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MISEL ELEKTROKiNETjK KROMAT[OGRA.Fi - LIF YON’[EMiYLE '
SARAP VE NAR EKSiSi ORNEKLERINDE BIiYOJENIiK AMIN TAYINi

OZET

Biyojenik aminler, ilgili amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu sonucu
olusurlar. Biyojenik amin igerigi yiiksek olan gidalarin fazla miktarda tiiketimi; bas
agrisina, bulantiya, sicak basmasina, terlemeye, kizarikliklara, yiiksek veya al¢ak kan
basincina ve sindirim sorunlarina sebep olabilir. Biyojenik aminler 6zellikle balik
tirinleri, et tirtinleri, peynirler, biralar, saraplar gibi mayali gidalarda bulunabilirler.

Gliniimiizde, saraplarin biyojenik amin igerikleri dnem kazanmustir. Bir ¢ok iilke,
ithal saraplarin biyojenik amin igeriklerine smirlama getirmistir. Uziimdeki biyojenik
amin miktari; liziim cesidine, toprak tipine ve giibreleme prosediiriine gore ¢esitlilik
gostermektedir. Saraplarda ise alkolik fermantasyon, malolaktik fermantasyon ve
olgunlagsma sirasinda biyojenik aminler olusabilir. Saraplardaki bu olusum hijyenik
olmayan kosullardan da kaynaklanir. Diger yandan, son yillarda nar meyvesi (Punica
granatum) sagliga yarar1 sebebiyle dikkat ¢ekmektedir. Nar eksisi, nar suyunun
icindeki sekerin karamelize olmasii saglayip suyunun ucurulmasi ve agir agir
kaynatilmas1 sonucu elde edilen koyu bir serbettir. Orta Dogu ve Akdeniz
mutfaginda salatalara sos olarak kullanilmaktadir. Nar eksisinin {iretim
basamaklarinda biyojenik amin olusumundan siiphelenilmektedir.

Biyojenik aminlerin sarap ve nar eksisi gibi gida drneklerde miktart azdir ve analizi
matris etkisi sebebiyle basit degildir. Kapiler elektroforez yontemi oldukga yeni bir
ayirma yontemidir. Yiiksek ayirma etkinligi, hizli olmasi ve diisiik 6rnek kullanimi
temel avantajlarindandir. Misel elektrokinetik kromatografi, kapiler elektroforez
yontemlerinden biridir. Bu calismada, sarap Orneklerinin ve nar eksisi 0rneginin
biyojenik amin igerikleri yliksiiz misel elektrokinetik kromatografi yontemi ile
belirlenmis, lazer indiiklenmis floresans dedeksiyon ile dedekte edilmistir.
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BIOGENIC AMINE ANALYSIS IN WINES AND POMEGRANATE
MOLASSES BY NONIONIC - MICELLAR ELECTROKINETIC
CHROMATOGRAPHY METHOD COUPLED TO LIF DETECTOR

SUMMARY

Biogenic amines are derived from microbial decarboxylation of the corresponding
amino acids in food products. Consumption of food containing high amounts of
biogenic amines may cause headaches, nausea, hot flushes, cold sweat, red rash, high
or low blood pressure, and digestive problems. Biogenic amines can be found in a
variety of foods, beverages and fermented foods, such as fish products, meat
products, cheeses, fermented fruits, beers and wines.

Recently, the amounts of biogenic amines gain great interest in wine products. Many
countries put a limitation in the biogenic amine contents of imported wines. The
amounts in grape vary with grape variety, soil type and fertilization. Biogenic amines
may be formed during alcoholic fermentation, malolactic fermentation and
maturation of wines. Biogenic amine formation during wine process is attributed
mainly to bad hygiene conditions. On the other hand, pomegranate fruit (Punica
granatum) has taken great attention for its health benefits in the last years.
Pomegranate molasses are deeply concentrated syrup made by slow boiling of the
pomegranate juice to a sticky, syrupy form. This syrup is used as a delicious dressing
for salads and vegetables in Middle Eastern-Mediterranean kitchen. It would be
expected that some biogenic amine formation might happen during molasses
production.

Analytical determination of biogenic amines is not simple because wine is a complex
matrix and biogenic amines are usually present at low levels. Capillary
electrophoresis is a comparatively new separation method. The main advantage of
the method is its high separation efficiency, its speed and its very low sample
consumption. Micellar electrokinetic chromatography is a mode of capillary
electrophoresis. In the present study, the biogenic amin contents of wine samples and
pomegranate molasses were determined by a nonionic micellar electrokinetic
chromatography method coupled to laser-induced fluorescence detection.
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1. GIRIS

Elektroforez, tampon ¢d6zelti icerisindeki yiikli parcaciklarin elektriksel alan
varhiginda farkli hizlarda gocline dayanan bir ayirma yontemidir. Bu ydntem ilk
olarak Isve¢ kimyager Arne Tiselius tarafindan 1937 yilinda serum proteinleri

calismasinda kullanilmistir ve 1948 yilinda Nobel Odiilii’ne layik goriilmiistiir [1].

Elektroforez, analitik olarak ayrimi zor olan bir¢cok analite uygulanabilir. Bu yontem;
anorganik iyonlar, kiral molekiiller, organik asitler, amino asitler, vitaminler,
karbonhidratlar, peptitler, proteinler, niikleik asitler ve diger bircok tiirlin ayirimi i¢in

uygundur.

Elektroforezin ayirma yontemlerinden temel farki elektrik alan uygulanmasidir.
Elektriksel alan, o6rnekteki yiiklii taneciklerin elektrodlardan birine dogru gogiine
sebep olur ve go¢ hizi bu taneciklerin yiik/biiytlikliikk oranina gore degisir. Bu sayede
biyoteknoloji endiistrisinde, biyokimyasal ve biyolojik arastirmalarda yaygin olarak

bulunan yiiklii makromolekiillerin ayrimi miimkiin olmaktadir [2].

Kapiler elektroforez, elektroforezin gii¢lii ayirrma mekanizmasi ve enstriiman teknigi
ile kromatografinin otomasyon kavraminin birlesimi olarak diisiiniilebilir. Bu yontem
giinlimiizde gelismeye devam etmektedir. Arastirmacilar genis kullanim alani, hizh
ayirim saglamasi, hem analiz hem dedeksiyona uygunlugu, yiikksek ayirma giicii ve

az miktarda madde kullanimi sebebiyle bu yontem iizerinde yogunlagsmaktadirlar.

Biyojenik aminler, amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu sonucu olusan
bilesiklerdir. Biyojenik aminler ¢ok farkli gida iiriinlerinde olusabilir ve hassas
kisilerde saglik acisindan risklidir. Biyojenik amin icerigi yiiksek olan gidalarin fazla
miktarda tiiketimi; bas agrisina, bulantiya, sicak basmasina, terlemeye, kizarikliklara,
yiiksek veya algak kan basincina ve sindirim sorunlarina sebep olabilir [3]. Biyojenik
aminler 6zellikle balik {irtinleri, et {irlinleri, peynirler, biralar, saraplar gibi mayali

gidalarda bulunabilirler.

Saraplarda aminlerin varligi aromada olumsuz etkiye sebep olur. Aym1 zamanda,

saraplarmn alkol icerikleri biyojenik amin hassasiyetini arttirir. Uziimdeki biyojenik



amin miktari; iiziim ¢esidine, toprak tipine ve giibreleme prosediiriine gore cesitlilik
gostermektedir. Saraplarda ise alkolik fermantasyon, malolaktik fermantasyon ve
olgunlasma sirasinda da biyojenik aminler olusabilir. Saraplardaki bu olusum

hijyenik olmayan kosullardan kaynaklanir [4].

Diger yandan, son yillarda nar meyvesi (Punica granatum) sagliga yarar1 sebebiyle
dikkat c¢ekmektedir. Yapilan c¢alismalar narin antidiabetik, antibakteriyel,
antiinflamatuar, antiviral ve antikarsinojenik etkilerini kanitlamistir [5]. Bu etkilerin
temel kaynagi nar meyvesinin antioksidan kapasitesidir [6]. Nar eksisi, nar suyunun
icindeki sekerin karamelize olmasimi saglayip suyunun ugurulmasi ve agir agir
kaynatilmast sonucu elde edilen koyu bir serbettir. Orta Dogu ve Akdeniz
mutfaginda salatalara sos olarak kullanilmaktadir. Nar eksisinin {iretim

basamaklarinda biyojenik amin olusumundan siiphelenilmektedir.

Biyojenik aminlerin sarap ve nar eksisi gibi gida drneklerde miktar1 azdir ve analizi
matris etkisi sebebiyle basit degildir. HPLC yontemi, gidalarda biyojenik amin
iceriginin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Kapiler
elektroforez yontemi ise oldukga yeni bir yontemdir. Yiiksek ayirma etkinligi, hizl
olmasi1 ve diisiik 6rnek kullanimi temel avantajlarindandir. Bu avantajlardan, sarap
tiretim basamaklarinda biyojenik amin miktarini tespit etmek ve gerekli onlemleri

almak i¢in yararlanilabilir.

CE metodu ile sarap dahil c¢esitli gidalarin biyojenik amin igerikleri iizerine
calistimistir. Kapiler elektroforezde MEKC yontemi ile aminlerin etkin ayirimi
gerceklestirilmigtir. Ancak, biyojenik aminlerin UV absorpsiyon dedeksiyonuna
verdigi cevap diisiiktiir. CE sisteminin lazer indiiklenmis floresans dedektor [7,8,9]

ve MS [10,11] birlesimi dedeksiyon limitlerinde belirgin iyilestirme saglamistir.

Bu ¢alismada biyojenik aminlerin sarap ve nar eksisinde olusumunu takip etmek ve
kantitatif miktarlarin1 tayin etmek icin kapiler elektroforez yontemlerinden misel
elektrokinetik kromatografi yontemi kullanildi [12]. Yiiksiiz bir misel ortaminda
ayrilan ve bir floresans boya ile tiirevlendirilen biyojenik aminlerin hassas tayini
lazer indiiklenmis floresans dedektorle gerceklestirildi. Yontem sarapta ve nar
eksisinde biyojenik amin tayini i¢in uygulandi. Sarap drneklerinde tiramin, spermidin

ve putresin nar eksisinde ise kadaverin tespit edildi.



2. KAPILER ELEKTROFOREZ

Elektroforezde ayirim elektrik alan altindaki ¢ozeltilerin farkli hizlarda gogiine
dayanir. Kapiler elektroforezde, elektroforez teknigi 25 ile 75 um i¢ ¢apina sahip
tampon c¢ozelti gegen kolonlarda uygulanir. Kapiler kolonun temel avantaji Joule
istnmasindan kaynakli etkilerin azalmasidir. Kapiler kolonun elektrik direnci yliksek
oldugundan, az bir 1sinmayla, 10 ile 30 KV arasi yiiksek voltajda caligmaya
uygundur. Ayrica genis yiizey alanin hacme orani olusan 1sinin yayilmasini saglar.
Yiiksek elektrik alan kullanimi; analiz siiresinin kisa olmasi, ayirma etkinliginin ve
rezoliisyonun artmasi gibi avantajlar saglar. Degisik ayirma mekanizmalar1 ve
secicilik saglayan gesitli ayirma yontemleri, 1 ile 50 nL arasindaki az miktarda
madde kullanimi, nicel analiz ve otomasyona uygunlugu sebebiyle kapiler

elektroforez 6nemli bir ayirma teknigi olarak gelismektedir [13].

2.1 Kapiler Elektroforez Terimleri

2.1.1 Elektroforetik mobilite

Elektroforezde ayirim, maddelerin elektrik alanda farkli hizlarda gogiine dayanir.
Elektrik alani arttirmak iyonlarin go¢ hizini arttirir ve ayirim hizlanir. Ancak ayirma
etkinligi bu durumdan etkilenebilir. Elektrik alanda bir iyonun hizi asagidaki

esitlikler ile verilir.

v =k (2.1)
v=u VL1 (2.2)
Burada,

v = iyonun hizi
u. = elektroforetik mobilite
E = elektrik alan

IV = uygulanan voltaj



L = kapiler uzunlugu

Esitlikten gorildigii gibi; bir iyonun hizi, uygulanan elektrik alan ve iyonun
elektroforetik mobilitesi ile dogru orantilidir. Elektrik alan arttirildiginda hiz
artacaktir. Elektrik alan, uygulanan voltaj ve kapiler uzunlugunun (volt/cm) bir
fonksiyonudur. Elektroforetik mobilite ise verilen iyon ve ortam igin iyonun

karakteristigi olan bir sabittir.

Iyonlarin sahip olduklar elektroforetik mobilite, elektrik kuvveti (FE) ve ortamdaki

siirttinme kuvvetiyle (FF) orantilidir.

Elektrik kuvveti (F)

2.3
He X Siirtinme kuvveti (Fr) 23)
Elektrik kuvveti,
Fp =qE (2.4)
Kiiresel oldugu varsayilan bir iyonun siirtiinme kuvveti ise,
Fr = — 6llgrv (2.9)

esitligi ile verilir.

q = iyonun yiikii

1 = ¢ozeltinin vizkositesi
T = lyonun yaricapl

v = iyonun hizi

Elektroforez siiresince iki kuvvetin dengede oldugu hal olusur. Bu kuvvetler esit

fakat zittir.
FE = - FF
qE = 6llyrv (2.6)

Bu esitlik hiza gore ¢oziiliip esitlik (2.1) ile birlestirilince, mobiliteye ait esitlik elde

edilir.

pe = q/6llgr (2.7)



Esitlikten anlasildigi iizere, kiiciik ve/veya yiikii fazla olan taneciklerin mobiliteleri
fazla iken biiylik ve/veya yiikii az taneciklerin mobiliteleri azdir. Viskozitesi sabit bir
ortamda mobilite, yiik/biiylikliik oranina baghdir ve bu oranda farklilik yaratilan
taneciklerin ayrimi gergeklestirilebilir. Tanecikler farkli pKa degerlerine sahip

olduklarinda, pH kontrolii saglanarak da ayirim gerceklestirilebilir [14].

2.1.2 Elektroosmotik akis

Kapiler elektroforezdeki en temel kavramlardan biri

elektroosmotik akastir.
Elektroosmotik akis, elektrik alan uygulanmasi sonucu i¢ kapiler duvarinda olusan

cift tabaka yiikiiniin (Sekil 2.1) sebep oldugu bir hacim akisidir.
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Sekil 2.1 : Kapiler duvarn ¢ift tabakas.

pH 2’nin iizerinde ¢alisildiginda silika kapilerin i¢ duvari negatif yiiklenir. Bunun

nedeni silanol gruplarinin disosiye olmasidir.
SiOH (k) <> SiO-(k) + H+(aq)
Yiik dengesini olusturan karsit iyonlar (genellikle katyonlar) ise cift tabakayi

olusturarak duvara ¢ok yakin bir bolgede potensiyel farka sebep olurlar. Bu
potansiyele zeta potansiyeli denir [2].

Kapiler kolona voltaj uygulandiginda, iyonlar sulu ¢o6zeltide hidratize halde
olduklarindan ¢oziiciiyii de stiriikleyerek kapiler iginde bir elektroosmotik akis (EOF)
olusur. Bu akis katoda dogrudur.

Elektroosmotik akis, hiz ve mobilite tiirlinden belirtilebilir.

Vgor = (€ /ME (2.8)

teor = (€¢/m) (2.9)

Vgor = elektroosmotik akis hizi



Ueor = elektroosmotik akis mobilitesi
€ = ortamin dielektrik sabiti
{ = zeta potansiyeli

Elektroosmotik akis hizi genel olarak enjekte edilen analitlerin elektroforetik
mobilitelerinden biiyiiktiir. Normal kosullar altinda akis anottan katoda dogrudur. Bu

akisla, tiim tiirler yiiklerine bagli olmaksizin katoda dogru stiriiklenirler.

Katyon ve anyonlarin hizlari; elektroforetik mobilitelerine, ortamdaki elektroosmotik

akisa ve uygulanan elektrik alana bagl olarak asagidaki esitlikteki gibi degisir.

Vi = (fo +U4) E (2.10)
Vo = U E (2.11)
Vo= (fo —u-)E (2.12)

v =iyonun hizi

Katyonlar kendi mobilitelerine eklenen EOF etkisiyle en hizli hareket eden
taneciklerdir. Notral tanecikler EOF hizinda birbirlerinden ayrilamadan katoda
varirlar. Anyonlar ise anoda dogru bir mobiliteye sahip olmalarina ragmen

elektroosmotik akis esliginde katoda vardiklarindan en yavas taneciklerdir.

Elektroosmotik akisin diger bir 6nemli 6zelligi ise diiz akis olmasidir (Sekil 2.2a).
Akist ilerleten kuvvet kapiler boyunca diizenli dagilmistir ve herhangi bir basing
degisimi olmadigindan akis diize yakindir. Diiz akis, analitlerin dagilimina sebep
olmamasi sebebiyle dik ve simetrik pikler saglar. Bu nedenle CE’in ayirim etkinligi
yiiksektir. D1s basincin itici giic oldugu HPLC’de ise laminar akis gozlenir (Sekil

2.2b). Laminar akis, pik genislemesine neden olur [13].

AN

Sekil 2.2 : (a) Elektroosmotik diiz akis (b) Basingla saglanan laminer akis.



2.1.2.1 Elektroosmotik akisa etki eden faktorler

Basarili sonu¢ eldesi igin elektroosmotik akis kosullari optimize edilmelidir.
Elektroosmotik akis kontrolii, kapiler yiizey yiikiinii ve tampon viskozitesini

ayarlamay1 gerektirir. Elektroosmotik akisa etki eden faktorler asagidaki ¢izelgede

verilmisgtir.
Cizelge 2.1 : EOF’e etki eden faktorler [13].
Degisken EOF'e etkisi
Elektrik alan artig1 EOF 1
Tamponun pH artis1 EOF 1

Iyonik kuvvet veya

tampon derisimi artisi EOF |
Sicaklik artigi EOF 1 ( degisimi nedeniyle)
Organik ¢oziicii ilavesi EOF | (su fazinda calisildiginda)

Pozitif yiklii ylizey aktif ilavesi EOF terse gevrilir

Negatif yliklii yiizey aktif ilavesi EOF 1

2.1.3 Goriinen mobilite ve gog siiresi

Bir analitin dedeksiyon noktasina ulasana kadar gegirdigi siireye gog siiresi (t) denir.
Tanecigin goriinen mobilitesi, goc siiresi ve diger deneysel veriler kullanilarak

hesaplanabilir.

U, =Ll/(tE) = LL/(tV) (2.13)
Hg = He + Hgor

V' = uygulanan voltaj

[ = kapilerin etkin uzunlugu

L = kapilerin toplam uzunlugu
t = gbg sliresi

E = elektrik alan



EOF varliginda olgiilen mobilite goriinen mobilite (u,) olarak adlandirilir.
Elektroforetik mobilite (pe) ise notral isaretleyici kullanilarak EOF hizi belirlenip

hesaplanir. Formamid ve aseton sik¢a kullanilan nétral isaretleyicilerdir.

Kapilerin etkin uzunlugu, enjeksiyon noktasindan dedeksiyon noktasina kadar olan

uzakliktir.

2.1.4 Ayirma etkinligi

Ayirma etkinligi, diger kromatografik yontemlerde oldugu gibi, teorik tabaka sayisi
(N) ile ifade edilir.

N = (l/o)? (2.14)
[ = kapilerin etkin uzunlugu

o = pikin standard sapmasidir.

Teorik plaka genisiligi (HETP);

H = (l/N) (2.15)
seklinde ifade edilir.

Ayrilan piklerin elektroferogrami kullanilarak N degeri, genellikle cihazlarin veri
degerlendirme programi ile hesaplanir. Teorik plaka sayist bir elektroferogramdan
yararlanilarak da belirlenebilir. Bunun i¢in asagidaki esitlik kullanilir.

N = 5,54 (t/ wy, )2 (2.16)
t= gog¢ stiresi

wy /, = yari yiikseklikteki pik genisligi

2.1.5 Pik genislemesi

Enjekte edilen 6rnek bantlarinin genislemeden dedektore ulasmasi istenir. Kapiler
elektroforezde bant genislemesine neden olan en 6nemli etken kapiler boyunca
difizyondur. Diflizyonun pik genislemesine etkisi, varyans cinsinden asagidaki

esitlik ile verilir.

0% = 2Dt (2.17)

D = analitin difiizyon katsayisi



t = pikin gelis stiresi

Esitlikten anlasildigi gibi, gog¢ siiresi kisaldikca ve maddenin diflizyon katsayisi
kiictildiikce bant genislemesi az olacaktir. Kapiler elektroforezde uygulanan yiiksek
voltaj (yiiksek elektrik alan) go¢ siirelerinin kisalmasini ve analitin kapiler i¢inde az
stire gegirip fazla diflizyona ugramamasini saglar. Protein ve DNA gibi diisiik
difiizyon katsayisina sahip biiyiik molekiiller, kiigiik molekiillere gore difiizyondan
daha az etkilenmektedirler. Bu nedenle CE’de protein ve DNA ayirmalarinda, ¢ok

yiiksek teorik plaka sayilarina ulasmak miimkiin olur [15].

Kapiler elektroforezde, boyuna difiizyona ilaveten, difiizyona sebep olan bir¢ok
bagka etken vardir. Bunlar arasinda en onemlileri; kapiler icinde bolgesel sicaklik
farkliliklarina sebep olan Joule 1sinmasi, enjeksiyon ve dedeksiyon bdlgesindeki pik
genislemeleri, analitin kapiler duvarina adsorpsiyonu nedeniyle pik genislemesi,
enjeksiyon ¢ozeltisi ile ayirma elktrolitinin iletkenlik farki nedeniyle olusan

elektrodispersiyon sayilabilir [13].

Joule 1s1s1, etkin bir termostat sistemiyle kontrol edilebilir. CE’de genellikle 6rnek
¢ok ince bir bolge olarak enjekte edidiginden, enjeksiyon ve dedeksiyon bolgesindeki
pik genislemeleri ¢ok onemli degildir. Adsorpsiyon nedeniyle pik genislemesi,
ozellikle protein gibi yiiklii ve biiylik molekiillerde problem teskil eder. Bu etki, ug
pH degerlerinde ¢alismak veya kapiler i¢ duvarimmi farkli polimerlerle kaplamak
yoluyla giderilebilir. Elektrodispersiyon ise, o6rnek bolgesi ile tampon bolgesi

arasindaki iletkenlik farkliliklar: kontrol edilerek azaltilabilir.
2.1.6 Rezoliisyon (Ayrisma)

Bir ayirma yonteminde temel amag¢ 6rnek bilesenlerinden elde edilen piklerin tam
olarak birbirinden ayrilmasidir. Iki pikin birbirinden ayrilmasinin 6lgiisii olan

rezoliisyon asagidaki esitlikle verilir.

2t —t) -t

R
wy + w, 4o

(2.18)

t = gbg sliresi
w = siire olarak pikin taban genisligi

o = zamana ait standart sapma



2.2 Kapiler Elektroforez Yontemleri

Simdiye kadar ayirma prensibi anlatilan, kapiler elektroforezin en basit sekli olan
kapiler zon elektroforezdir (CZE). CZE’de iyonik tiirler yiik/biiyiikliik oranlarina
gore birbirinden ayrilir. CE’in CZE ile benzer cihaz tasarimini kullanan ¢ok farkl
modlar1 vardir. Kapiler elektroforezin bu farkl tipleri ile yalniz yiiklii partikiilleri
degil, notral bilesikleri de birbirinden ayirmak veya analitleri sadece biiyiikliiklerine

gore ayirmak miimkiin olur [13].

Bu yontemlerin temel ayirma esaslar1 Cizelge 2.2’de toplanmistir. Bu kisimda,

calismada kullanilan misel elektrokinetik kromatografi yontemi ayrintili olarak

verilecektir.
Cizelge 2.2 : Kapiler elektroforez yontemleri [2].

Yontem Aywrma Esast

Kapiler Zon Elektroforez Analitlerin yiik/biiyiikliik farkliliklart

Elektrokinetik Kromatografi Analitlerin ayirma elektrolitine eklenen
katki maddesi ile farkli kimyasal
etkilesimi

Misel Elektrokinetik Kromatografi Analitlerin misel ile farkli hidrofilik -
hidrofobik etkilesimi

Kapiler Jel Elektroforez Analitlerin biyiikliik farkliliklar ile jel
gozeneklerinden gegisi

Izoelektrik odaklanma Analitlerin izoelektrik nokta farkliliklar

Izotakoforez Analit ile iki farkli tampon iyonlar
arasindaki mobilite farki

Elektrokromatografi Analitlerin kapiler igine doldurulan sabit

faz ile siv1 faz arasinda farkli dagilimi

2.2.1 Misel elektrokinetik kromatografi

Misel elektrokinetik kromatografi (MEKC), elektroforez ile kromatografinin
birlesimidir. 1984 yilinda Terabe tarafindan tanitilan bu yontem, en ¢ok kullanilan
CE yontemlerinden biridir. En 6nemli avantaji1 ise yiiklii taneciklerin yani sira notral

taneciklerin ayirimina olanak saglamasidir.
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MEKC ile notral tanecik ayirimi, calisma tamponuna yiizey aktif madde
eklenmesiyle gerceklestirilir. Kritik misel konsantrasyonu iistiinde yiizey aktif madde
molekiilleri kiimelesir ve misel denilen yiginlari olusturur. Miseller genellikle
kiireseldir. Sulu ortamda, hidrofobik kuyruklart merkeze dogru yonelmis yiikli ug
kisimlar1 tampona dogru yonelmistir. Ayirimi saglayan ise notral taneciklerin
yapilarindaki hidrofilik ve hidrofobik gruplarin miseller ile olan etkilesimidir [16].

Miseller yiiklerine bagli olarak, EOF yoniinde veya EOF’ye zit yonde hareket

ederler.

( ) Hidrofilik anyonik
¢ — veya katyonik u¢
2
c
P
; Hidrofobik cekirdel:

T
O_M_M_x AW \/\/\/\/\PO

Sekil 2.3 : Sulu fazda bir miselin goriintisii.

SDS gibi anyonik yiizey aktif maddeler EOF’ye zit yonde olacak sekilde anoda
dogru goc¢ ederler. EOF hizi, notral veya bazik pH degerlerinde, misellerin gog
hizindan fazla oldugu i¢in net hareket EOF yoniindedir. Kromatografik olarak, goc
sirasinda miseller analit molekiiller ile hidrofobik, hidrofilik ve elektrostatik olarak

etkilesebilir.

Notral taneciklerin hidrofobik gruplar1 fazla ise, zamanlarinin ¢ogunu misel i¢inde
gecirecekler, hidrofilik gruplar1 fazla ise daha c¢ok ¢oziicli fazda zaman
gecireceklerdir. Sonu¢ olarak notral maddeler yapilarinda bulunan hidrofilik ve
hidrofobik gruplarin oranlarina bagli olarak misel faz ile ¢oziicii faz arasinda

paylasima ugrarlar.

MEKC’de kullanilacak miselin fiziksel ozellikleri (biiytikliik, yiik, geometri)
ayarlanarak secicilik degistirilebilir. Yiizey aktif maddeler; katyonik, anyonik,
yiiksiiz, ¢iftiyon veya bunlarin karisimi  seklinde olabilir. Ayrica, tampon
konsantrasyonu, pH ve sicaklik degistirilerek veya iire, metal iyonu, kiral segici gibi

katkilar eklenerek segicilik degistirilebilir.
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Kromatografik yontemlerde oldugu gibi, organik ¢oziiciiler eklenerek misel ile analit
aras1 etkilesim azaltilabilir. Metanol, asetonitril ve 2-propanol gibi ¢oziiciiler
MEKC’de sik¢a kullanilan organik katkilardir. Tampon ¢6zelitinin % 50’sinden fazla

eklenen organik ¢oziiciiler, misel yiginlar1 bozabilir.

2.3 Kapiler Elektroforez Cihazimin Kisimlari

Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi sekil 2.4’te verilmistir.

Kapiler Kolon Bilgisayar

_I Omek Bolmesi

NV VN
Anot m

= — Katot

Tampon Cozelti Tampon Cozelti
Yiiksek Voltaj
Kavnagi

Sekil 2.4 : Kapiler elktroforez cihazinin sematik gdsterimi.
2.3.1 Ornek enjeksiyonu

Kapiler elektroforezde yiiksek etkinlik elde etmek amaciyla ¢ok kiiclik hacimlerde
enjeksiyon yapilir. Enjekte edilen 6rnegin bant uzunlugunun ideal degeri, toplam
kapiler uzunlugunun % 1 ile % 2’si arasindadir. Bu da kapilerin boyuna ve i¢ ¢apina
gore, birkag milimetre uzunluga veya 1 ile 50 nL hacme karsilik gelir. Boylece az

miktarda 6rnek harcanir [13].

Ornek enjeksiyonlar1 hidrodinamik veya elektrokinetik olarak yapilir. Jel
elektroforez gibi 6zel bazi durumlar harici hidrodinamik enjeksiyon daha cok
kullanilir. Hidrodinamik enjeksiyonda 6rnek, kapilerin enjeksiyon kismindan basing
uygulanarak, kapiler ¢ikisindan vakum uygulanarak veya sifon etkisi (enjeksiyon

haznesi ¢ikis haznesinden yiiksekte tutularak) ile kolon icersine yiiklenebilir.

Hidrodinamik enjeksiyon i¢in enjeksiyon hacmi Hagen-Poiseuille’nin denkleminden

hesaplanabilir.
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V = APIlr4/8yL (2.19)
AP = kapiler boyunca olusan basing farki (dyn.cm-2)

r = kapilerin i¢ ¢ap1 (cm)

t = enjeksiyon siiresi (s)

1) = tampon viskozitesi (dyn.s.cm™)

L = kapilerin toplam uzunlugu

Elektrokinetik enjeksiyonda, drnek haznesi ile ¢ikis tampon haznesi arasina ¢ok kisa
siireli ve calisma voltajindan daha diisiikk bir voltaj uygulanarak 6rnek yiiklenir.
Analit, hem go¢ yolu ile hem EOF’nin pompalama etkisi ile kapiler i¢ersine girer.

Elektrokinetik enjeksiyon i¢in enjeksiyon hacmi asagidaki esitlikten hesaplanabilir.

Q = (Me + Hpop)VIIr2Ct/L (2.20)

i, = analitin elektroforetik mobilitesi
Ugor = EOF mobilitesi

V' = uygulanan voltaj

r = kapiler cap1

C = analit derisimi

t = sure

L = kapilerin toplam uzunlugu

Elektrokinetik enjeksiyonun tekrarlanirligi hidrodinamik enjeksiyona gore daha

azdir. Enjekte edilen madde miktar1 analitlerin elektroforetik mobilitelerine baglidir.
2.3.2 Kapiler kolon

Ideal bir kapiler kolon kimyasal ve elektriksel olarak inert, UV-GB’de saydam,
esnek, direngli ve ucuz olmalidir. Bu 6zellikleri tasiyan eritilmis silika kapiler
elektroforez i¢in uygun kolon ¢esididir. GC kolonlarinda oldugu gibi, kapiler kolon
koruyucu tabaka olarak poliimid kaplanmistir. Kaplama, kolonun dayanikli ve kolay
kullanilabilir olmasini saglar. Dedeksiyon igin poliimid kaplamanin bir kismi

yakilarak uzaklastirilir ve dedeksiyon penceresi olusturulur.
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Eritilmis silika kapiler, 10-200 pm i¢ capa ve ¢esitli dig ¢aplara sahiptir. En ¢ok
kullanilan ise i¢ ¢ap1 25-75 um, dis ¢ap1 350-400 um olan kolonlardir. Genellikle 50-
75 cm arasi etkin uzunluga sahiptirler. Toplam uzunluk ise, enstriiman o6zelligine
gore (dedektorden ¢ikis haznesine olan uzakliga gore), etkin uzunluktan 5-15 cm

daha uzun olmalidir.

[k defa kullanilacak bir silika kapiler ilk énce 1M NaOH ile ardindan su ve ¢alisma

tamponuyla da yikanarak sartlandirilir.
2.3.3 Yiiksek voltajh gii¢ kaynagi

Tipik bir CE sisteminde uygulanan voltaj en fazla 30 kV ve akim 200-300 mA

arasidir. Yapilan calismanin tekrarlanirhigi uygulanan voltajin kararliligiyla yakindan

alakalidir.

Cihazlarin bircogunda sabit akim yerine sabit voltaj uygulanmasi tekrarlanabilirligin
daha iyi olmasini saglar ve sicaklik kontroliiniin yapilmadigr durumlar i¢in 6nemli
bir avantaj saglar. Ciinkii ¢ozelti sicakliginin artmasi mobilitenin de artmasina neden
olur. Tamponun mobilitesi bu durumdan etkilenir ve ¢6zeltinin iletkenligi degisir.
Sabit akimli bir kaynak ile sicakligin artmasi sonucu otomatik olarak voltaj diigmekte

ve alikonma siireleri ¢ok az etkilenmektedir [17].
2.3.4 Dedeksiyon

Kapiler elektroforezde kullanilan dedeksiyon yontemleri, dedeksiyon smurlari,

avantaj ve dezavantajlari asagidaki cizelgede dzetlenmistir.

2.3.4.1 Lazer indiiklenmis floresans dedektor

Lazer indiiklenmis floresans (LIF) spektroskopik bir yontemdir. Bu metotta
incelenecek tanecikler lazer ile uyarilmaktadir. Uyarilan tanecikler bir siire sonra,
genellikle birka¢ nanosaniye ile mikrosaniye arasi siirede, temel hale donerler ve
uyarilan dalga boyundan daha biiyiik bir dalga boyunda emisyon yaparlar. Bu 151k,

floresans olarak Olgiiliir.

Bu yoOntemin absorpsiyon spektroskopisinden avantajli yani, floresans sinyalinin
giiriiltli sinyaline oraninin biiyilk olmasidir. Bu durum hassasiyetin fazla olmasinm
saglar. Yontem, bu ¢aligmada oldugu gibi nanomolar cinsinden derisimlerin kantitatif

hesabina basariyla uygulanabilir [18].
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Cizelge 2.3 : Kapiler elektroforezde dedeksiyon yontemleri [13].

Yontem Dedeksiyon Sinir1 (molar) Avantajlar ve Dezavantajlar
UV-GB 10°-10® * Kapsamli

Absorpsiyon * Diyot ile spektral dedeksiyon
Floresans 107-107 * Hassas

* Ornek tiirevlendirmesi gerektirir

Lazer 1074-107° * Cok hassas

Indiiklenmis * Ornek tiirevlendirmesi gerektirir
Floresans * Pahali

Amperometri 101%-10™ * Hassas

*Sadece elektroaktif analitlere uygun

* Ozel kapiler modifikasyonu gerekli

Tletkenlik 107-10°® * Kapsamli

* Ozel kapiler modifikasyonu gerekli
Kiitle 10°%-10° * Hassas
Spektrometresi * Yap1 hakkinda bilgi saglar

* CE-MS sisteminde arayiiz olarak

kullanilir

Lazer 1smin ii¢ boyutlu 6zellikleri, CE ile uyumlu olmasimi saglar. Lazer
uygulamalarinda en keskin sinirlama ucuz lazerlerin dalga boyunun ayarlanabilir
olmamasidir. Bu sebeple amaca uygun farkli dalga boyundaki lazer secilmelidir. CE
ve HPLC uygulamalarinda sik¢a kullanilan lazer tipleri ¢izelge 2.4’te listelenmistir

[19].

Cizelge 2.4 : Lazer tiirleri.

Lazer Dalga boyu (nm)
HeNe 543, 632

Ar” 488, 514, UV
Diyot  645-480 vb.

Floresans veya absorbans dedeksiyonun dezavantaji, tiim analitlerin UV-VIS (180-
800 nm) bolgede floresans veya absorbans yapan kromofor grup igermemesidir. Bu

analitler i¢in direk dedeksiyon miimkiin degildir. Bu tip analitlerin dedeksiyonu;
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kromofor grup igeren bir bilesik ile tiirevlendirilmesi, bagka bir dedeksiyon

yonteminin kullanilmasi veya dolayli dedeksiyon ile miimkiin olmaktadir.
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3. BiYOJENIK AMINLER

Biyojenik aminler, organizmalar i¢in azot kaynagidir ve hormon, alkoloid, niikleik
asit ve protein sentezi igin baslatict olarak gorev alirlar [20]. Bitki ve hayvan
metabolizmasinda iiretilirler. Bunun disinda biyojenik aminler insan viicuduna
hayvansal ve bitkisel gidalarla disardan alinirlar. Gidalarda biyojenik amin olusumu
gida bozunmasinin bir gostergesi olarak alinir. Gidalarda biyojenik amin varligi gida
giivenligi acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. insan viicuduna alman biyojenik amin
miktarmin artmasi toksik etkileri ortaya cikarir. Ozellikle hassas kisilerde saglik
acisindan risklidir. Biyojenik amin igerigi yiiksek olan gidalarin fazla miktarda
tilkketimi; bas agrisina, bulantiya, sicak basmasina, terlemeye, kizarikliklara, yliksek
veya algak kan basincina ve sindirim sorunlarina sebep olabilir [3]. Biyojenik
aminler ozellikle balik iiriinleri, et tirlinleri, peynirler, biralar, saraplar gibi mayali

gidalarda bulunabilirler.

Gidalardaki, biyojenik aminler, kimyasal olarak alifatik (putresin, kadaverin,
spermin, spermidin), aromatik (tiramin, b-feniletilamin) veya heterosiklik (histamin,

triptamin) yapida olabilirler [21].

Biyojenik aminler amino asitlerin dekarboksilasyonu sonucu olusurlar. Amino asit
dekarboksilasyonu alfa-karboksil grubunun uzaklasmasiyla meydana gelir [22].
Amino asitlerden karbondioksitin ayrilmasiyla bu amino asidin amini olugmaktadir.
Bu olay organizmaya 0zgii enzimlerle olabildigi gibi mikrobiyal olarak da
gerceklesebilmektedir. Amino asitlerden karbondioksitin ayrilmasina
dekarboksilasyon, ilgili enzime de dekarboksilaz ismi verilir [23].

NH, NH;

dekarboksilaz

enzimi
R—E':—COH > R CH, + CO,

Sekil 3.1 : Amino asitlerin dekarboksilasyonu.

Biyojenik aminlerin olusumu serbest amino asitlerin varligi, dekarboksilaz aktivitesi
yiiksek mikroorganizmalarin gelisimi ve dekarboksilazlar i¢in uygun kosullarin var

olmasi faktorlerine baglidir.
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Biyojenik amin olusumu ortamin pH’smi yiikseltmekte bu da mikroorganizmay1
asidik ortam etkisinden korumaktadir [24]. Baz1 biyojenik aminlerin, ilgili amino

asitlerinden olusumu asagidaki sekilde verilmistir.

o COz

N Y
e OH _/ e
Hg ff NHz g HgmHz

Histidin Histamin

COH COz
m F/‘ " MH ;
HO HO -

Tirosin Tiramin

DFMO —|. ODC
CO2

H2N+/\/\/ HzN+

(CH32)3NH,
_\ SPD synthase

HN/\/\ P H,N*
HN

(LA \ SPM synthase
HN N\ W w/\/ HoN'°
HN
Sekil 3.2 : Bazi biyojenik aminlerin olusumlari [25].
3.1 Biyojenik Aminlerin Etkileri

Bircok biyojenik amin insan ve hayvanlarin fizyolojik fonksiyonlarinda énemli rol
oynar. Bazi aminler insanlarda hormon olarak etki gosterirler. Kan sirkiilasyonunun
diizenlenmesinde, transmitter madde olarak sinir sisteminde ve diiz kaslarda 6nemli
rol oynarlar [26].
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Histamin ve tiramin doku hormonlaridir. Histaminin en onemli etkisi damarlarin
genislemesi ve mide sekresyonunun artmasi, alerjik reaksiyonlarin belirmesidir.
Histamin organizmada lokal kanamalar1 diizenleyici olarak da etki eder. Tiramin kan

basincini yiikseltir ve diiz kaslari uyarir [26].

Histaminin diger etkileri de damar diiz kaslarin1 gevsetmesi, damar dis1 yapilarin diiz
kaslarini biizmesi ve dig salgi bezlerini (tiikriik, gézyasi, brons mukozasi, bagirsak
mukosazi1 bezleri ve pankreasin dis salgisi) uyarmasidir. Damarlar histamin etkisine
en duyarli yapilardir. Histamin damar genislemesi sonucu kan basincini diistiriir. Bu
durumu tolere etmek isteyen kalp atis1 ise yasami tehdit edecek boyutlara ulasir. Yiiz,
boyun ve gdgsiin tist kisminda cilt damarlari belirgin sekilde genisler, kan akis1 artar
ve kizariklik goriiliir. Beyin damarlarinin genislemesi ile de zonklayici nitelikte bas

agris1 hissedilir [26].

Spermin genellikle hayvanlar ve bitkilerde, putresin ve spermidin ise birgok
bakteride goriiliir. Bu aminler niikleik asit fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, DNA
ve RNA’nin makromolekiiler yapisinin katyon stabilitesinin saglanmasinda, protein
sentezinde ve membran stabilizasyonunda onemlidir. Bitkilerde putresin, spermidin
ve spermin hiicre boliinmesi, ¢igek agma, meyve gelisimi gibi fizyolojik olaylarla
iligkilidir [27].

Biyojenik aminlerin bu fonksiyonlari yaninda baska etkileri de vardir. Enzimatik
olmayan esmerlesme olayinda etkilidirler. Niikleik asit, alkoloid ve protein
sentezinde azot kaynagidirlar. Gidalarin kalite kontroliinde tamamlayici unsur olarak
gorev alirlar. Bu nedenle de gidalarda biyojenik amin varligi hem gidanin bozulmasi

hem de gida giivenligi agisindan 6nem tasimaktadir [28].

Biyojenik aminler gidalarla aliminda yiiksek oranlarda tiiketilmedik¢e veya bireyin
dogal katabolizma mekanizmasi sinirli veya genetik olarak kusurlu olmadik¢a saglik

tehlikesi olusturmaz [22].

Bireysel alerjik durumlarda veya monoaminoksidaz inhibitorlerinin mesgul olmasi
halinde biyojenik aminler viicutta birikir. Biyojenik amin zehirlenmesinin tipik
semptomlari ishal, bulanti, bas agrisi, hiper veya hipotansiyondur. Hastaligin teshisi
hastalarda goriilen semptomlara, baslama zamanina ve antihistamin tedavi etkisine
dayalidir. Siipheli gida, biyojenik amin seviyesini belirlemek amaciyla bir iki saat

icinde analize alinmalidir.
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En ¢ok rastlanan biyojenik amin zehirlenmesi histaminden kaynaklanmaktadir.
Scomberescidae ve Scombridae familyasina dahil olan uskumru, palamut, ton balig1
gibi baliklarin tiiketilmesiyle sik¢a goriildiigii i¢in ‘histamin zehirlenmesi’ veya
‘scombroid zehirlenmesi’ admi alir. Cok sik rastlanan bir diger biyojenik amin
zehirlenmesi  de  peynirlerde  yaygin  olarak  bulunabilen  tiraminden
kaynaklanmaktadir [27].

Baz1 biyojenik aminlerin farmasotik etkileri asagidaki cizelgede verilmistir.

Cizelge 3.1 : Biyojenik aminlerin farmasétik etkileri [29].

Amin Olustugu bilesik  Farmasotik etkisi

Histamin Histidin Adrenalin ve noradrenalin miktarin
artirir, sensorleri ve motor ndronlan
uyarir, gastrik asit salgilanmasini kontrol
eder

Tiramin Tirozin Kan sgekeri seviyesini, solunumu artirr,
migrene neden  olur, noradrenalin
seviyesinin artmasina neden olur, kalp

atislarim hizlandirir.

Putresin Ornitin ve Lisin Hipotansiyona neden olur, diger aminlerin
Kadaverin toksik etkisini artirir
B-Feniletilamin Fenilalanin Noradrenalin seviyesinin artmasina neden

olur, kan basmncuu artirir, migrene neden
olur.

Triptamin Triptotan Kan basicini artirr.

Biyojen aminlerin toksisitesi ile ilgili kesin limitler vermek c¢ok zordur. Tiiketilen
gidanin ¢esidi, miktar1 ve amin igerigi gibi faktorler ile inhibitdrlerin varlig
biyojenik aminlerin toksisitesi ile ilgili limitlerin belirlenmesini giiglestirmektedir.
Bir 6glinde alinan 40 mg lizeri biyojenik aminin potansiyel olarak toksik oldugu

diistintilmektedir [29].

Bunlarin disinda, biyojenik aminlerden putresin ve kadaverin gida iiriinlerine ilave

edilen nitroz asit ile kansorojen nitrozaminleri olusturabilir [4].
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HNO2 + RR'NH = RR’N-N=0 + HZO

HNOQ + HZN\/\/\NHz — HZN\/\/\N/N:::O + HO
H

Sekil 3.3 : Biyojenik aminlerden nitrozamin olusumu.
3.2 Sarapta Bulunan Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler; peynir,et, balik, bira ve sarap gibi iirlinlerde olusmaktadir [30,31].
Ancak bunlarin dedeksiyonu sarap ve meyve sularindaki kompleks matris ve diigiik

biyojenik amin miktarlari sebebiyle kolay degildir.

Uziimdeki biyojenik amin miktar1; iiziim gesidine, toprak tipine ve giibreleme
prosediirine gore cesitlilik gostermektedir. Saraplarda biyojenik aminler siradan,
alkol fermantasyonu sirasinda mayalardan ve malolaktik fermantasyonu
gerceklestiren bakterilerden kaynaklanmaktadir. Ayrica sarapta bulagsma yoluyla
bulunan Klebsiella ve Proteus gibi enterik bakteriler de biyojenik amin olusumuna
yol agabilmektedir. Hijyenik kosullarda iiretilen saraplarda ise biyojenik amin

diizeyleri ¢ok diisiiktiir ya da bulunmaz [4].

Alkol fermantasyonundan sonra meydana gelen malolaktik fermantasyon, kirmizi
saraplarda ve bazi beyaz saraplarda gereklidir. Bunun temel sonucu, malik asit
dekarboksilasyonu yoluyla malik asidin giderilmesi ve ikincil mikrobiyal
metabolizma ile duyusal kalitenin gelistirilmesidir. Ancak saraplarda meydana gelen
malolaktik fermantasyonla biyojenik amin diizeyinin artisinin baglantili oldugu

bulunmustur [32].

Sarapta birka¢ amino asit dekarboksile edilebilmektedir. Bunun sonucunda histamin,
tiramin, putresin, spermidin, kadaverin ve feniletilamin olusmaktadir. Ozellikle
histamin, tiramin ve putresin saraplarda en sik karsilagilan biyojenik aminlerdir.
Amin diizeyi, mikroflora ve alkol fermantasyonundan sonra sarabin amino asit
bilesimi ile yakindan iliskilidir. Uziim ¢esidi ve asmanin beslenmesi siranin bilesimi
tizerinde etkili faktorlerdir. Maya metabolizmasi da bilesimi etkilemektedir. Ayrica
saraplar, maya tortusu ile muhafaza edilirse laktik asit bakterileri, hidrolize ve

dekarboksile etmek icin daha fazla peptid ve serbest amino asit bulmaktadir. Bu
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durum, tortu ile uzun siire temasta kalan saraplarda daha yiiksek biyojenik amin

diizeylerine yol agmaktadir [32].

Diger gida triinleriyle karsilastirildiginda saraplarda biyojenik aminler daha diisiik
miktarlarda bulunmaktadir. Ancak alkollii i¢eceklerde; etanolle biyojenik aminler

arasinda olusan sinerjik etkiden dolay1 bu bilesiklerin toksik etkisi artmaktadir [33].
3.2.1 Sarapta biyojenik amin miktarim etkileyen faktorler

Saraplarda aminlerin olusumu yalnizca belirli mikroorganizmalarin varligina bagh

olmayip, bir¢ok faktérden etkilenmektedir. Bu faktorleri soyle siralayabiliriz;
a. Sarap iiretim prosesinin teknolojik kosullari ve hammaddenin kalitesi,
b. Siradaki serbest amino asit igerigi,

c. SO, diizeyi,

d. pH,

e. Kirmiz1 sarap tliretiminde mayse fermantasyonunun siiresi,

f. Bentonit uygulamasi,

g- Ugucu asit konsantrasyonu,

h. Malolaktik fermantasyonun yogunlugu,

i. Sicaklik,

J. Alkol konsantrasyonu [34].

3.2.2 Sarapta biyojenik amin olusumunun énlenmesi

Fermante i¢eceklerdeki biyojenik aminlerin 6nemi agikliga kavusturulmamis olmakla
birlikte; aminlerin, fermante i¢ecekler ¢ok az tiiketilmeleri durumunda dahi bas agrisi
ve deride kizariklik gibi etkilerinin oldugu bilinmektedir. Devamli sarap icenlerde
siroz hastaligimin ortaya ¢iktigi ve ozellikle histaminin sirozun bir etkeni oldugu
bildirilmekte, saglik acgisindan histaminin alkolle birlikte alinmasinin viicuttaki
zararli etkiyi arttirdig1 ifade edilmektedir. Bu yiizden sarapta biyojenik aminlerin

olusma kosullar1 ve sinirlandirilmalart ile ilgili olarak;
e Isitma uygulamasi ile kirmizi sarap tiretme tekniginin uygulanabilecegi,

e Mayse fermantasyonu siiresinin ve siradaki amin asit igeriginin biyojenik

aminleri arttirabilecegi,
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e Malolaktik fermantasyonun 6nlenmesi ya da belirli laktik asit bakterilerinin

(Leuconostoc'larin) ¢alismasina izin verilmesi gerektigi,

e Sarap iiretiminde bakteriyel fermantasyonun engellenerek saf maya suslarinin

kullanilmasinin histamin olusumunu azaltacag,

e Fermantasyondan sonra hemen mayadan ileri gelen tortunun ayrilmasi
gerektigi,

e Alkoliin histamin absorbsiyonunu hizlandirdigi,

e Alkol ve aldehitin birlikte aminooksidazlarin ¢aligmasini engelledigi,

e Ortamdaki diger biyojenik aminlerin toksik etkiyi arttirdigi,

e Katyon degistirici kullanilmasinin onerilebilecegi belirtilmektedir.

Ozellikle beyaz sarap iiretiminde bentonit kullanimi ile histaminsiz sarap elde

edilebilecegi ya da miktarinin 6ngoriilen 2 mg/L'lik sinirin altina disiirtilebilecegi

ifade edilebilir [34].

3.3 Nar Eksisinde Bulunan Biyojenik Aminler

Kapiler elektroforez yontemi, nar sularinda karbonhidrat [37], organik asit [38] ve
amino asit [10] analizi amaciyla kullanilmistir. Nar suyu veya nar eksisinde

biyojenik amin analizi yapilan bir ¢aligma bulunamamaistir.

Son yillarda, nar meyvesi (Punica granatum) saglik iizerindeki olumlu etkisi
sebebiyle dikkat cekmektedir. Yapilan c¢alismalar narin antidiabetik, antibakteriyel,
antiinflamatuar, antiviral ve antikarsinojenik etkilerini kanitlamigtir [5]. Bu etkilerin

temel kaynag1 nar meyvesinin antioksidan kapasitesidir.

Nar eksisi ise nar suyunun ic¢indeki sekerin karamelize olmasini saglayip suyunun
ucurulmasi ve agir agir kaynatilmasi sonucu elde edilen koyu bir serbettir. Nar
eksisinin hazirlanig basamaklart goz Oniine alinarak biyojenik amin varligindan

stiphelenilmistir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Malzemeler

Feniletilamin (PEA), tiramin (Tyr), kadaverin (Cad) ve histamin (His) Sigma-
Aldrich’ten (Steinheim, Almanya); triptamin (Trp), spermidin (Spd), putresin (Put)
ve floreseyin izotiosiyanat izomer | (FITC) Fluka’dan (Buchs, Almanya) temin
edilmistir. Brij 35, dodesilsiilfat sodyum tuzu (SDS), Na;B403.10H,0 ve aseton
Merck’ten (Darmstadt, Almanya); susuz sodyum karbonat Carlo Erba’dan (Rodano,
Italya) temin edilmistir. Biitiin ¢dzeltiler Elga Purelab Option-7-15 model sistemi ile
elde edilen saf su kullanilarak saflagtirilmistir. Sarap, nar suyu ve nar eksisi drnekleri

ise marketten alinmistir.
4.1.2 Standartlarin tiirevlendirilmesi

15,0 mM Tyr; 10,5 mM PEA; 9,36 mM Trp; 6,8 mM Cad; 5,18 mM Sper; 9,9 mM
His ve 9,0 mM Put standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Aseton igersinde 19,2 mM
FITC c¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler -4°C sicaklikta buzlukta muhafaza
edilmistir [12].

1 mL standart ¢ozelti 0,15 mM Tyr, PEA ve Trp ; 0,3 mM Cad, Spd, His ve Put ; 9,5
mM FITC ve tampon ¢ozelti, 84 mM Na,COs3 igerecek sekilde stok ¢ozeltilerden
hazirlanmistir. Cozelti NaOH yardimiyla pH 9,6’ya ayarlanmis ve karanlikta 40°C’de
4 saat siireyle tlirevlendirilmistir. Bu kosullar pik alaninin en biiylik degerine gore
optimize edilmistir. Cozelti iki kademde 1000 kat seyreltilmis ve kapiler kolona

enjekte edilmistir.

P N N H HZN\/\/\
HyN NH; HN" SN NH: NH,,
Kadaverin Spermidin Putresin
NH> NH, N
HO HN NH2

Tiramin Feniletilamin Histamin Triptamin
NH,

Sekil 4.1 : Analizi yapilan biyojenik aminler.
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4.1.3 Orneklerin tiirevlendirilmesi

Orneklerden en iyi sinyalin eldesi amaciyla kirmizi sarap ve nar eksisi &rnekleri
degisen miktarlarda FITC ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Elektroferogramlarda
artan FITC’ye ait pik belirlenerek 6rnek tlirevlenmesinin tamamlandigina karar
verilmigtir. Kirmiz1 sarap 6rnegi tlirevlendirmesi i¢in 20 pL sarap 6rnegi, 100 pL
19,2 mM FITC ve 380 pL 0,3 M Na2CO3 uygun goriilmiistiir. Bu ¢ozelti 40°C’de 4
saat siireyle tiirevlendirilmis ve 1 :50 ile 1 :200 aras1 oranlarda seyreltilerek enjekte

edilmistir.

Nar eksisi Ornegi igin, 1,25 g Ornek tartilarak 2,5 mL 0,3 M Na,COj igersinde
¢Oziilmiigtiir. Bu ¢ozeltiden alinan 50 pL 6rnek, 200 puL 19,2 mM FITC ve 250 pL
0,3 M NayCOs ile karistirilarak saraplara uygulanan prosediir ile tiirevlendirilmistir.

1:100 ve 1 :300 oraninda seyreltilerek enjekte edilmistir.

4.2 Cihazlar ve Enjeksiyon Kosullar

Ayirimlar  Agilent kapiler elektroforez sisteminde (Waldbronn, Almanya)
gerceklestirilmis ve ZETALIF 2.000 lazer indiikklenmis floresans dedektorde
(Picometrics, Montlaur, Fransa) dedekte edilmistir. 488 nm’de Ar-iyon lazer ile
uyarilmistir. Veri eldesi ve degerlendirmesi Agilent ChemStation programinda
yapilmistir. Ayirim 25 kV potansiyel uygulanarak 25°C’de, enjeksiyonlar 50 mbar

basingta 6 saniyede gerceklestirilmistir.

Kullanilan silika kapiler kolon 50 pum 1i¢ c¢apma sahiptir ve Polymicro
Technologies’den (Phoenix, AZ, Amerika) temin edilmistir. Toplam uzunlugu 58 cm
ve etkin uzunlugu 50 cm’dir. Yeni silika kapiler ilk kullanimda 1 M NaOH ile 30
dakika, su ile 10 dakika siireyle muamele edilmistir. Giin baslarinda kapiler kolon 1
M NaOH ile 15 dakika, su ile 2 dakika ve tampon c¢ozelti ile 5 dakika siireyle
yikanmistir. Enjeksiyon aralarinda 2 dakika 0,1 M NaOH ve su, 5 dakika siireyle

tampon ¢ozelti ile yitkama yapilmistir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada saraplarda bulunan biyojenik aminlerden Trp, PEA, Tyr, Cad, His, Spd
ve Put ayirimi, dedeksiyonu ve yiiksliz yiizey aktif iceren tampon ¢6zeltide nicel
analizi gergeklestirilmistir. Sekil 5.1°de pH’1 9,6 olan 75 mM borat tamponunda Brij
35 derisimine kars1 biyojenik aminlerin gog siireleri gosterilmistir. Sekilde gorildiigii
gibi yedi biyojenik amin i¢in 5 ile 30 mM arasi1 Brij derisimlerinde yeterli rezoliisyon
saglanmigtir. Ayrica bu aralikta akim sabit kalmistir. Matris pikleri ile biyojenik
amin pikleri arasi uygun rezoliisyonu saglamak amaciyla gercek ornekler igin

optimum Brij derigimi belirlenmistir.

12
10 Put
Spd
T 8 -
X
= His
o]
Z Cad
S 6
&
N Tyr —
PEAL S~
4 - O\—o_ —_—
Trp o—ou —=
2 -
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Brii derisimi (mM)
Sekil 5.1 : Brij 35 derisimine kars1 biyojenik aminlerin gog siireleri.
Uygulanan MECK metodunda Brij 35 yiizey aktif maddesi yiiksiiz miseller
olusturmus ve bu miseller EOF etkisiyle katoda dogru go¢ etmistir. FITC
tiirevlendirilmis biyojenik aminler ise negatif yiikli analitlerdir (Sekil 5.2) ve anodik
uca go¢ etme egilimindedirler. FITC tiirevlendirilmis biyojenik aminler ve yiiksiiz
miseller arasindaki etkilesim, biyojenik aminlerin ters yondeki goc¢iinli azaltmis ve

ayirim siiresi 6nemli 6l¢tide diistiriilmiistiir [12].



o) I 0 I OH 0 . 0 I OH
— —
] COOH + R—NH, O COOH

N=C=—S§ R—HN NH

Sekil 5.2 : Amin bilesiklerinin FITC ile tiirevlendirilmesi.

Sekil 5.3’te optimum deney kosullarinda elde edilen sarap Ornegine ait
elektroferogram, sekil 5.4°te nar eksisi ornegine ait elektroferogram bulunmaktadir.
Ayirma elektroliti olarak 75 mM borat tamponunda 9 mM Brij 35 ¢ozeltisi
secilmistir. Biyojenik aminler standart ¢o6zelti eklenerek tespit edilmistir. Bu
prosediir sayesinde yedi FITC tiirevlenmis biyojenik amin ve artan FITC’ye ait pik
(yildiz ile isaretlendi) gozlenerek 9 dakika igersinde ayirim gerceklestirilmistir. His
igin yapilan eklemelerde pik basinda gozlenen yarilma siiphe uyandirmis ve daha
seyreltik enjeksiyonlarda ekleme tekrar edilmistir. Ust kisimdaki elektroferogram
1:200 oraninda seyrelmis sarap Ornegine aittir. Eklenen histamin standardi siipheli

pik yaninda yeni pik olarak gézlenmis ve histamin olmadigina karar verilmistir.

Cizelge 5.1°de elektroferogramlardan elde edilen veriler sonucu hesaplanan

biyojenik amin miktalar1 gosterilmektedir.

Cizelge 5.1 : Sarap (mg/L) ve nar eksisi (mg/kg) orneklerinde biyojenik amin

miktarlari.
Ornek  Trp PEA Tyr Cad Spd His Put
Sarap 1 - - 11,7+0,15 - 15,3+0,41 - 12,9+ 0,28
Sarap 2 - - 9,13 +£0,09 - 12,0+ 0,38 - 12,6 £ 0,23
Sarap 3 - - 5,28+0,07 - 3,31+£0,10 - 9,03+0,16
Nar - - - 70,0 £ 1,3

Eksisi
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Sekil 5.3 : (a) 1 :100 seyreltilmis sarap drnegine ait elektroferogram (b) Biyojenik
amin standartlar1 eklenen sarap drnegine ait elektroferogram.
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Sekil 5.4 : (2) 1 :300 seyreltilmis nar eksisi 6rnegine ait elektroferogram (b)
Biyojenik amin standartlar1 eklenen nar eksisi 6rnegine ait elektroferogram.
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Trp, PEA ve Tyr i¢in 1-300 nM; Cad i¢in 6-300 nM; Put i¢in 4-600 nM; Spd i¢in 6-
800 nM ve His i¢cin 6-1000 nM araliginda kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. En kiiciik

kareler yontemi ile hesaplanan korelasyon sabiti degerleri 0,994-0,999 arasindadir.

Biyojenik aminler igin tespit limiti (LOD) 0,416-1,26 nM arasinda hesaplanmustir.
Tekrarlanirlik sonuglar1 diizeltilmis pik alanlart i¢in %RSD cinsinden giin iginde

ticten az, glinler arasi altidan az degerlere sahiptir.

Her bir 6rnek ii¢ kez analiz edilmistir. Biyojenik amin miktarlar ¢izelge 5.1°de
gosterilmistir. Cizelgeden gorildiigi gibi Tyr, Spd ve Put biitlin kirmiz1 sarap
orneklerinde tespit edilmistir. Nar eksisi 6rneginde sadece Cad bulunmus, nar

suyunda ise biyojenik amine rastlanmamustir.

Geri kazanim caligmalari, 6rneklerin ii¢ ayr1 derisimde biyojenik amin standartlari
eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Tatmin edici geri kazanim degerleri %93-104

olarak hesaplanmistir ve sonuglar ¢izelge 5.2’de verilmistir.

Cizelge 5.2 : Sarap ve nar eksisi orneklerine ait geri kazanim degerleri.

) Biyojenik Ornekteki miktar Eklenen miktar Yiizde geri
Ornek amin (uM) (uM) kazanim
Sarap Tyr 0,016 0,009 102+1,3
0,016 0,018 101 £ 0,8

0,016 0,030 104 £ 0,2

Sarap Spd 0,025 0,018 99,9+2,0
0,025 0,036 93,0+2,0

0,025 0,060 102 £ 1,8

Sarap Put 0,080 0,036 94,2+ 1,8
0,080 0,060 100+ 1,0

0,080 0,15 94,4+ 0,7

Nar eksisi Cad 0,12 0,060 99,0+2,4
0,12 0,12 102 +1,9

0,12 0,19 101 £ 1,0

Literatiirde farkli bolgelerden elde edilen saraplarin biyojenik amin igerikleri
incelendiginde hem biyojenik amin tiplerinin hem de biyojenik amin miktarlarinin
oldukca degisik oldugu gozlenmistir [4,39,40]. Biyojenik amin miktarlar
10mg/L’nin birkag¢ kat iistiinde veya altinda rapor edilmistir. Ayrica, ayn1 bolgeden
elde edilen saraplarda da yillara gore biyojenik amin miktarmin degistigi
goriilmektedir. Tirk saraplarn iizerinde yapilan bir calismada amin igerikleri, bu

calismada bulunan degerlerin altinda rapor edilmistir [30]. Saraplarin biyojenik amin
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iceriklerinde simdilik Avrupa veya Amerika’da belirli bir sinirlama yoktur ancak bu
yonde caligmalar siirmektedir. Bazi iilkeler ithal edilen saraplar i¢in kendi
sinirlamalarini - koymuslardir. Genel olarak, sarap ireticileri biyojenik amin
miktariin 50-100 mg/L iistiinde olmas1 durumunda, aroma iizerinde etkili oldugunu
iddia etmektedirler. Diger yanda nar eksisinin biyojenik amin igerigi konusunda bir
arastirmaya rastlanmamustir.

Sonug olarak saraplarda biyojenik amin tlirleri ve miktarlar {iziim ¢esidine, tiretim
asamalarma ve hijyen kosullarina gore degismektedir. Bu c¢alismada kullanilan
MEKC-LIF metodu, sarap liretimi sirasinda cesitli basamaklarda saraplarin biyojenik
amin miktarlariin tespiti amaciyla kullanilabilecek hizli ve ekonomik bir analiz
yontemidir. Metodun hassasiyeti, diisiik derisimlerde biyojenik amin igeriklerinin
tespitine imkan saglamaktadir. Bu metot, nar eksisi 6rneginde oldugu gibi, meyve

sularindan elde edilen 6zellikle fermante tirtinlere de kolaylikla uygulanabilir.
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