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Ozet

Potansiyel toksisitelerinden dolay1 cesitli gidalarda bulunan biyojen aminlerin
analiz edilerek belirlenmesi olduk¢ca Oonemlidir. Gidalarin matriksi kompleks
oldugundan biyojen aminlerin analizi oldukca zordur. Kromatografik analizden
once gidalardaki biyojen aminlerin ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi gerekir.
Biyojen amin analizlerinde en fazla kullanilan kromatografik yontem yiiksek
performans sivi kromatografisi (HPLC) dir. Bu yontemle biyojen amin analizi
icin, kolon oOncesi ya da kolon sonrasinda, dansil kloriir, ortofitaldialdehit
(OPA), benzoil kloriir, dabsil kloriir, dinitrobenzoil kloriir v.b. tiirevlendirme
reaktiflerinden biriyle biyojen aminlerin tiirevlendirilmesi gerekmektedir. Bu
derlemede farkli gidalardaki biyojen aminlerin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen analiz yontemleri anlatilmaktadir.
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Giris

Biyojen aminler dogal olarak bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda
bulunan, bazik 6zellik gosteren, azotlu organik bilegiklerdir ve canli hiicrelerde
onemli metabolik islevleri vardir. Spermin, spermidin gibi poliaminler ve
putresin canlmin biiyiime ve gelismesi icin zorunludur. Baz1 fermente gidalarda
ve bazi bozulmus veya bayatlamis gidalarda mikrobiyal aktivite sonucu, amino
asitlerin dekarboksilasyonu ile yiiksek konsantrasyonlarda biyojen aminler
olusur (1, 2). Balik ve {iriinleri, et ve {iriinleri, sit {iriinleri, sarap, bira, meyve
ve sebzeler, cikolata, fermente sebze iriinleri gibi gidalarda biyojen aminler
meydana gelebilmektedir (3). Gidalarda olusan baslica biyojen aminler
putresin, kadaverin, histamin, tiramin, triptamin, B-feniletilamin, spermin,
spermidin, metilamin, etilamin ve etanolamindir (4).

Biyojen aminlerin gida agisindan 6nemi bu iiriinlerin potansiyel toksisitesinden
kaynaklanmaktadir. Basagrisi, solunum giicliigii, kalp carpintisi, yiiksek veya
diisiik tansiyon ve daha baska allerjik reaksiyonlara neden olurlar (5).

Normal kosullarda gidalarla insan viicuduna alinan biyojen aminler viicudun
sindirim sisteminde bulunan monoamino oksidaz (MAQ), diamino oksidaz
(DAOQO) ve hitamin-N-metil transferaz enzimleriyle detoksifiye edilmektedirler.
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Boylece ¢ok yiiksek miktarda tiiketilmedikleri taktirde insan sagligi iizerine
olumsuz bir etki gostermemektedirler (6, 7, 8). Biyojen aminlerin toksikolojik
etkileri, sindirim sisteminde bulunan monoamino oksidaz ve diamino oksidaz
enzimlerinin genetik olarak eksikliginde, bu enzimleri inhibe edici ilaclar
kullanildiginda (agr1 kesiciler, stres ve depresyon ilaglari, Alzheimer ve
Parkinson hastalklarinm tedavisinde kullanilan ilaglar) veya yiiksek
miktarlarda alkol tiikketildiginde artmaktadir (9).

Gidalarda bulunan biyojen aminlerin belirlenmesi yalnizca bu bilesiklerin
toksisiteleri acisindan degil, kalitenin indikatérleri olmasi acisindan da 6nem
tasimaktadir (10).

Biyojen Amin Analiz Yontemleri

Histamin ve diger biyojen aminlerin nitel ve nicel tayinleri i¢cin kromatografi,
florimetri, kapiler elektroforez v.b. teknikler kullanilmaktadir. Bunlarin
icerisinde kromatografik yontemler en uygun yontemlerdir. Yiiksek performans
stvi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC) ve gaz-sivi
kromatografisi (GLC) biyojen amin analizlerinde yogun bir sekilde kullanilan
kromatografik yontemlerdir (11). Bunlar igcinde HPLC en ¢ok kullanilan
yontemdir.

Genelde gidalarin matriksi kompleks oldugundan kromatografik analizden
once ekstraksiyon ve saflagirma islemlerinin uygulanmasi gerekir. Ozellikle
notr ve asidik pH lerde biyojen aminlerin polarliklar1 birbirinden oldukca
farklidir. Bu pH lerde biyojen aminler tuzlar1 seklindedir ve tiramin, triptamin
ve B-feniletilaminin polarhig digerlerinden daha azdir. pH 11,5 in iizerinde ise
biyojen aminler serbest bazlar1 seklindedir ve polarliklar1 birbirine daha
yakmdir (fakat ayni degildir). Biyojen aminlerin ve biyojen amin tuzlarinin
polarliklarmin birbirinden az veya ¢ok farkli olmasi, dikkat edilmedigi
takdirde, ekstraksiyon ve saflagmma islemleri sirasinda biyojen amin
kayiplarina neden olur. Kat1 matriksten biyojen aminlerin ekstraksiyonu su ile
oda sicakliginda ya da daha yiiksek sicakliklarda gerceklegtirilebilir. Bagh
biyojen aminlerin ekstraksiyonu ancak asitlerle gerceklestirilebilir. Biyojen
aminlerin ekstraksiyonu icin perklorik asit, trikloroasetik asit (TCA) veya
hidroklorik asit kullanilabilir. Bazi aragiricilar tarafindan kati1 matriksten
biyojen aminlerin ekstrakte edilmesinde metanol, aseton, asetonitril-HCIO, ve
diklorometan-HCIO, gibi kismen polar olan organik solventler kullanilmigtir.
Sarap, bira ve tursu salamurasi gibi kompleks olmayan orneklerle calisilirken
ekstraksiyon ve saflagirma iglemlerine gerek yoktur. Siizme, santrifiijleme v.b.
basit iglemlerden sonra, veya girisim yapan maddelerin uzaklastrilmasindan
sonra hemen tiirevlendirmeye gecilebilir. Kompleks gidalardan biyojen
aminlerin ekstraksiyonu sonucu elde edilen ¢ozeltinin saflagtirilarak girisim
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yapan maddelerden armdirilmasi gerekir. Bu amagla sivi-sivi ekstraksiyonu
(LLE), Cjg kartusu kullanilarak kati-faz ekstraksiyonu (SPE) veya alumina
veya iyon degistirici iceren kolon kromatografisi kullanilabilir (12). Sivi—sivi
ekstraksiyonunda, genellikle HCI veya TCA igeren ekstraktin saflagtiriimasi
icin, bu sulu ekstrakt uygun bir tuz (6megin NaCl) ile doyurulur, pH si bazik
yapilir ve organik bir solventle muamele edilerek biyojen aminlerin organik
faza gegmesi saglanir. Tiim biyojen aminlerin kantitatif bir sekilde sulu fazdan
organik faza ge¢cmesi icin cesitli organik coziiciler denenmigtir. Hegzan,
dietileter, n—biitanol, kloroform gibi organik c¢odzgenlerin veya bunlarin
karigimlarmin kullanildig yontemler ileri siiriilmiistiir (13, 14). Ekstraksiyonda
calisilan pH gidalardan biyojen aminlerin ekstraksiyonunu ve saflagirma
iglemini etkileyen faktorlerdir. Organik solventle ekstraksiyon sirasmda pH nin
11,5 olmasi genelde uygundur (15). Biyojen aminler organik faza aktarildiktan
sonra, bir kez daha saflagtirmak icin organik faz 0,1 M HCI ile calkalanarak
aminlerin sulu faza gecmesi saglanabilir. Elde edilen HCI li faz tiirevlendirme
isleminde kullanilir. HCI ile yapilan son ekstraksiyon uygulanmayip, biyojen
aminleri iceren organik faz dogrudan tiirevlendirmede kullanilabilir.

Baz1 gidalarla calisirken ekstraksiyon ve saflagtirma islemlerinden sadece
ekstraksiyon kullanilabilir. Gidadaki biyojen aminler uygun bir solventle,
ornegin 0,1 M HCl veya % 5 lk TCA, ekstrakte edilir ve bu ekstrakt
tirevlendirmede kullanilabilir.

Ekstraksiyon ve saflastrma islemlerinden sonra tiirevlendirme basamagina
gecilir. Dansil kloriir, ortofitaldialdehit (OPA), benzoil kloriir, dabsil kloriir,
dinitrobenzoil kloriir v.b. tiirevlendirme reaktiflerinden biriyle, kolon 6ncesi ya
da kolon sonrasinda biyojen aminlerin tiirevlendirilmesi gerekmektedir (16).

Sonuc¢

Gidalarda biyojen amin analizlerinde cogunlukla HPLC ydntemi
kullanilmaktadir. Peynir, et ve et iirtinleri gibi gidalar ¢cok kompleks gidalar
olduklarindan, once bu gidalardaki biyojen aminlerin ekstrakte edilmesi ve
ardindan ekstrakttaki safsizliklarmn uzaklagtirilmasi gerekir. Gidalardan biyojen
aminleri ¢cekmek icin en ¢cok 0,1 M HCl veya % 5 lik TCA kullanilmaktadir.
Elde edilen asidik ekstraktin saflagtirilmast i¢in, ekstrakt organik bir solvent
veya solvent karigimi ile ¢alkalanir. Ekstraksiyon ve saflastrma iglemlerinden
sonra biyojen aminlerin tiirevlendirilmesi gerekir. En ¢ok kullanilan
tirevlendirme reaktifleri OPA, benzoil kloriir ve dansil kloriirdiir. T{iirevler
cogunlukla metanol-su veya asetonitril-su karisimmdan olusan dereceli eliisyon
programi kullanilarak C,g kolonda ayrilir.
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