilir [37, 40].

g) Polimerik madde ilavesi

Tampona ilave edilen hidrofobik ya da hidrofilik 6zellikteki polimerik maddelerle
EOA hiz1 degistirilebilir. Yikli polimerik maddelerle EOA azaltilip arttirilabilir,
katyonik polimerlerle EOA azaltilip, ters cevrilebilir. Notral polimerler ise
elektroosmotik akis hizini oldukga yavaslatir hatta durdurabilir. Bu maddeler kapiler
ic duvarmi kaplamak i¢in kullanilmaktadir; polietilenglikol, poliakrilamid gibi

polimerler 6rnek olarak verilebilir [37, 41].

2.3.3 Gog siiresi ve goriinen mobilite
CE ile yapilan bir analiz i¢in, kolonda bulunmayan sabit faz nedeniyle herhangi bir
tutulma gergeklesmediginden, kolonu terk eden analitlerin gelis siireleri, goc¢ siiresi

(tm) olarak belirtilmektedir.

Elektroosmotik akisin etkisinde anodik ugtan enjekte edilen her iyonik tiir katoda
dogru yonelir ve belirli bir sira ile detekte edilir. Elektroosmotik akisin giicii tiim
iyonlar1 siiriklemeye yetiyor olmasina ragmen hareketli tiirlerin mobiliteleri

belirlenirken dikkate alinmasi gereken bir konu kendi elektroforetik mobiliteleridir.

Pozitif, notral ve negatif tiirler farkl1 goc siirelerine sahip olsalarda enjekte edildikleri
uctan katot yoniinde bulunan dedektore ulasir ve detekte edilirler. Bunun sebebi
EOA adi verilen hacim akisidir; ancak tiirlerin farkli zamanlarda dedektore ulasmasi
kendi elektroforetik mobilitelerine de baghdir. Tiirlerin goriinen mobiliteleri (pg)
elektoroosmotik akis varliginda sahip olduklari net mobiliteleridir [39]. Tirlerin

goriinen mobiliteleri kolon igerisindeki hizlarini da belirler.

Katyonlarin hareket yonii de katoda dogru oldugundan kendi mobiliteleri,
elektroosmotik mobiliteye katkida bulunur. Bu sebeple katyonlar en hizli hareket
eden tiir haline gelir ve once detekte edilirler. Notral tiirlerin kendi elektroosmotik
mobilitesi olmadigindan elektroosmotik akisla birlikte ayn1 mobilitede hareket eder
ve ayn1 anda dedektdre ulasirlar. Negatif yiiklii iyonlar ise katot yonii yerine pozitif
anoda dogru hareket etmek isteyeceginden sahip olduklar1 elektroforetik mobiliteleri
EOA mobilitesinin biiylikliigiinii o oranda diistiriir.
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Bu sebeple anyonlar en yavas hareket eden ve kolonu en son terk eden tiir haline

gelir. Asagida goriinen mobilite ve tiirlerin hizlar1 arasindaki iligkiler belirtilmektedir
[30, 37].

Hg = He* HLEOA (2.12)
v+ = (Heoa + He+ ) E (2.13)
Vo= Ueoa E (2.14)
V.= (Leoa- Me) E (2.15)

pg: Gortinen mobilite
v: Iyonik tiirlerin hiz1
pe: Tirlerin mobilitesi

Ayni isaretli yiiklerin kendi iglerindeki siralanmalar1 ise Esitlik 2.8 uyarinca olur.
Yiik/biiyiikliik orani iyonlarin elektroforetik mobilitelerinin biiytikliigiinii etkiler.
Yikii fazla; ancak cap1 kiiclik bir katyon yiiksek elektroforetik mobilitesi ile
elektroosmotik akigin mobilitesine daha fazla katki yapacagindan daha hizli hareket
ederken bunun tersi bir durumda negatif yiiklii iyon aksi yone hareket etmek isterken

gOriinen mobilitesinin diisiikk olmasina neden olacaktir.

Elektroosmotik akis vénii ——»

R A e e R R

1 @@@@@@6 by

ABOL b hb b b d bbbt bbbt b+ et Fatol

Sekil 2.4 : Iyonlarin kapiler kolonda hizlariyla baglantil gelis siralar1.

Analiz swrasinda tayin edilen tiirlerin go¢ siireleri ve goriiniir mobiliteleri bazi

deneysel parametreler yardimiyla asagidaki formiillerle belirlenebilmektedir [39, 42].
tm=1/v (2.16)

tm: Analitin gdg¢ siiresi

I: Kapiler kolonun dedektor haznesine kadar olan uzunlugu

v: Analitin hareket hiz1
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Analitin goriinen mobilitesi;
ug=I1/tE (2.17)
I: Kapiler kolonun dedektdr haznesine kadar olan uzunlugu
t: Analitin gog¢ siiresi
E: Elektrik alan
Elektrik alan esitlik 2.2 de oldugu gibi yazilacak olursa asagidaki esitlik elde edilir.

n= LtV (2.18)

L: Kapiler kolonun tiim boyu
V: Uygulanan voltaj

Bir kapiler kolon i¢in etkin uzunluk olarak ifade edilen kolon boyu, enjeksiyon

ucundan dedektdr haznesine kadar olan uzunlugudur.

2.4 Kapiler Elektroforezde Kromatografik Parametreler

2.4.1 Ayirma etkinligi

Kromatografik analizlerde kolon etkinligi 6nemli bir kavramdir. Bir analiz i¢in teorik
tabaka sayis1 ne kadar yiiksekse analizin o kadar basarili ve giiclii oldugu kabul
edilir. Teorik tabaka sayisinin yiikksek olmasma karsilik olusan tabaka
yiiksekliklerinin kiigiik olmas1 idealdir. Kapiler elektroforez i¢in de etkinlik hesabi1
buradan yola c¢ikilarak yapilmaktadir. Kolon etkinligi (N) asagidaki formiille
hesaplanabilmektedir [32].

N = (/o)® (2.19)
I: Kapiler kolonun dedektore kadar olan uzunlugu
o: Analit pikinin standart sapmasi
N=1/H (2.20)

H: Teorik tabaka yiiksekligi (HETP)
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Analizin giliciinii goOsteren teorik tabaka sayisini deneysel parametrelerden

yararlanarak da hesaplamak miimkiindiir [38].
N=554(t/wy)? (2.21)

t: Gog stiresi
W12: Analit pikinin yar1 yiiksekliginin genisligi

2.4.2 Bant genislemesi ve etki eden faktorler

Bir CE analizi siiresince analit iyonlarmimn birbirlerinden farkli mobilitelere sahip
olup dar bantlar seklinde ilerlemesi ve detekte edilmesi istenir. Genis bantlar
yeterince verimli bir ayrimin gergeklesmedigini gosterirken ve bunun sebebi yalnizca
elektroforez i¢cin belirlenen sartlara bagli degildir. Bant genisligi genellikle sistemin

biitiiniiniin tasidig1 6zellikler ile baglantilidir.

Pik genislemesine etki eden baslica faktdrler; boylamasma diflizyon, enjeksiyon
miktarinin fazla olmasi, kapiler igerisinde meydana gelen joule 1s1s1, analitlerin duvar
adsorpsiyonu ve elektrodispersiyon olarak siralanabilir. Bu faktorlerin tamami
birbirinden bagimsiz olarak meydana gelerek bant genislemesine sebep olabilir. Bu
faktorlerin ve olas1 diger etkenlerin yarattigi genisleme toplam bant genislemesini

vermektedir [42, 43].

a) Boylamasina diflizyon

Ornek icerisindeki analit bantlarmda bulunan iyonlarm bir kismi tampon ¢dzeltinin
hi¢ analit i¢ermeyen boliimlerine, konsantrasyon farkindan dolayr diflizlenir.
Bununla birlikte daha genis bir bant meydana gelir. Bu genislik molekiiliiniin

diflizyon katsayis1 ve zamana asagidaki esitlikte goriildiigii gibi baghdir [44, 45].
o’airt = 2Dt (2.22)

D: Analitin diflizyon katsayisi

t: Analit pikinin gog¢ siiresi

Yukaridaki esitlikten yola ¢ikildiginda, biiyiik molekiiller i¢in boyuna diflizyondan
kaynaklanan pik genislemesinin, molekiillerin diflizyon katsayilar1 daha kiiglik

oldugundan daha az oldugu sdylenebilir.
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CE’de analizler sirasinda, boylamasima difiizyonun sebep oldugu bant genislemesi
olduk¢a onemlidir; asagidaki esitlik teorik tabaka sayisi ile diflizyon katsayisini
iliskilendirmektedir [44-46].

we: Analitin elektroforetik hareketliligi

b) Enjeksiyon miktarmin yiiksekligi
CE analizi sonucunda elde edilecek bant genisligi enjeksiyon sirasinda verilen 6rnek
miktarma dogrudan baghdir. En ¢ok kullanilan 50 ya da 75 pum i¢ ¢apa sahip kapiler

kolona verilmesi gereken 6rnek miktar1 birkag nanolitreyi gegmemelidir.

c) Joule 1s1s1

Elektrik akimmin uygulandig: elektroforez prosesinde kapiler icerisinde meydana
gelen akimdan kaynaklanan bir 1s1 olusmaktadir. Kapiler icerisinde sicaklik, voltaj,
tamponun iyonik siddeti gibi akimi arttiran tiim durumlarda joule 1sisinin meydana
gelmesi olasidir. Joule 1sisinin etkisiyle kapiler kolonun orta noktalar1 kenarlara
dogru daha fazla 1sinir; ¢iinkii kapiler duvarma yakm c¢ozelti olusan 1s1y1 transfer
edebilmektedir. Bu sebeple kapiler duvarina yakin yerlerde ¢6zelti daha yiliksek
viskoziteye sahipken orta kisimlarda daha diisiik viskoziteye sahip olur ve daha hizli
hareket ederek parabolik bir akis meydana getirir. Bunun sonucunda bant
genigslemesi meydana gelir. Joule 1sismin olusumunun Onlenmesi i¢in sicaklik
kontrolii ¢ok iyi yapilmali ve kapiler igerisindeki akimin artmasmim Oniine

gecilmelidir [36, 45].

d) Ornegin duvar adsorpsiyonu

Kapiler i¢ duvarmin negatif yliklii olmas1 6rnek igerisinde bulunan pozitif yiikli
analitlerin elektrostatik ¢ekim sonucu duvara adsorbe olmasina sebep olabilir. Bu
durum Ozellikle diflizyon katsayisi diisiik olan ya da birden fazla yiik iceren
proteinler gibi biiyiik molekiillerin analizi sirasinda s6z konusudur. Pozitif yiikli
proteinlerin analizleri sonucunda bant genisligi ve pik sekillerinde bozulmalar
gozlenmektedir. Bu sorunun giderilmesi i¢in kapiler duvarindaki negatif yiik

yogunlugu azaltilabilir ya da elektroosmotik akis tersine ¢evrilebilir [45].
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e) Elektrodispersiyon

Elektroforez sirasinda olugan elektrodispersiyon enjekte edilen 6rnek ile tampon
cozelti arasindaki iletkenlik farkina dayanir. Baglica iki durumda elektrodispersiyona
bagli pik genislemesi goézlenir. Bunlardan ilki kolona enjekte edilen Ornek
iletkenliginin, tampon ¢ozelti iletkenliginden fazla oldugu durumdur. Burada 6rnek
bolgesinin elektrik alan siddeti diisikk olacagindan analit iyonlar1 yavas hareket
ederken; ikinci durumda Ornek iletkenligi diisiik oldugundan elektrik alan siddeti
yiikselir ve iyonlar daha hizli hareket eder. Elektrodispersiyonun sonucu 6ne ya da
arkaya kuyruk yapmis piklerdir. Bant genisligi olmayan pikler i¢in istenen elektrik
alan siddetinin analiz boyunca sabit kalmasidir [44-46].

2.4.3 Rezoliisyon

Kromatografik yontemlerde iki pikin birbirinden ayrilip ayrilmadiginin belirlenmesi
rezoliisyon hesabmma dayanmaktadir. Kapiler elektroforezde de iki analitin
birbirinden ayrilip ayrilmamasinin derecesi yani rezoliisyon (Rs) asagidaki formiille
hesaplanabilir [39].

_2(t1-t2)
o (wi+w2)

(2.24)

t1 ve to: Analitlerin gog siireleri

W Ve Wo: Analitlere ait piklerin genislikleri

2.5 Kapiler Elektroforezin Modlar

CE yalnizca yiiklii tlirlerin ayrilmasi i¢in kullanilmamakta ve ¢ok farkli maddelerin
analizi i¢in farkli uygulama modlarini biinyesinde barindirmaktadir. Bu modlarin her
biri ayrima mekanizmalar1 agisindan birbirlerinden farklidir; Ornek vermek gerekirse
ndtral molekiillerin birbirlerinden ayrilmasi icin misel elektrokinetik kromatografi
kullanilirken, jel ortamindaki -elektroforezde porlardan gegerek molekiillerin
biiylikliik farklarina gore ayrilmasi saglanir. Asagidaki ¢izelge 2.2°de uygulanan

yontemler ve ayirma mekanizmalar1 gosterilmektedir.
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Cizelge 2.2 : CE uygulama sekilleri ve ayrim mekanizmalari [30, 31, 33].

Uygulama Yontemi Ayirma Mekanizmasi

Kapiler Zon Elektroforez Analitler ylik/biiytikliik oranina gore ayrilir.

Misel Elektrokinetik Kritik misel konsantrasyonu tizerinde eklenen

Kromatografi yiizey aktif maddelerin olusturdugu misellerle
hidrofobik veya hidrofilik etkilesimlere dayanur.

Kapiler Jel Elektroforez Makromolekiillerin jel ortaminda biiyiikliik ve
sekil farkliliklarina gore ayrilmalarina dayanir.

Kapiler Elektrokinetik Tampona ilave edilen maddeler ile analitlerin

Kromatografi etkilesim farkliliklarina dayanur.

Kapiler izotakoforez Iki farkls iletkenlige sahip tampon ¢dzelti arasinda

analitlerin ytik/biiytlikliik oranlarina gore
ayrilmasma dayanir.

Kapiler Izoelektronik Odaklama  Kapiler icerisinde kademeli pH degisimi ile
proteinlerin izoelektronik noktalarina gore
ayrilmasi esasina dayanur.

Kapiler Elektrokromatografi Kapiler kolona yerlestirilen sabit faz ile iyonik
olmayan tiirlerin sabit ve hareketli faz arasindaki
dagilimina dayanur.

2.5.1 Kapiler zon elektroforez

Kapiler clektroforezin en basit modu olan kapiler zon elektroforez (CZE) ayirma
prensibi olarak analitlerin yiik/biiyliklik oranlarindaki farkliliklarmi esas alir.
Analitler, ylik/biiyiikliik oranlarina gore farkli hizlara sahip olur ve kolon boyunca
birbirlerinden ayrilirlar. Kapiler elektroforez gelistirildigi ilk yillarda yiikli
molekiillerin ayrilmasin1 amaglamistir ve giinlimiizde hala en c¢ok bu amagla
kullanilmaktadir. Kapiler zon elektroforez (CZE), yiiklii tiirlerin ayrilmasinda

kullanilan en basit ve en ¢ok tercih edilen moddur [33-40].

CZE’in aymrma esast kapiler elektroforez prensibinin kendisini tamamen
yansitmaktadir. Tampon ¢6zelti bilesimi ve aymrma sartlar1 kapiler kolon boyunca
aymdir; analitlerin birbirlerinden ayrilmast pH, tampon konsantrasyonu gibi
parametrelerin degistirilmesiyle saglanir ve sulu ya da susuz tampon ¢ozelti

ortaminda gerceklestirilebilir.
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CZE’nin uygulanmasi i¢in analitlerin yiiklii olmasi gerekmektedir. Notral
molekiillerin bu yontemle ayrilmasi i¢in yiikli hale getirilmesi ya da sistemin

modifiye edilmesi gerekmektedir [38, 42].

]

enjeksivon deteksiyvon
o Do EOA
o oe® -
Doeo®
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Sekil 2.5 : CZE ile tiim yiiklii tiirlerin ayrilmasi.

Kapiler elektroforezde gerceklestirilecek analiz i¢in uygun calisma modunun
secilmesi i¢in analitlerin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin bilinmesi oldukga
onemlidir. Analitlerin pKa degerleri ile oktanol/su i¢in dagilim katsayis1 caligma

kosullarinin ve modun belirlenmesi i¢in 6nemli Kriterlerdir [44].

Proton alabilen ya da verebilen maddeler yiiklii hale gelebildiklerinden CZE ile
ayrilabilirler. CZE gida analizlerinde en ¢ok tercih edilen moddur; ¢linkii gida
bilesenlerinin ¢ogu biiyiikk 6lglide polardir. Bu bilesenler amino, karboksil ya da

hidroksil grubu igerirler [44].

Bu tez calismasinda yiiksiiz molekiiller olan biyojenik aminlerin ayrilmasi
amaglanmistir. Biyojenik aminlerin yiiksek pKa degerleri dolayisiyla genis pH
araliginda pozitif yiiklenebilmeleri esas alinmustir ve protonlanabildikleri asidik
tampon ¢Ozelti kullanimi tercih edilmistir ve CZE yontemi ile ¢ok kisa siirede

dogrudan analizleri ger¢eklesmisir.

2.6 Kapiler Elektroforez Cihaz Tasarimi

Kapiler elektroforez de cihaz tasarimmin 6ne ¢ikan 6zelligi; modern oldugu kadar
basit bir yapida olmasi ve kolay bir araya getirilebilmesidir. Enstriiman tek parca
halinde temin edilebilir ya da cihaz bilesenleri ayr1 ayri satin almarak bir araya
getirilebilir; ancak bu durumda sicaklik kontroliiniin saglanmasi icin gerekli

onlemlerin alinmasi ihmal edilmemelidir [35, 38, 47, 48].
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CE cihazi ile gerceklesen analiz, kolona anodik ugtan verilecek 6rnegin enjeksiyonu
ile baglar. EOA etkisiyle ayn1 yonde hareket eden tiirlerin katoda yakin bir konuma
yerlestirilen dedektor ile dedekte edilmesi ile son bulur. Analit piklerinin yer aldigi
go¢ zamanina kars1 dedektor cevabiin gosterildigi elektroferogramlar elde edilir. Bir
kapiler elektroforez cihazi baslica yiiksek voltaj saglayan gili¢ kaynagi, ayirmanin
gerceklestigi kapiler kolon, giris ve ¢ikis tampon kaplari, elektrotlar, Ornek
enjeksiyon sistemi, dedektér ve bir sinyal kaydedici ile bagli bulundugu bir
bilgisayardan olugsmakta ve ¢ogu ticari cihazda kapilerdeki sicakliginin gerektiginde
azaltilmas1 ve sabit tutulmasi i¢in bir termostat bulunmaktadir. Modern kapiler

elektroforez cihaz tasarimi sekilde gosterilmektedir [40, 48].

Sinyal isleme

Dedelktdr

—

Kapiler Girigi /_
Anot

ii_lél'.:tmq Tampon Tampon Elektrot
Cozelti Gozelti
J'.I'

Kapiler Cikasi
Katot

I —

Ornek Kah

Yiiksek Voltaj
Giic Kaynads

Sekil 2.6 : CE cihaz1 sematik gosterimi [33].

2.6.1. Yiiksek voltaj gii¢c kaynagi

Kapiler elektroforezde kullanilan yiiksek voltaj giic kaynagi, elektroosmotik akisin
olugmasi icin voltaji, akimi ve giicli olusturmaktadir. Bir CE cihazinda gii¢ kaynagi
maksimum 30 kV’a kadar voltaji,, 300 pA kadar akimi1 ve 6 W ‘a kadar giicii
saglayabilmektedir. Analiz srasmnda yiliksek voltajlarla calisildigr igin  gii¢
kaynagmin gerekli giivenlik mekanizmalarini bulundurmas: 6nemlidir. Yiiksek volta;j
glic kaynagmin bir diger 6nemli 6zelligi ise programlanma imkani sunmasidir. Bu
sayede polarite degistirilerek EOA yonii ters gevrilebilir [5, 33, 45]. Yapilan
caligmalarda, optimum ayrimm saglandig1 voltajin secilmesinin ardindan gog
stirelerinin tekrarlanabilirligi i¢in gli¢ kaynaginin oldukca kararli olmasi, voltajin

analiz boyunca sabit kalmas1 gerekmektedir.
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Voltaj disinda sabit akim ya da sabit gii¢ ile de ¢calismak miimkiindiir ve 6zellikle
sabit akimda c¢alismak sicaklik termostatinin bulunmadigi durumlarda tercih
edilebilir. Sicaklik degisimiyle tampon ¢ozelti viskozitesi buna bagli olarak degisir;
ancak sabit akimda calisildiginda voltaj kendiliginden diisecegi i¢in gog¢ siireleri bu

durumdan biiyiik oranda etkilenmez [45, 46].

2.6.2. Kapiler kolon

CE’nin Onemli bir pargasi aymrmanim gergeklestigi kilcal borulardir. Kapiler
kolonlarin iiretiminde en ¢ok eritilmis silikalar kullanilmaktadir; ancak bunlarin
disinda Teflon ya da borosilikat camlarda kullanilabilmektedir. Silika kapilerin tercih
edilme sebepleri arasinda; olduk¢a kiiciik yarigaplarda iretilebilmesi,
elektromanyetik spektrumun genis bir bolimiinde gegirgen olmasi, yiiksek termal
iletkenlige sahip olmasi ve kimyasal olarak inert olmasi yer alir [49]. Silika kapiler
daha da dayanikli hale getirilmesi amaciyla poliimid tabakasi ile kaplanmaktadir;
ancak UV gibi dedektorlerle caligilmasi gereken durumda bu kaplama yakilarak
uzaklastirilir ve birka¢g mm uzunlugunda deteksiyon penceresi adi verilen hiicre

olusturulur.

Siklikla kullanilan silindirik tiip seklindeki kapiler kolonlarin i¢ ¢aplar1 20 ile 75 pm
iken dis ¢aplar1 100 ile 400 um arasinda degismektedir. Ticari olaraksa 2-200 pm
arasinda i¢ capta kapiler kolonlar bulmak miimkiindiir. Bu kolonlarm boyu 30-100
cm arast degismektedir [44]. Kolonlarin dedektér haznesinden ¢ikisina kadar olan

etkin uzunluklar1 toplam uzunluktan 5 ile 10 cm aras1 daha kisa olur [45, 50].

Kapiler kolon ilk defa kullanilacaksa, silanol gruplarinin sartlanmasi ve EOA
olusumu i¢cin 6nce 1 M NaOH ile 30 dakika ardindan swrasiyla su ve tampon
¢ozeltiyle; gerekli oldugu siirece ¢alismalar sirasinda 0,1 M NaOH, su ve tampon ile

kapiler kolon rejenere edilmelidir.

2.6.3 Ornek enjeksiyon sistemleri

Ornek enjeksiyon sistemi araciligiyla, drnegin kapilerin anodik ucundan dar bir bant
seklinde verilmesi saglanir ve uygulanan voltajin ardindan enjekte edilen 6rnek katot
yoniine hareket eder. CE’nin avantajlarindan biri de ¢ok kii¢iik miktarda 6rnek (2-20
nL gibi kiigiik hacimde) enejkete edilebilme imkani sunarak yiiksek rezoliisyon

saglamasidir.
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Bir metre uzunlugunda 75 um genisliginde bir kolona enjekte edilmesi uygun olan
ornek miktar1 5 pL kadardir ve CE’de bu miktarlarda 6rnegin kolona verilmesi
yaygin olarak elektrokinetik ve hidrodinamik olmak iizere iki farkli sekilde
gercgeklestirilir [33].

2.6.3.1 Elektrokinetik enjeksiyon

Bu oldukga basit yontemde kapiler kolonun anodik ucu tampon kabindan ¢ikarilarak
ornek kabma daldirilir. Bu swada analiz heniiz baslamadigi i¢in voltaj
uygulanmamaktadir. Analiz sirasinda uygulanacak voltaja kiyasla olduk¢a diisiik bir
voltaj cok kisa bir siire, yaklasik 5-60 saniye, kolon 6rnek kabindayken uygulanir
[51]. Ornekte bulunan analitlerin ¢ok kiigiik kismi yavasca bu kapiler kolonunun
icine girmeye baglar. Bu sirada meydana gelen elektrik alan siddetinin kiigiik ve
voltaj uygulanan siirenin kisa olmasi, enjekte edilen 6rnek miktarinin oldukca az
olmasii saglamaktadir. Ornegin kolona verilmesinin ardindan ¢ok daha yiiksek olan

ayirma voltaji uygulanir ve analiz tamamlanir.

|
w Ornek .. Tampon i

| L —
i

Sekil 2.7 : Elektrokinetik enjeksiyon [51].

Yontemin uygulanabilirligi 6rnek icerisinde bulunan analitlerin elektroforetik
mobilitelerine baghdir; eger bu mobiliteler arasindaki fark ¢ok fazlaysa kolonda
yavas hareket eden iyonlardan az, hizli hareket eden iyonlardan ¢ok fazla bulunan
homojen olmayan bir 6rnek karisimi kolona verilmis olur. Bu durumda kantitatif
olarak hatali sonu¢ bulmak olasidir ve bu gibi durumlarda analizlerin basarili sonug
vermesi i¢in, i¢ standart kullanmak gereklidir. Her enjeksiyon sonrasi Ornek
kabindaki 6rnegin kompozisyonu degisebileceginden, ¢ozeltinin cihaza verilmeden
once yeniden hazirlanmas1 gereklidir. Bu enjeksiyon yOntemi jele zarar

vermediginden jel elektroforez i¢in olduk¢a uygundur [51].
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Bu yontemin tekrarlanirligi hidrodinamik enjeksiyona gore diisiiktiir. Elektrokinetik
enjeksiyon ile verilen 6rnek miktari, uygulanan voltaja, siireye, kapiler boyuna

asagidaki formiilde oldugu gibi baglidir.
w = (e tpeoa)t IV C t/ L (2.25)
w: Kolona enjekte edilen 6rnek miktari
Le: Tyonik tiiriin elektroforetik mobilitesi
peoa: Elektroosmotik akisin mobilitesi
V: Uygulanan voltaj
C: Ornek konsantrasyonu
t: Voltajin uygulanma siiresi
L: Kapiler boyu

2.6.3.2 Hidrodinamik enjeksiyon

Bu enjeksiyon yonteminde kapilerin iki ucu arasinda bir basing farki olugmasi
amaglanir. Hidrodinamik enjeksiyon i¢in uygulanan ilk yol 6rnek vialinin onun igine
daldirilmis olan kapiler kolon ve elektrotla birlikte kisa bir siireyle yukari
kaldirilmasiyla gerceklesir. Bu sirada sifon etkisiyle 6rnegin bir kismi kapilere dolar
ve bu genellikle ticari olmayan cihazlarda tercih edilir. Ticari cihazlarda ise 6rnek
vialine basing uygulayarak ya da ¢ikis vialine vakum uygulayarak hidrodinamik

enjeksiyon gerceklestirilir [51, 52].

Basinc —
=L -
.
Ornek Tampon

Ornek l

Tampon

Sekil 2.8 : Hidrodinamik ve sifon etkisiyle enjeksiyon [51].
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Kolona enjekte edilen 6rnek hacmi Poiseuilles’s yasasina gore su iki formiille
hesaplanabilir [49-51].
Ve= APr't/8nL (2.26)

AP: Kapiler boyunca olusan basing farki (dyn.cm™)
r: Kapilerin i¢ ¢ap1 (cm)
n: Elektrolit ¢dzeltinin viskozitesi (dyn.s.cm™)
L: Kapilerin tiim boyu (cm)
t: Enjeksiyon siiresi (s)
AP =p g Ah (2.27)
Ah: Ornek viali ile tampon viali arasindaki yiikselti fark: (cm)
p: Ornegin yogunlugu (kg.m™)
g: Yercekimi ivmesi (N.kg™)

2.6.3.3 Ornek sikistirma

Her iki enjeksiyon yontemi igin de gergeklestirilmesi miimkiin olan prensiptir.
Burada amag bazi analitlerin deteksiyon limitlerinin iyilestirilmesidir. CE ile enjekte
edilen ornek miktar1 pik genislemesine sebebiyet vermemesi i¢in nanolitre
mertebesindedir. Enjekte edilen 6rnek hacminin arttirilabilmesi i¢in 6rnek sikistirma
prensibi uygulanmalidir. Bu yontem ile analit ¢ozeltisi, iletkenligi ayrima
tamponundan daha diisiik bir ¢6ziiclide hazirlanir ve cihaza enjekte edilir. Yontemin
esas1 tampon ¢ozelti ile analit bolgesi arasinda meydana gelen elektrik alan farkina
dayanmaktadir. Enjekte edilen Ornekteki analit iyonlar1 tampon ¢ozelti ile temas
ettigi yiizeye kadar elektroosmotik akis hizindan daha hizli hareket eder. Bu hizl
hareket iki ¢ozelti iletkenligi esitleninceye kadar devam eder bu sayede daha fazla
miktarda ornek cihaza enjekte edilebilir. Elektrik alanin diisiik oldugu tampon ¢ozelti
bolgesine ulasan 6rnek igerisindeki iyonlarm hizi diistiiglinden sikisarak konsantre

bir zon olusturduklarindan keskin ve dar piklerin elde edilmesi miimkiin olur [52].
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2.7 Kapiler Elektroforezde Dedektorler

CE analizleri i¢in kullanilan dedektorlerin hassasiyetlerin yiiksek olmasi dnemlidir;
clinkii kapiler elektroforezde kullanilan kolonlar olduk¢a kiigiik i¢ ¢aplara sahip
olduklarindan kolona enjekte edilen 6rnek miktar1 oldukca azdir. Asagidaki ¢izelge
CE analizlerinde en ¢ok kullanilan dedektorler ve onlarin deteksiyon limitlerini

gostermektedir.

Cizelge 2.3 : CE i¢in kullanilan dedektorler ve deteksiyon limitleri [53, 54].

Dedektor Cesitleri Deteksiyon Limitleri (mol/L)
Direkt UV- Absorpsiyon 10° - 10°
indirekt UV- Absorpsiyon 10" - 107
Floresans 10°-10"
Lazer Indiiklenmis Floresans 10"° - 10"®
Indirekt Floresans 10° - 107
Iletkenlik 10*-10°
Amperometrik 10°-10°®
Potansiyometrik 107 - 10®
Refraktivite ~10°
Kiitle Spektrokopisi 10%-10°

2.7.1 lletkenlik dedektérii ile deteksiyon

Son yillarda iletkenlik deteksiyonu, CE i¢in dikkatleri {izerinde toplamis alternatif bir
deteksiyon yontemi haline gelmistir ve bunun baslica sebebi iyonik tiirlerin
birbirlerinden ayrilmasi lizerinde pek ¢ok c¢alisma yapilmasi ve Ozellikle kiigiik

iyonlarin tayini i¢in UV dedektorlerin yeterince hassas olmamasidir [55].

Hassasiyeti yiiksek olan deteksiyon yontemleri arasindan iletkenlik dedektorlerinin
calisma prensibi potansiyometrik ve amperometrik dedektorlere kiyasla daha
farkhidir. Bu iki deteksiyon yontemi elektrotlarin ylizeyinde meydana gelen
elektrokimyasal reaksiyonlar1 esas alirken iletkenlik dedektorleri ¢ozeltiyle temas
halinde olan iki elektrot arasindaki elektrik sinyalinin ¢l¢iimiine dayanir; bu elektrik
sinyali deteksiyon hiicresine ulasan ¢ozeltinin iletkenligidir. Bu yontemde analitlerin

iyon halinde olmas1 gerekmektedir [55, 56].

26



Iletkenlik dedektorii hiicresi iki inert elektrottan meydana gelmekte ve yiiksek
frekansli alternatif akim uygulanmasiyla deteksiyon gerceklesmektedir. Alternatif
akim uygulanmasmin asil sebebi ise elektrotlarda meydana gelebilecek olasi
elektroliz reaksiyonlarinin oniine gegmektir. Elde edilen sinyaller tampon ¢ozelti ile
analitler arasindaki iletkenlik farkini yansitmaktadir. Tampon ¢6zelti ile analitlerin

arasindaki iletkenlik farki ne kadar fazlaysa dedektor cevabi da o oranda yiiksek olur
[56].

2.7.2 Temassiz iletkenlik dedektorii

Iletkenlik deteksiyonu icin tercih edilebilecek iki moddan biri temassiz ¢alisma
modudur. Temas modunda elektrotlar ¢ozelti ile direkt temas halindeyken
elektrotlarda bazi kirlenme problemleri meydana gelmektedir. Oysa temassiz
iletkenlik dedektorii ile bu problemlerin iistesinden gelinmis; daha stabil, daha giiclii

bir deteksiyon yontemi gelistirilmistir [57, 58].

Temassiz iletkenlik dedektorii (C*D) kapiler elektroforezle entegre olmadan dnce
1950 yilinda kullanilmaya baslanmistir ve avantajlar1 ortaya c¢iktikg¢a elektroforez
teknikleri ile birlikte birlestirilmek istenmistir. Bugiinkii modern kapiler elektroforez
cihaz tasarimi heniiz gelistirilmemisken, 1980°li yillarin basinda izotakoforez
yontemi ile kiigiik anyonlarin analizinde temassiz iletkenlik dedektorii kullanildig ilk
kez rapor edilmistir. Buradaki dedektor tasarimi da giiniimiizde kullanilmakta olan
C’D tasarimi ile ayn1 degildir. Ik C*D hiicresi tasarimi ayirmanin gergeklestigi kolon
cevresine dik olarak yerlestirilmis 4 elektrottan meydana gelmekteydi ve bu hiicre
tasariminin i¢ ¢ap1 300 um genisliginden daha az olan kolonlara uyum saglamamasi
ve daha kullanish olan ince kapiler kolon kullanimin yaygmlasmasiyla yeni bir

tasarim gelistirilmistir [55, 59].

Kapiler elektroforezde kullanilmak iizere, 6zel olarak gelistirilmis ilk temassiz
iletkenlik dedektorii 1998 yilinda iki ayr1 grubun calismalariyla ortaya c¢ikmustir.
Zemann arastirma grubu ve Fracassi da Silva ve do Lago arastirma grubu kapiler
kolonlara tamamen uyumlu silindir seklinde iki elektrodun kapiler kolona baglandig1
eksenel bir dedektor tasarlamay1 basarmiglardir. Bu gelismenin hemen ardindan ¢ok
sayida aragtirma ve derlemeler yaymlanmis ve kolayca lretilebilen bu dedektoriin
var olan bir¢ok cihaza baglanmasi saglanarak, yiiksek hassasiyete sahip analizler

gerceklestirilmis ve pek ¢ok alanda kullanilmistir [60-62].
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C'D tasarmm oldukga basit ve kolayhikla bir araya getirilebilir komponentler
icermektedir. Bu dedektor hiicresi temel olarak kapiler kolon etrafini saran iki tane
metal boru seklinde elektrottan olugsmaktadir. Bu elektrotlarin kalinliklar1 2- 30 mm
arasinda degisebilmektedir; bu iki elektrot aralarinda 1— 5 mm bosluk kalacak sekilde
yerlestirilir [59, 63]. Sekil 2.9 ile temassiz iletkenlik dedektoriiniin hiicresi

gosterilmektedir.
"“'.IUl
1
Uyarma Toplama
Elektrodu Elektrodu
a b

Sekil 2.9 : a. Temassiz iletkenlik dedektor hiicresi b. Dedektor hiicresinin temsil

ettigi elektrik devresi [63].

Dedektor hiicresinin tasariminda, elektrotlar arasinda kalan bosluk dedektoriin etkin
uzunlugu, deteksiyon hiicresinin boyutunu ve iletkenligi oOlciilecek 6rnek hacmini
belirler. Elektrotlardan ilki uyarma elektrodu adin1 alir ve bu elektroda uygulanan
altenatif akim (AC) kolona aktarilir ve burada bir direngle karsilasir ve oradan da
ikinci elektrot olan deteksiyon elektroduna ulasir. Kolonda karsilastigi direng kolon
icerisinden gecen maddelerin iletkenligine baglidir. Deteksiyon ya da toplama
elektrodu olan ikinci elektrotta toplanan elektrik sinyalleri yiikseltilir ve islenir.
Olgiilen sinyal farkliliklarinmn sebebi ise tampon ¢dzelti ile analit bolgesi arasindaki

iletkenligin farkina isaret etmektedir [56, 58, 63].

2.7.2.1 Temassiz iletkenlik dedektoriiniin avantaj ve dezavantajlan

C'D giiniimiizde iletkenlik deteksiyonuna dayali yontemler arasmda Snemli ve
ayricalikli  bir yer edinmistir. Temassiz iletkenlik dedektorii analitleri
parcalamadigindan pek ¢ok dedektorle de birlikte kullanilabilmektedir. Chvojka ve
arkadaslar1 temassiz iletkenlik dedektorii ile UV dedektorii birlikte kullanarak analiz
gerceklestirmiglerdir. Bu gelisme ile birlikte dedektdriin kullanim alani oldukga
geniglemistir [55, 62, 63]. Asagidaki c¢izelge 2.4 bu dedektoriin avantaj ve

dezavantajlarini 6zetlemektedir.
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Cizelge 2.4 : C*D Deteksiyonu icin avantaj ve dezavantajlar [63].

Avantajlar Dezavantajlar
Tiim yiiklii tiirlerin tayini icin uygun ve  Is1 hassasiyetine sahiptir; buna bagh
evrenseldir. zemin giriltiisiinde kaymalar olabilir.
Basit hiicre yapisina sahiptir ve yedek ~ Elektrotlarda meydana gelebilecek
parca ihtiyaci yoktur. elektrolizden kaynaklanan, tampon ¢ozelti
kompozisyonundaki degisime kars1
hassastur.

Bakimi ve kullanimi oldukg¢a kolaydir.  Yiiksek pH degerlerinde havadan CO,
Elektrotlarin kirlenme problemi yoktur. absorplamasi nedeniyle zemin giiriiltiisiinii

etkiler.
Pek c¢ok farkli boyutlardaki kapiler Cok yiiklii maddeler tampon ¢ozelti
kolonlar ile uyumludur. icerisinde kullanilamaz.

Diisiik maliyetlerle iiretilebilir.
Deteksiyon penceresine ihtiyag yoktur.
Kapiler kolonun tizerindeki polimer
kaplamanin uzaklastirilmasi gerekmez.

Ticari CE cihazlar1 ile uyumludur.
Mikrogip CE iginde uygundur.
Tasinabilir ve oldukga kii¢lik boyutlara
sahiptir.

Yiiksek hassasiyetle direkt deteksiyon
gergeklestirilir.

2.7.2.2 Temassiz iletkenlik dedektoriiniin kullamldig: alanlar

C'D son yillarda pek ¢ok farkli tiirden analitin deteksiyonunu basar1 ile
gerceklestirmistir. Bunlardan bazilar1 inorganik iyonlar, organik iyonlar ve bazi
biyomolekiillerdir ve bunlarla ilgili olarak klinik analizler, gida analizleri ve
enantiyomerlerin ve amin tiirevlerinin direkt olarak tiirevlendirmeye ihtiyag

duyulmaksizin ayrilmasini igermektedir [63, 64].

Kiigiik caplardaki anyon ve katyonlarin analizleri siklikla gerceklestirilmekte olup,
deteksiyon limitleri indirekt UV absorbans dedektorii ile karsilastirildiginda alkali ve
toprak alkali katyonlar ile amonyum i¢in iki kata varan iyilesme oldugu rapor
edilmigtir. Organik bilesikler uygun pH se¢ilerek yiiklii hale getirildikten sonra,
istenilen tampon ¢ozelti ortaminda dedekte edilebilmektedir ve biyomolekiiller
arasinda Onemli yere sahip amino asit analizleri basarili  sekilde

gerceklestirilmektedir.
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Amino asitlerin diisik UV absorbanslar1 sebebiyle tayinlerindeki giicliigiin Oniine
gecilmistir. UV ya da floresan deteksiyonu i¢in gereken bu o&zelliklerin ilgili
analitlere kazandirildig: tiirevlendirme prosesine ihtiya¢ duyulmadan tayin edilmesi
saglanmistir. Asetik asit ve kloroasetik asit tamponunda amino asitlerden olusan bir

karigim analiz edilmistir [65].

Modern C*D i¢in kullanim kisitlamasi neredeyse yok denecek kadar azdir. Calisilan
pH ile ilgili herhangi bir limit deger olmamasi, polimer kapl kapiler kolonlarda,
deteksiyon penceresi agmak igin polimerik kaplamanin uzaklastirilmasina gerek
duyulmadigr gibi UV detektorlerle calisilitken UV 1sm1  absorpladigl i¢in
kullanilmayan organik solventler de bu deteksiyon yonteminde kullanilabilmektedir
[66].
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3.BiYOJENIK AMINLER

3.1 Biyojenik Aminlerin Genel Ozellikleri

Biyojenik aminler; digiik molekiil agirlikli, biyolojik olarak aktif ve azot igerigi
yiiksek organik bazlardir ve bu bilesiklerin kimyasal yapilarinda amonyakta bulunan
hidrojen atomlarindan biri, her ikisi ya da ii¢liniin birden alkil ya da aril gruplari ile
yer degistirmistir. Biyojenik aminler i¢in farkli smiflandirmalar yapilmaktadir.
Kimyasal yapilarina gore: putresin, kadaverin, spermin ve spermidin alifatik yapida,
tiramin ve feniletilamin aromatik yapida, histamin ve triptamin ise heterosiklik
yapidaki biyojenik aminlere verilebilecek orneklerdir. Tasidiklar1 amin gruplarinin
sayisina gore ise tiramin bir monoamindir, histamin, putresin ve kadaverin ise
diamin, spermin ile spermidin ise poliamin olarak siniflandirilmistir [8-12, 67-69].
Alifatik monoaminler canlilarda yaygin olarak bulunurken, diamin yapisindaki
putresin ve poliamin yapisindaki spermidin ve spermin bitki ve hayvanlarda bulunur.
Putresin ve spermidin ayni zamanda bakterilerde de bulunan aminlerdendir. Bazi

aminlerin yapilar1 ve pKa degerleri asagida 6zetlenmektedir [69, 70].

Biyojenik Molekiil Molekiil
Amin Formiilii Kimyasal Yapi Agirhg pKa
A~ " _
" N/ \\,f’/ \\\,// \\NH, pl‘(Ell = 11,(.'!
Ka,=9,9
Kadaverin CHysN; 202,2 g/mol pha2
M
</ | pKa, =9,8
N M pKa, =6,0
Histamin CHypMN; 111,1 g/mol
HEN\/\/\ pKa, =10,8
_ Nz pKa, =9,4
Putresin C,H,:N, 82,2 g/mol
Ka,=9,5
/\_\ /\\ n\ /a-\_\ XNH" p 1
HzM SRV ERVERVERY pKa, =10,8
Spermidin C;H 5N, 145,2 g/mol pKa,=11,6

Sekil 3.1 : Biyojenik aminler ve yapilar1.
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Bu bilesiklerin biyojenik olarak adlandirilmalarinin sebebi canli organizmalarin
faaliyetleri sonucunda sentezlenmeleridir, bu bilesikler bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarin  dogal metabolik faaliyetleri sonucu iretilebilir  ve
pargalanabilirler [70]. Bu molekiiller gidalarda baslica serbest amino asitlerin
dekarboksilasyon reaksiyonu sonucunda meydana gelirler ve bu reaksiyonun
gerceklesmesinde enzimlerin ya da dekarboksilaz enzim aktivitesine sahip
bakterilerin rolii biiyiiktiir. Dekarboksilasyon reaksiyonlari, amino asitlerden (a-
karboksil grubu) CO, molekiiliiniin ayrilmasi reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonda gorev
alan enzimlere amino asit dekarboksilaz ad1 verilir. Biyojenik aminler, ayni zamanda
hiicre icerisinde aldehit ve ketonlarin aminasyon ya da transaminasyon reaksiyonlar1

ile meydana gelebilirler [68-71, 72].

Amino asit
R— CH— COOH ———— - R— CH: —NH: + CO:
| Delkarbolisilaz
NH:
Amino asit Amin

Sekil 3.2 : Dekarboksilayon reaksiyonu.

Biyojen aminlerin olustugu bu reaksiyonlarda 6ncii amino asitlerin her biri ilgili
biyojenik amini olusturmaktadir. Spermidin ve spermin art arda putresinin bazi
reaksiyonlar sonucu degisiklige ugramasi sonucu olusmaktadir. Bazi biyojenik

aminleri olusturan 6ncii amino asitler asagidaki ¢izelgede gosterilmektedir [11, 18].

Cizelge 3.1 : Biyojenik aminleri meydana getiren 6ncii amino asitler.

Biyojenik Amin Adi Oncii Amino Asit
Histamin Histidin
Triptamin Triptofan
Tiramin Tirozin
Kadeverin Lizin
Putresin Ornitin
B-Feniletilamin Fenilalanin
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Asagidaki sekil 3.3 ile biyojenik aminlerin dekarboksilasyon reaksiyonlart ile ilgili

amino asitlerden olusumu gosterilmistir.

Ornitin
Dekarboksﬂaz \/\/\ H2N\/\/\
\/\/\ \ co, »

Putresin Putresin

2

Ornitin 4

l (CH,);NH,

\\\COOH
J < NH,
< Hlstldm + €O, /\/\/ \/\/

Hy Dekarboksilaz Spermidin

Histidin Histamin

COOH

(CH2)3NH2
COOH
< Lizin Dekarboksilaz

H
N NH,
HzN/\/\/\NHz —>H2N/\/\/\NH2 i HZN/\/\H/\/\/ VAV

Lizin Kadaverin

Spermin

Sekil 3.3 : Biyojenik aminlerin olusum reaksiyonlari.

3.2 Biyojenik Aminlerin Fizyolojik Etkileri

Biyojenik aminler; hormonlarin, niikleik asitlerin ve proteinlerin sentezinde rol
alirlar. Serotonin gibi bazi biyojenik aminlerin hormon gorevi yaptigi, histaminin
doku hormonu olarak calistigi kabul edilmektedir [71]. Bununla beraber, viicut
sicakliginin ayarlanmasi, kan basincinin kontrol edilmesi gibi bazi metabolik
faaliyetlere ve sinir sistemine etki etmektedirler. Putresin, kadaverin ve spermidinin
protein sentezi, niikleik asitlerin fonksiyonlarmin regiilasyonu ve hiicre zarmin
stabilitesinin saglanmasinda yer aldig1 bilinmektedir [73, 74]. Poliaminler, ayrica
hiicre yenilenmesi ve ¢ogalmasinda rol oynayip, DNA, RNA ve protein sentezinin
her asamasinda yer alirlar, organlarin metabolik faaliyetlerine de katildiklarindan bu
aminler hizla biiyliyen dokularda yiliksek miktarlarda bulunurlar, dolayisiyla
tiimorlerin tedavisi sirasinda poliamin sentezi inhibe edilmeye c¢alisilmaktadir.
Bitkilerde putresin, spermin ve spermidin pek c¢ok fizyolojik aktivitede rol
almaktadir; hiicre boliinmesi, meyve olusumu gibi prosesler yer almaktadir,
dolayisiyla sebze ve meyvelerin igerisinde dogal olarak bulunmaktadirlar [11, 73,

74].
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3.3 Biyojenik Aminlerin Toksik Ozellikleri

Yiiksek miktarlarda biyojenik amin tiiketimi ¢esitli rahatsizliklara sebep olmaktadir;
biyojen amin icerigi artmis gidalarin duyusal 6zelliklerinin belirgin sekilde degistigi
ve bu bilesiklerin miktarlarmin da gidanin tazeliginin ve kalitesinin gostergesi
oldugu bilinmektedir [74, 75].

3.3.1 Biyojenik aminlerin farmakolojik 6zellikleri

Biyojenik aminler, biyolojik sistemlerde aktif organik bilesiklerden oldugu icin
yiiksek miktarda alimlarinda bazi farmakolojik etkiler gostermektedirler. Histamin;
diiz kaslarin kasilmasinda, damarlar1 genisleterek kan basincmin diigmesinde, mide
asidi sekresyonunun artmasinda etkili olurken alerjik reaksiyonlarin belirmesinde de
rol oynamaktadir. Bunlarin yaninda adrenalin ve nor adrenalini ortaya c¢ikarir.
Putresin ve kadaverin ise hipertansiyon, kalp sorunlarinin olugsmasma neden olur.
Triptamin kan basmcmin yilikselmesine sebep olurken; tiramin dokulara ulagan
damarlarin genisliklerinin azalmasina neden olmaktadir. Kan sekeri ve solumunu

arttirir. Migrene sebep olur ve noradrenalinin salgilanmasma sebep olur.

Biyojenik aminlerin sebep oldugu zehirlenmeler baslica histamin alimindan
kaynaklanmaktadir. 1000 mg/kg tizerinde histamin tiiketimi Scomberescidae ve
Scombridae familyasina dahil olan uskumru, palamut ya da ton balig1 gibi baliklarin
tiketilmesi sirasinda goriildiigii igcin histamin zehirlenmesi veya scombroid
zehirlenmesi  olarak adlandirilir.  Diisik miktarda alman histamin canli
metabolizmasinda metabolize edilebildiginden, toksik degildir. Bagwrsaklardaki,
diaminoksidaz (DAQO), monoaminoksidaz (MAOQ), histamin N-metil transferaz
(HNMT) adi verilen enzimler ile histaminin detoksifikasyonu gergeklestirilir. Bu
sistemin genetik olarak ya da ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarla
deaktive olmas1 (enzimlerin ¢esitli inhibitorlerle inhibe edilmesi) ya da ¢ok yiiksek
oranda alman histamin ve diger biyojenik aminler farkli derecelerde gida

zehirlenmelerine yol agmaktadir [76].

Histamin ve diger biyojenik aminlerin sebep oldugu zehirlenmelerin semptomlari
gida tiiketildikten yaklagik 30 ile 60 dakika sonrasinda, deride kizariklik, bas agrisi,

kusma, terleme ve mide kramplari seklinde ortaya ¢ikmaktadir [76].
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Yiiksek biyojen amin i¢eren gidalarin tiiketilmesiyle de ortaya siddetli bas agrilari,
mide bulantisi, kalp-damar rahatsizliklari, hiper ve hipotansiyon problemleri, beyin
kanamalarina hatta Oliimlere dahi sebep olabilmektedir [73, 75]. Gida
zehirlenmelerinin baglica sebebi histaminin gidalar araciligiyla viicuda alindigi
miktarlara gore farkli toksik etki derecelerine sahip oldugu bilinmektedir [67, 76].
Asagidaki cizelge 3.2° deki gibi siniflandirma yapilabilir.

Cizelge 3.2 : Viicuda alinan histamin miktarma baglh toksik etkileri.

Etki Derecesi Histamin Miktar1 (mg histamin/kg gida)
Hassas kisileri Etkiler <8
Hafif Siddette Toksik Etkiler 8-40
Orta Siddette Toksik Etkiler 40 - 100
Ciddi Zehirlenmeler > 1000

Histaminden kaynaklanan zehirlenmelerden sonra ikinci sirada pek ¢ok peynirde
bulunabilen tiraminin neden oldugu zehirlenmeler gelmektedir. Tiraminden
kaynaklanan zehirlenmelere peynir reaksiyonu adi verilmektedir. Bu zehirlenmelerin,

siddetli bas agrisi, beyin kanamasi ya da kalp damar problemlerine neden olabildigi
bilinmektedir [75].

Putresin, spermin, spermidin ve kadeverin tek baslarina saglik agisindan olumsuz
etkiler gostermezler; ancak histamini metabolize eden enzimlerinin inhibe olmasma

sebep olarak histamininin toksisitesinin arttirirlar [73, 75].

Bu poliaminlerin bir diger 6nemli ve saglik iizerin olumsuz etkisi ise kanserojen N-
nitrdzaminlerin olusumlarma 6nciiliik ediyor olmalaridir. Ozellikle et iiriinlerinde
koruma amagl ilave edilen ya da gida {iriiniinde belirli miktarlarda bulunan tuzlardan
nitrit ile bu gidalarla viicuda alinan sekonder aminler yani putresin ve kadaverin gibi
biyojenik aminler asagidaki reaksiyona sebep olmaktadirlar. Nitrozamin
olusumunda; bakteriler, pH ve sicaklik etkili faktorlerdir. Sekildeki reaksiyonda

putresin, N-nitrozamin olusumuna 6nciiliik etmektedir [11, 15, 69].

HNO, + "Mooy BN A~/ 0 4 HO
H
Sekil 3.4 : Putresin dnciiliigiinde N-nitr6zamin olugum reaksiyonu.
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3.3.2 Biyojenik aminler icin yasal limitler
Biyojenik aminlerin neden olduklar1 toksisiteyle ilgili cok net limitler belirlemek
giictiir. Tiiketilen gidanin biyojenik amin icerigine ve tiiketildigi miktara bagli olarak

viicuda farkli miktarlarda alnirlar [77].

Siit ve siit Girtinleri icin herhangi bir yasal sinir ve limit deger belirlenmemistir; ancak
literatiirde peynir lizerine yapilmis calismalar degerlendirildiginde peynir icerisindeki
tim biyojenik aminlerin toplam miktar1 900 mg/kg sinirin1 gegmemesi gerektigi

sonucuna varilmigtir [76, 77].

Avrupa Birligi tarafindan belirlenmis olan yasalarda, histamin zehirlenmesinden
sorumlu baliklar i¢in, ¢ig balikta 100 mg/kg, tuzlanmis baliklar i¢inse 200 mg/kg

olarak belirlenmistir.

Amerika Birlesik Devletleri sinirlarinda, FDA tarafindan ve iilkemizde ise baliklarda
histamin seviyesinin 200 mg/kg iizerinde olmamasi gerektigi belirtilmistir. Diger
aminler i¢in toksik dozlar tam olarak belirlenmemekle beraber her 6giinde yaklasik

40 mg iizerinde biyojenik amin aliminin toksik etkilere sebep olabildigi

belirtilmektedir [77].

3.4 Fermente Gidalarda Bulunan Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler; proteince zengin ve fermente gidalarin {iretimi, islenmesi ve
depolanmas1 sirasinda ortam kosullarma bagli olarak olugmaktadir. Gidalarda
biyojenik amin olusumunun baslica sebebi amino asitlerin mikrobiyal
dekarboksilasyonudur ve en ¢ok olusan biyojenik aminler; histamin, putresin,
agmatin, kadaverin, tiramin, triptamin, B-feniletilamin, spermin ve spermidin olarak
siralanmaktadir [78].

Gidalarda biyojen amin olusumu, serbest amino asit varligi1 ve amino asit ¢esidiyle
yani gidanin dogasiyla iligkilidir bu nedenle protein bakimindan zengin gidalarin
mikrobiyal ve biyokimyasal aktivitenin miimkiin oldugu ortamlarda bulundugunda
biyojen aminlerin olusumu kaginilmazdir. Gidalarda bulunan biyojenik aminlerin
miktar1 ve ¢esidi, gida iiriiniindeki serbest amino asit varligi, dekarboksilaz aktivitesi

olan mikroorganizmalarmn ¢esidi ve sayisi ile ortam kosullarina baglidir [72-74, 78].
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Fermente gidalar; iilkemizde oldukga fazla tiiketilen, kendilerine 6zgii tadi olan ve
onemli yere sahip besinlerin olusturdugu gruba verilen isimdir; gidalarm tiikettigimiz
tada gelmesi icin mayalanmasi gerekmektedir. Yogurt, kefir ve peynir gibi siit
tiriinlerinin evde mayalanarak iiretilmesi de olduk¢a yaygimndir. Bu iriinlerin {iretim
basamaklart siitiin koagiilasyonu, siiziilme ve olgunlagmay1 igerir. Bu gibi gidalarin,
saglik agisindan faydali mikroorganizmalar icermeleri, yliksek besin degerlerine
sahip olmalar1 ve antioksidan oOzelliklerinden dolayr tiiketilmeleri tavsiye
edilmektedir. Fermente gidalarin, yiliksek oranlarda biyojenik amin igermelerinin
baslica sebebi, yiiksek oranlarda protein i¢ermeleri ve dekarboksilaz aktivitesine
sahip mikrobiyal flora tagimalaridir [79]. Bu mikrobiyal floranin mevsimsel ve
gidanin kendisine gore degisiklik gostermesi gida iirliniinde bulunan biyojenik amin

miktar1 ve ¢esidini etkilemektedir.

3.4.1 Peynir, yogurt ve kefir

Peynir; balikk ve balik {iriinlerinden sonra biyojenik amin olusumunun en fazla
gozlendigi gidadir [73, 78, 79]. Peynirlerin yiiksek oranda protein icermesi sebebiyle,
uzun siliren olgunlastirma prosesleri boyunca biyojenik amin olusumu i¢in uygun
kosullar meydana gelir. Olgunlastirma siireleri boyunca duyusal o6zellikleri
degismekte olan peynirde biyojenik amin olusumu sirasinda substrat gorevini
istlenen serbest amino asitler meydana gelmekte; bu durumda biyojenik amin
miktarinda artisa neden olmaktadir [78, 79]. Peynir, en ¢ok tiiketilen fermente
gidalarin basinda gelmektedir ve biyojenik amin igeriginin belirlenmesi ve tasidigi
amin miktarlar1 pek cok arastirmaci tarafindan arastirilmistir. Peynirlerde bulunan
baslica biyojenik aminler ve izole edilen mikroorganizmalar asagidaki ¢izelgede

gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 : Peynirden izole edilen mikroorganizmalar ve biyojenik aminler [76].

Gida Izole Edilen Mikroorganizmalar Biyojenik Aminler
Uriinii
Lactobacillus buchneri, Histamin, Kadaverin, Putresin,
Lactobacillus 30a, L. bulgaricus,  Tiramin, B-feniletilenamin,
Peynir L. plantorum, L. casei, L. Triptamin

acidophilus, L. arabinose,
Streptecoccus faecium S. Mitis,
Bacillus macerans
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Peynirden alinan biyojenik amin miktarlarinin ve g¢esidinin incelenmesi i¢in yapilan
caligmada, histaminin en ¢ok bulundugu gida iriinleri arasinda da {igiincii siraya
sahip peynirde, yaklasik 13-32,1 mg/kg histamin, 14,3 ile 35,3 mg/kg arasinda
putresin ve kadaverinin 47 ile 116,1 mg/kg arasinda almabildigi belirlenmistir.
Bununla birlikte peynirde olusan yiiksek miktarda histamin ve diger biyojen aminler
iiriiniin uygun ve hijyenik olmayan kosullarda iiretildiginin isareti olarak kabul
edilebilir. Yogurtta peynirde oldugu gibi siitten iiretilen fermente gidalardan biridir.
Hazir siizme yogurtlar oldugu gibi evde istenen tat ve kivama getirilen yogurtlar
uiretilmektedir; ancak burada hammadde Kkalitesi ile depolama kosullarmin 6nemini
arttirmaktadir. Fermantasyon gergeklesirken bakteriyel aktivitenin artmasi biyojen

aminlerin olustugu ortami saglamaktadir [79].

Gezging ve arkadaslari, ev yapimi yogurtlardan izole ettikleri mikroorganizma olan
Streptococcus thermophillus’un biyojen amin formasyonuna etkisini aragtirmislardir.
Sonug olarak ise yogurtta bu mikroorganizmanin diisiik miktarda histamin {irettigini
saptamiglardir. Somer; dayanikli yogurtlarin mikrobiyolojik 6zelliklerinin ve biyojen
amin igeriklerinin belirlenmesi amaciyla Tiirkiye icerisinde bes farkli ilden temin
ettigi siizme yogurtlarda yapmis oldugu calismalarda ¢ok diisiilk miktarda biyojen

amin belirlemistir [73].

Bir siit tirtinii olan kefir, etil alkol ve laktik asit fermantasyonu sonucu olusmaktadir.
Kefirin gida bilesenleri incelendiginde, iiretiminde kullanilan siitiin 6zellikleri ile
degiskenlik gosterdigi anlasilmis ve bir kefir i¢in gida bilesenleri ortalama %90 (w/v)
oraninda nem, % 0,2 yag, % 3 protein, % 6 seker, %0,7 kiil ve %1 oraninda etil alkol
laktik asit karisimini igerebilmektedir. Orta Asya iilkelerinde ve iilkemizde tiiketilen
kefirin yapimi yogurt yapimina benzerlik gostermektedir; ancak kefir sivi olarak
tilketilir. Sindirim sistemi mikroflorasmin diizenlenmesinde yardimci olan bu {irliniin
icerigi dikkate alindiginda sahip oldugu mikroorganizma ve serbest amino asit
olusumu basamaklar1 icermesi sebebiyle biyojenik amin olusmasinin kosullarini
hazirlamaktadir. Yapilan bir calismada cesitli hazir kefirlerin biyojenik amin igerigi
incelenmis ve poliaminlerden putresin, kadaverin, spermidin tiim Orneklerde

belirlenmis histamin ve tiramin bazi 6rneklerde belirlenmislerdir [73, 80].
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3.5 Fermente Gidalarda Biyojenik Amin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Gida iirlinlerinde olusan biyojenik aminlerin belirli degerlerin iizerinde tehlike
olusturmalar1 onlarm olusumunda etkili olan faktorlerin kontrol altmna alinmasini
gerektirmektedir. Fermente gidalarda biyojenik amin olusumunda etkili olan
faktorler incelenmis ve su sekilde belirtilmistir: substrat miktar1 (serbest amino asit

varlig1), pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonu ve hammadde kalitesi bu faktorlerdir
[73, 74, 78, 79].

Serbest amino asitlerin olusumu peynir, yogurt ve kefir gibi gidalarin tiimii i¢in
biyojen amin miktarmi etkileyen en onemli faktordiir. Siitten iiretilen bu gidalarin;
siitte reaksiyona girmeye hazir histidin amino asidinin oranmnin diisiik olmasina
ragmen siit proteinlerinin yiiksek oranda histidin icermesi bu faktoriin 6nemini
arttrmaktadir. Histidin ve diger proteinlerin serbest hale gelmesiyle amino asit
miktarmm  yiikkselmesi olayr olgunlasma sirasinda  gozlenen  proteolize
dayanmaktadir. Peynirler, histidin amino asidini histamine doniistiiren enzim histidin
dekarboksilaz aktivitesine sahip olduklarindan proteoliz asamasi histamin miktarinin

onemli derecede arttig1 asama oldugu bilinmektedir [73].

Peynirlerde ayrica olgunlagma siireleri de olduk¢a 6nemlidir. Bu siire icerisinde
stitiin pihtilagsmasina sebep olan enzimler, proteinlerin pargalanmasina yol agar bu da
protein ve ardindan amino asit miktarinda artisa neden olurken bu asamada sicaklik
kontrolii ve mikrobiyal aktivitenin diisiik oldugu hijyenik kosullarin saglanmasi

biyojen amin miktarinin kontrol altina alinmasina yardimc1 olur [79, 81].

Enzimatik ya da mikrobiyal aktivitenin en aza indirilmesi, biyojen aminlerin
olusumunun oniine gecilmesine yardimci olacagindan, depolama sicakligi kontrol
altinda tutulmalidir. Peynirlerin olgunlagsma siiresinin artmasi biyojenik amin
olusumu icin ortam saglayacagindan olgunlasma siiresi boyunca sicaklik kontrol
altma tutulmali ve ¢ok yiikseltilmemelidir. Yiiksek sicakliklar enzim aktivitesine
sahip mikroorganizma sayisin1 da arttiracagindan, biyojenik amin miktar1 da
artacaktir. Yogurt ve kefir gibi gidalarim depolanma ve paketlenme sicakliklar1 da bu
acidan 6nem tasimaktadir ve diisiik sicakliklarda saklanmalidir. 20 'C ile 37 'C

arasinda dekarboksilaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin olusumu artmaktadir
[74, 79, 81].
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Siit ve siit tiriinlerinde gidanm kalitesi hammadde olan siitiin kalitesi ve biyojenik
amin icerigiyle dogrudan iliskili oldugu icin pastorize edilmis siitler bu proseslerde

tercih edilmelidir.

Biyojen aminlerin olusumunu etkileyen bir diger faktor pH olmakla beraber diisiik
pH degerlerinin amino asit dekarboksilaz aktivitesini giiclendirdigi gézlenmistir. pH
4,0-5,5 aras1 amin olusumu i¢in optimum degerlerdir ve bu deger peynirin olusumu
sirasinda, siitlin pthtilagsma sirasindaki kendi pH degeri olan 5,0-6,5 degerlerine yakin
oldugundan diger faktérler kontrol altina alinmalidir. Histamin olusumu ile ilgili
kosullar incelendiginde pH 5,0’te, pH 7,0’ye gore histidin dekarboksilaz enzim
aktivitesinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir [74, 78, 79, 81].

Gida Triiniiniin depolanmas1 sirasinda NaCl yogunlugunun artis1 (yaklasik %5),
histamin olusumunda goérev alan histidin dekarboksilaz enzim aktivitesini azalttig

gbzlenmistir; ancak bu aktivite KNOj3 varliginda azalma géstermemistir [74, 76, 77].

3.6 Gidalarda Biyojenik Amin Analizi

Biyojenik amin miktarlar1 gida iirlinlerinin kalitelerinin belirtecidir. Bunu belirlemek
amaciyla gida iiretimi siiresince kullanilan hammaddelerinin, olusan ara {irtinlerin,
son 1Uriinin ve gida hazirlama proseslerinin  6zellikle fermente {iriinlerde

fermantasyon siirecinin kontrolii bu sayede yapilabilmektedir [75].

Bununla birlikte pek ¢ok iiriinde biyojenik amin igeriginin belirlenmeye
calisilmasmin amagclar1 siralanmak istendiginde bunlar arasinda yeni analiz metotlar1
iretmek ya da var olan metotlar1 gelistirmek, farkli iilke ve bolgelerde iiretilen
iirlinlerin biyojenik amin miktarlarin1 karsilastirmak, iirlinlerin iiretim, depolama ya
da paketlenme kosullarinin uygunlugunun denetlemek ve biyojenik amin miktari ile
onlarin olusumunda rol oynayan mikroorganizma sayis1 arasindaki iligkiyi

tanimlayabilmek yer almaktadir [19].

Bu tez ¢aligmasinda biyojenik aminlerin, TCA ile proteinlerin uzaklastirilmasmin
ardindan tek adimda ekstraksiyonu gergeklestirilmistir; ardindan drneklerin biyojenik
amin igerikleri dogrudan kapiler elektroforez cihazina enjekte edilerek yeni bir analiz

metodu gelistirilmistir.
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3.6.1 Kapiler elektroforez ile yapilan biyojenik amin arastirmalarn iizerine
literatiir incelemesi

Biyolojik olarak aktif biyojenik aminlerin gidalar igerisindeki nitel ve nicel analizi,
kapiler elektroforezin hizli analiz imkani sunmasi, hayli yiiksek etkinlikte ayirma
giici ve disik madde kullanimi gibi One ¢ikan avantajlar1 ve karistk Ornek
matrikslerine sahip Orneklerle c¢alisma imkant olmasit sebebiyle kapiler
elektroforezde gergeklestirilmektedir. Bu analizlerde en ¢ok kullanilmakta olan
kapiler elektroforez uygulama sekillerinin CZE ve MEKC oldugu literatiire
bakildiginda goriilmektedir. Calismalarin  biiyiik ¢ogunlugunu, indirekt UV

deteksiyonu ve floresan deteksiyonu ile yapilan ¢alismalar olusturmaktadir.

Erim ve grubu, biyojenik aminler i¢in MEKC yontemi gelistirmislerdir; kullandiklar1
yiiksiiz ylizey aktif madde yardimiyla olusturulan miseller yardimiyla nar eksisi ve
sarap Orneklerinde ve balik Orneklerinde bulunan biyojenik aminlerin analizi
gerceklestirilmistir. Gelistirilen yontemde floresan dedektor ile yapilan deteksiyon,

analitlerin tiirevlendirmelerinin ardindan gergeklestirilmistir [23, 25].

Literatiirde siklikla biyojenik aminlerin, bu caligmalarda oldugu gibi MEKC ile
tayin edilir; ancak son yillarda temassiz iletkenlik dedektorii ile yapilmis bazi

calismalar bulunmaktadir.

Iletkenlik dedektdrii kullanarak yapilan calismalarm ilki ¢dzeltiyle temas halinde
olan dedektor tercih edilmistir. 2006 yilinda, Kvasnicka ve grubu biyojenik aminler
iizerine ¢aligmislardir. Kullandiklar1 tampon ¢6zelti bilesimi 15 mM Histidin, 5 mM
Adiptik asit, 1,5 mM siilfirik asit, 0,1 mM ectilendiaminotetraasteik asit, %0,1
hidroksietilseliiloz, ve hacimce %50 metanol icermektedir. Incelenen peynir

orneginde yalnizca bir tane biyojenik amin tespit edilmistir [70].

Bir diger c¢aligmada ise farkli aminlerin ayrilmasi igin yeni bir CZE metodu
gelistirilmistir. Gong ve arkadaglar1 histamin i¢in deteksiyon limitini 266,4 ng/mL
olarak bildirmiglerdir [27].
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Li ve arkadaslar1 ise temassiz iletkenlik dedektorii kullanarak bazi igeceklerde
biyojenik aminlerin varligi incelenmistir. Gelistirilen yontemde 8 adet biyojenik
amin CZE ile 24 dakika igerisinde birbirlerinden ayrilmistir. 500 mM asetik asit ve
150 mM 18-crown-6 tamponu aywrma tamponu olarak secilmistir. YOntemin

deteksiyon sinir1 44,3-149 ng/mL degerleri arasinda bulunmustur [82].

Histaminin yiiksek miktarlara ¢ikabildigi balik iizerinde yapilan bir diger ¢aligmada
Thredgold ve arkadaslari, mikrogip kapiler elektroforez yontemi ile temassiz
iletkenlik dedektorii birlikte kullanilmistir. Bu yontemde, histamin dondurulmus
balik 6rneklerinde incelenmistir. Tampon ¢ozelti pH degeri 6,03 olarak ayarlanmustir

ve bu yontemde dedeksiyon limiti 0,43 mg/L olarak belirlenmistir [83].
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Malzeme ve Yontemler

4.1.1 Kullamlan kimyasallar
Kadaverin (Cad), histamin (His) ve putresin (Put) Sigma Aldrich’ten (Steinheim,
Almanya); spermidin (Spd), Fluka’dan (Buchs, Almanya) temin edilmistir.

Tris(hidroksimetil)-aminometan ~ ve  sodyum  hidroksit =~ Merck’den, -
hidroksiizobiitirik asit (HIBA) Fluka’dan, L-Histidin, SHS’den temin edilmistir.
MES ( 2-(N-morfolin)etansiilfonik asit), Sigma Aldrich’ten almmistir. Diger biitiin

kimyasallar analitik safliktadir.

Gida iirtinlerinden tam yaglh beyaz peynir ve hazir yogurt yerel marketlerden temin

edilmis diger gida 6rnekleri ev kosullarinda hazirlanmastir.

4.1.2 Standart cozeltilerin hazirlanmasi

Biyojenik aminlerin standart ¢ozeltileri saf su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
Her bir biyojenik amin i¢in yaklasik 1000 ppm olacak sekilde ana stok ¢ozeltileri, 4
mL saf su igerisinde hazirlanmis; ardindan her bir ana stok ¢ozeltisi 100 ppm olacak
sekilde ikincil stok ¢ozeltilerine seyreltilmistir. Tiim ¢ozeltiler 4 ‘C’ de laboratuvarda
bulunan buzdolabinda saklanmistir. Her ¢alisma giinii standart ¢ozeltiler stoklardan

seyreltilerek yeniden hazirlanmistir.

4.1.3 Gida orneklerinin hazirlanmasi

Peynirin analizi Oncesinde kati haldeki peynir kalibi ezilerek homojen hale
getirilmigtir. Tim gida Ornekleri analiz Oncesinde, proteinlerin ¢oktiirtilerek
uzaklastirilmasi ve biyojenik aminlerin ekstrakte edilmesi i¢in %6 (w/v) 10 mL TCA
cozeltisi ile muamele edilmistir. Olusan siispansiyonlar dnce iki dakika boyunca
vorteks karstirict yardimiyla karigtirilmig; ardindan 2000 rpm hizla 15 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen berrak ¢ozelti, katisindan Whatman No 41
filtre kagidi yardimiyla filtrelenerek ayrilmistir.
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Ekstarksiyon igleminin yeniden uygulanmasma gerek duyulmadigr yapilan
denemeler ile go6zlenmis; biyojenik aminlerin ekstraksiyonunun tek asamada
gerceklestigi anlasilmistir. Elde edilen 6rnek ekstrakti deiyonize su ile 10 mL toplam
hacme tamamlanmig; Ornekler belirlenen en uygun seyreltme oranmi olarak 1/25
oranina uygun olarak su ile seyreltilmis ve mikrofiltrelerden gegirilerek cihaza

dogrudan enjekte edilmistir.

4.2 Cihazlar ve Calisma Kosullar

Analizler, Prince Technologies (Emmen, Netherlands) firmasma ait kapiler
elektroforez cihazi ve buna baghh Trace Dec marka temassiz iletkenlik dedektorii
kullanilarak gerceklestirilmistir. Veri analizleri DAx 8.0 Data Acquisition and
Analysis programi kullanilarak yapilmistir. Tiim ¢6zeltiler, Elga Purelab Option-7-15
model sistemi ile elde edilen ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir. Tampon
cozeltilerin pH degerleri Thermo Scientific Orion Dual Star marka pH metre ile
ayarlanmistir. Kullanilan silika kapiler kolon, Polymicro Technologies’den (Phoenix,

AZ, Amerika) temin edilmistir.

Analiz igin, i¢ ¢ap1 50 pum toplam uzunlugu 80 cm, etkin uzunlugu 65 cm olan
herhangi bir islem gérmemis silika kapiler kullanilmistir. Silika kapiler kolon, ilk
kullannmindan 6nce 1000 mbar basing altinda 30 dakika boyunca 1 M NaOH ile
sartlanmis ardindan 10 dakika su ile muamele edilmistir. Her giin baslarinda, 1000
mbar basing uygulanmasiyla 1 M NaOH ile 15 dakika ardindan su ile 10 dakika ve
tampon ¢ozelti ile 10 dakika yikanarak sartlanmistir. Enjeksiyonlar arasinda kapiler
kolonun temizlenmesi adina sirasiyla 0,1 M NaOH, su ve tampon ¢ozelti ile ikiser

dakika yikanmistir.

Ornekler hidrodinamik enjeksiyon ile 60 mbar basingta 6 saniye siire ile anodik uctan
enjekte edilmistir. Ayirma sirasinda 28,0 kV potansiyel uygulanmus ve sicaklik 20 °C
‘de sabit tutulmustur. Trace Dec marka temassiz iletkenlik dedektoriiniin uyguladigi
caligma voltaji -12 Db ve sinyal doniistiiriicii %100 gain olacak sekilde ayarlanarak

calisilmastir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1 Metot Optimizasyonu

5.1.1 Tampon ¢ozelti kompozisyonunun optimizasyonu

CE i¢in metot gelistirilmeden once analiz edilecek bilesiklerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri bilinmelidir. Bu c¢alismada biyojenik aminlerin ayrilmasi igin asidik
tampon ¢ozeltilerin kullanilmasi1 tercih edilmektedir; bu sayede pozitif yiikli
poliaminler, basit ve pratik bir sekilde CZE yontemiyle tayin edilebilir [70]. Bu
calismada yiiksek pKa degerlerine sahip, bazik biyojenik aminlerin katyonik tiirler

haline gelmesi asidik bir elektrolit ¢6zelti secilmesiyle saglanmaistir.

Bununla beraber, iletkenligin ¢ok yiliksek olmadigi tampon ¢6zelti kullanimi Joule
1s1si1 minimum diizeyde tutmay: sagladigindan temassiz iletkenlik dedekorleri ile
tayin gerceklestirildiginde oOnemlidir. Yiiksek tampon ¢Ozelti konsantrasyonlari
zemin giriiltiisiinde karasizliga sebep oldugu i¢in elektrolit ¢6zelti konsantrasyonu

cok yiikseltilmemistir.

CE teknigi ve iletkenlik deteksiyonu birlestirildiginde, katyonik tiirlerin ayrilmasi
i¢in en ¢ok kullanilan tampon ¢ozelti bilesiminin farkli konsantrasyonlarda MES/His
karisimi oldugu goriilmektedir [59]. Bu tampon ¢o6zeltiler ile direkt ya da indirekt
sekilde iletkenlik deteksiyonu yapilabilmektedir. Bu tez c¢alismasinda biyojenik
aminlerin iyi bir rezoliisyonla ayrilmasi bu tampon kompozisyonlarinda miimkiin

olmadigia karar verilmistir.

Tampon ¢ozelti se¢cimi yapilirken bazi asidik tamponlar denenmistir. Bu maddeler
arasinda formik asit, sitrik asit ve asetik asit yer almaktadir. Bu tamponlar ile etkin
bir sekilde ayrim saglamamakla beraber pik sinyalleri olduk¢a diisiik oldugundan
baska kimyasallar ile denemeler yapilmistir. Glisin ve a-hidroksiizobiitirik asit
(HIBA) ile yapilan caligmalarda, tampon ¢ozelti olarak, en iyi pik simetrisi ve

yiiksek sinyaller sagladigmdan HIBA se¢ilmistir.
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Tampon ¢ozelti konsantrasyonu belirlenirken 5 ile 50 mM arasit HIBA ile dort
biyojenik amin karisimi cihaza enjekte edilmistir. En iyi rezoliisyonun saglandigi

konsantrasyon 15 mM HIBA olarak belirlenmistir.

Yiiksek HIBA konsantrasyonlari zemin giiriiltiisiinde artisa sebep olurken, ¢ok diisiik
HIBA konsantrasyonlar1 biyojenik aminler arasi rezoliisyonun diigmesine neden

olmustur.

HIBA ile hazirlanan tampon ¢o6zelti ile tek basina c¢alisildiginda analitlerin gog
stirelerinde kaymalar meydana geldigi gozlenmis ve ayirma etkinligini diismiistiir bu
sebeple tampon ¢ozeltiye polimerik madde ilavesi ile EOA hizinin azaltilarak hem
yiiksek ayirma etkinligi elde edilmistir hem de tekrarlanirlik saglanmistir. Kapiler i¢
duvarmdaki negatif yiikklenmenin azalmasi ile EOA hizinin yavaslatilmasi amaciyla,
HPMC (Metilhidroksipropil seliiloz) tercih edilmeden 6nce alkol ilavesi (metanol),
Polivinilpirolidon (PVP) ve hidroksietil seliiloz (HEC) ile ¢alismalar yapilmistir.
HPMC tercih edilmesinin baslica sebebi zemin giliriiltiisiinde kararsizliga sebep

olmamasi ve ¢cok az madde ilavesi ile EOA hizini etkilemis olmas1 gelmektedir.

HPMC, miktar1 belirlenirken kiitlece %0,01 ile 6 arasi degerler denenmis en ideal
ayrim en az maddenin ilave edildigi %0,01 oraninda elde edilmistir. Daha fazla

oranda ilave edilen HPMC, analiz siiresinin uzamasina neden olmaktadair.

5.1.2 Tampon cozelti pH degerinin belirlenmesi

Optimum pH degerinin belirlenmesi biyojenik aminlerin analizleri i¢in oldukga
onemlidir. Bazik o0zellik goOsteren biyojenik aminlerin pKa degerleri yliksek
oldugundan yiikli tiirler haline gelmeleri saglanmustir; bunun igin asidik tamponlarin
tercih edilmesi dnemlidir. Kullanilan dedektor sebebiyle bazi kisitlamalara gidilmesi
gerektiginden tampon ¢ozelti pH degeri Tris ile ayarlanmistir; bu sayede tampon
cozelti iyonik siddeti ve iletkenligi cok fazla yiikselmedigi i¢in zemin giiriiltiisiinde
karasizliklarin minimum diizeyde tutulmasi saglanmis ve kapiler icerisinde Joule 1s1s1
oldukea diisiik seviyede kalmistir. Zemin giiriiltiisiiniin en kararlt oldugu pH degerini
bulmak adma 2,9 ile 6 degerleri arasi tampon ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Yiiksek pH
degerlerinde EOA hiz1 artmus ve rezoliisyon diismiistiir. En optimum ayrim pH 3,57

olarak belirlenmistir.
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Belirlenen en uygun tampon ¢ozelti bilesimi; 15 mM HIBA, kiitlece % 0,01 HPMC
pH 3,57 olarak belirlenmistir. Asagidaki sekilde optimum ayirma sartlarinda standart

biyojenik aminlere ait elektroferogram gosterilmistir.
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Sekil 5.1 : 1 mg/L standart biyojenik aminlere ait elektroferogram
Ayirma sartlar1 15 mM HIBA, %0,01 HPMC, pH=3,57
(S: sistem piki, Spd: Spermidin, Put: Putresin, His: Histamin, Cad: Kadaverin).

5.2 Metot Validasyonu

5.2.1 Kalibrasyon dogrularinin ¢izilmesi

Uygun tampon ¢6zelti kompozisyonu belirlendikten sonra dort biyojenik amin i¢in
pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlardan lineer kalibrasyon dogrulari
olusturulmustur. En kiiclik kareler yontemi ile korelasyon sabiti degerleri
hesaplanmistir.  Asagidaki cizelgede kalibrasyon grafigi i¢in kullanilan

konsantrasyon araliklari, korelasyon sabitleri ve kalibrasyon denklemleri verilmistir.

Cizelge 5.1 : Biyojenik aminlerin kalibrasyon dogrusu verileri.

Biyojenik Amin Lineer Arahk re Kalibrasyon Denklemi
(mg/L)

Spermidin (SPD) 0.2-6.0 0.9991  y=9.008E-06x + 6.85E-07
Putresin (PUT) 0.2-6.0 0.9996  y=15.32E-06x - 6.46E-08
Histamin (HIS) 0.2-6.0 0.9986  y=10.966E-06x - 7,67E-07

Kadaverin (CAD) 0.2-6.0 0.9981 y= 14.6E-06x + 3.37E-06
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5.2.2 Tekrarlanabilirlik ¢cahsmalar

Yontemin tekrarlanabilirlik calismalar1 1 mg/L, biyojenik aminlerden olusan
karigimin ayni giin 5 kez arka arkaya enjeksiyonu ile yapilmistir. Gog siireleri ve
diizeltilmis alan tekrarlanabilirliklerinin % bagil standart sapma degerleri;
hesaplanmis; gog siireleri i¢in spermidin, putresin, histamin ve kadaverin ig¢in
strastyla % 0,24 , % 0,25, % 0,26 ve % 0,28 diizeltilmis alan i¢inse % 4,25, % 2,39,
% 3,92 ve % 2,35 olarak bulunmustur. Giinler arasindaki tekrarlanabilirlik
calismalar1 ise 3 ayr1 giin 5 kez arka arkaya verilen standart ¢ozelti ile yapilmis; %
bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Analitlerin go¢ siireleri i¢in bagil
standart sapma % 1,62 ile % 2,91 arasinda bulunmus olup diizeltilmis alanlar igin ise
% 3,15 ile % 8,14 arasinda bulunmustur.

5.2.3LOD ve LOQ degerleri

LOD (dedekte edilebilen en kiiclik konsantrasyon) ve LOQ (tayin edilebilen en
kiigiik konsantrasyon) sinyal/ giiriiltii oraninin sirasiyla, 3 kati1 ve 10 kat1 olacak
sekilde her amin i¢in iki ayr1 enjeksiyona ait sinyal/biiyiikliik oranlarindan

hesaplanip ortalamalar1 alinarak hesaplanmistir. Degerler asagidaki cizelgede

verilmistir.
Cizelge 5.2 : Biyojenik aminlere ait LOD ve LOQ degerleri.
Biyojenik Amin LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
Spermidin (SPD) 29,08 96,95
Putresin (PUT) 22,79 75,98
Histamin (HIS) 31,60 105,34
Kadaverin (CAD) 23,13 77,10

5.3 Yontemin Gida Orneklerine Uygulanmasi

Fermente gida ornekleri Boliim 4.4‘de agiklandigi gibi hazirlandiktan sonra elde
edilen ekstraktlar 0,20 um capindaki mikrofiltrelerden filtrelenmistir. Tiim gida
ornekleri i¢in uygun seyreltme miktarmin belirlenmesi i¢in farkli oranlarda
seyreltilen Ornekler cihaza enjekte edilmis ve en uygun seyreltme oranmin 1/25
oldugu belirlenmistir. Standart biyojenik amin karigimi seyrelmis 6rnek iizerine ilave

edilerek drneklerin icerisinde bulunan biyojenik aminler ve yerleri belirlenmistir.
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Asagidaki ¢izelgede gidalarda bulunan biyojenik amin miktarlar1 verilmistir. Sekil
5.2,5.3,5,4 ve 5,5 ile belirlenen optimum sartlardaki sirasyla peynir, hazir yogurt, ev

yapimi yogurt ve ev yapimi kefir ekstraktlarina aittir.

Cizelge 5.3 : Fermente gidalarda tespit edilen biyojenik amin miktarlari.

Gida Uriinii Spermidin Putresin Histamin Kadaverin
(mg/kg + SS)* (SPD) (PUT) (HIS) (CAD)
Beyaz Peynir - 43,07 (+ 0,06) 27,49 (£0,01) 22,70 (= 0,01)
Hazir Yogurt - 47,35 (= 0,05) 55,18 (= 0,06) 34,83 (£ 0,08)
Ev Yapimi Yogurt - 58,06 (£0,24) 2779 (£022) 12,56 (+0,02)
Ev Yapimi Kefir - 47,69 (£0,13) 30,82 (= 0,11) 24,08 (+0,07)

* n=2, SS: Standart Sapma.
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Sekil 5.2 : 1/25 oraninda seyreltilmis beyaz peynir ekstraktinin optimum sartlardaki

elektroferogramu (S: sistem piki, 1: Putresin, 2: Histamin, 3: Kadaverin).
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Sekil 5.3 : 1/25 oraninda seyreltilmis hazir yogurt ekstrakatinin optimum sartlardaki
elektroferogramu (S: sistem piki, 1: Putresin, 2: Histamin, 3: Kadaverin).
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Sekil 5.4 : 1/25 oraninda seyreltilmis ev yapimi yogurt ekstraktinin optimum

sartlardaki elektroferogrami (S: sistem piki, 1: Putresin, 2: Histamin, 3: Kadaverin).
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Sekil 5.5 : 1/25 oraninda seyreltilmis ev yapimi kefir ekstraktinin optimum

sartlardaki elektroferogramui (S: sistem piki, 1: Putresin, 2: Histamin, 3: Kadaverin).

Yontemin giivenilirliginin test edilmesi amaciyla 6rnekler lizerinde tekrarlanabilirlik
caligmalar1 yapilmistir. Ayni giin igerisinde O6rnegin 5 kez art arda enjeksiyonu
yapilarak hesaplanan % Bagil standart sapma degerleri go¢ siireleri i¢in % 0,79 ile

0,88 arasinda diizeltilmis alan i¢inse % 4,15 ile 5,78 olarak hesaplanmistir.

5.4 Metodun Dogrulugunun Tespit Edilmesi

Gergek orneklere farkli konsantrasyonlarda ilave edilen biyojenik amin standartlari
ile geri kazanim galismalar1 yapilarak metodun dogrulugu saptanmistir. Asagidaki
cizelge 5.4 iki farkli konsantrasyonda gergeklestirilen geri kazanim sonuglarini
gostermektedir. iki enjeksiyonun ortalamas1 alnmis, standart sapma degerleri

parantez icerisinde belirtilmistir.

Cizelge 5.4 : Fermente gidalarda biyojenik aminlere ait geri kazanim sonuglari.

Spermidin Putresin Histamin Kadaverin
(SPD) (PUT) (HIS) (CAD)
Eklenen miktar 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L
Geri Kazamm % 95,90 (£0,19) % 104,65(= 0,32) % 97,50(=0,21) % 94,70 (+ 0,36)
*(SS)
Eklenen miktar 2 mg/L 2 mg/L 2 mg/L 2 mg/L
Geri Kazanim % 93,75 (£ 0,06) % 88,73(+0,10) % 91,30(x=0,06) % 93,15 (+0,21)

*(S9)

* n=2, SS: Standart Sapma.

51



Sekil 5.6’da standart biyojenik amin karigiminin O6rnek {iizerine ilave edilmis

elektroferogrami verilmistir.

a5 4.0 ' 4.' 5 ' 5.0 5.5
Faman (dk)

Sekil 5.6 : a. 1/25 Seyreltilmis peynir 6rnegine 2 mg/L olacak sekilde ilave edilen
biyojenik amin standardinin elektroferogrami b. 1/25 seyreltilmis beyaz peynir
elektroferogrami (Optimum ayirma sartlar1 altinda; S: sistem piki, Spd: Spermidin,

Put: Putresin, His: Histamin, Cad: Kadaverin).

5.5 Sonuc¢larin Yorumlanmasi

Bu tez c¢alismasinda; zahmetsiz ve basit bir ektraksiyonun ardindan disiik
konsantrasyonlarda bulunan biyojenik aminlerin, fermente gidalarda dogrudan tayini

icin yeni bir metot gelistirilmistir.

Kullanilan deteksiyon yontemi ile asidik tampon ¢6zelti ortaminda pozitif yiikli hale
gelen bazik bilesikler olan biyojenik aminlerin direkt olarak C’D dedetorii
yardimiyla dedekte edilmesine olanak saglamistir. Bu sayede uzun saatler siiren
tiirevlendirme reaksiyonlarma gerek kalmadigi gibi ¢ogu zaman hassas olmayan
indirekt yontemlerin uygulanmasma da gerek duyulmamistir. Gelistirilen bu
yontemde Ornekler i¢in fazladan herhangi bir 6n islem uygulanmamis; biyojenik
aminler TCA ¢ozelisi ile basit bir ekstraksiyonun ardindan kazanilmistir. Yontem

oldukg¢a kisa ve pratik drnek hazirlama basamagi icermektedir.
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Analiz oldukga hizli bir sekilde gergeklestirilmis ve 5,5 dakika kadar kisa bir siirede
dort biyojenik aminin birbirlerinden yiiksek etkinlikte ayrilmistir. Lineer kalibrasyon
dogrulart olusturulan dort biyojenik amin icin olduk¢a yiiksek r® degerleri
bulunmustur. Gelistirilen yontemin validasyonu ve metodun dogrulugu iizerinde
caligiimistir. Elde edilen sonuglarin kapiler elektroforez igin kabul edilebilir aralikta
oldugu gorilmistir. Geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar ise

gelistirilen metodun gida 6rnekleri lizerinde uygulanabilir oldugunu gostermistir.

Gelistirilen bu yeni metot i¢in deteksiyon limitleri karsilastirildiginda, literatiirde
bulunan bazi ¢aligmalara kiyasla daha diisiik degerlere inilmistir. Literatiirde CE-C'D
ile sinirli sayida galisma olmakla beraber bu c¢alisma ilk kez biyojenik amin
olusumuna elverisli olan gidalardan peynir, yogurt ve kefirin birlikte biyojenik amin
iceriginin analizini ger¢eklestirmis ve ev yapimi ile endiistriyel olarak hazirlanan
fermente gidalar biyojenik amin icerikleri hakkinda bir karsilastirma yapma imkani
sunmustur. En yiiksek biyojenik amin igerigi hazir yogurtta tespit edilmistir.
Spermidinin hi¢bir fermente gida iiriinlinde bulunmamis olmasi spermidin olusmas1
icin uzun depolama siirelerinin gerektigi konusundaki diisiinceyi desteklemektedir.
Putresin miktarinin ev yapimi yogurtta daha fazla olmasi bakteriyel kaynakl
olabilecegine isaret etmektedir. Bu ¢alisma hizli, kolay uygulanabilir, basit bir 6rnek
hazirlama prosediirii iceren, giivenilir ve tekraralanabilir bir yOntem ortaya
koymaktadir ve bu yontem ile diger gida triinlerinin biyojenik amin igerikleri de

belirlenebilir.
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