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AMINLERIN HPLC AYRILMASI, KARMA MOD AYIRMA
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Peynir gibi fermente gidalarda dogal olarak olusabilen biyojenik aminlerin giivenilir ve
hassas yontemlerle belirlenmesi, gida giivenligi acisindan biiyliikk O6nem tagimaktadir. Bu
dogrultuda, piyasadan temin edilen Tulum peyniri, Kasar peyniri, Van otlu peyniri, Ezine peyniri,
Kiip peyniri ve Tam yagl beyaz peynir drneklerinde bulunan biyojenik aminlerin es zamanl
tayini, C-12 hidroksi grubu i¢eren karma mod HPLC kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Tirevlendirme yapilmaksizin dogrudan analiz edilen histamin, dopamin, tiramin, serotonin ve
triptamin aminleri, UV dedektor ile 254 nm dalga boyunda izlenmistir. Mobil faz olarak %50
asetonitril ve %50 sodyum asetat tamponu (25 mM, pH 5.5) kullanilmis; pH, sicaklik, akis hizi
ve tampon konsantrasyonu gibi parametrelerin ayrim performansi tizerindeki etkisi sistematik
olarak degerlendirilmistir. Optimum kosullarda tiim aminler yaklasik 20 dakika i¢inde basarili bir
sekilde ayrilmstir.

C-12 hidroksi karma mod kolonun ayirma performansi, klasik ters faz C18 kolonu ile
karsilastirilmis ve daha yiiksek segcicilik ile duyarlilik sagladigi gozlemlenmistir. Analitlerin
kolonla etkilesim mekanizmasi logD, pKa ve polarite gibi kantitatif yapi-alikonma iliskisi
(QSRR) parametreleriyle degerlendirilmis; elde edilen bulgular, gelistirilen yontemin farkl
peynir drneklerinde biyojenik aminlerin es zamanl ve giivenilir tayininde etkili bir analitik arag
oldugunu goéstermistir.

Anahtar Kelimeler: Biyojenik aminler, HPLC, karma mod kromatografi, C-12 hidroksi
kolon, peynir drnekleri, QSRR
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MASTER THESIS

HPLC SEPARATION OF BIOGENIC AMINES USING A C-12 HYDROXY
MIXED-MODE COLUMN: INVESTIGATION OF THE MIXED-MODE
SEPARATION MECHANISM AND SIMULTANEOUS
QUANTITATIVE DETERMINATION
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This study presents the simultaneous quantification of biogenic amines in cheese samples
using a C-12 hydroxy mixed-mode HPLC column. Histamine, dopamine, tyramine, serotonin,
and tryptamine were analyzed without derivatization and detected with a UV detector at 254 nm.
The mobile phase consisted of 50% acetonitrile and 50% sodium acetate buffer (25 mM, pH 5.5).
The effects of pH, temperature, flow rate, and buffer concentration were evaluated. Under optimal
conditions, all analytes were separated within 20 minutes. The performance of the C-12 hydroxy
column was compared with a conventional C18 column and showed superior selectivity and
sensitivity. The separation mechanism was examined using quantitative structure—retention
relationship (QSRR) parameters such as logD, pKa, and polarity. The method proved effective
for reliable determination of biogenic amines in various cheese samples.

Keywords: Biogenic amines, HPLC, mixed-mode chromatography, C-12 hydroxy
column, cheese samples, QSRR, non-derivatized analysis
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1. GIRiS

Ayirma iglemi, farkli bilesenlerin olusturdugu karisimlarin analiz edilmesinde
temel bir adimdir. Ayirma islemi gida ve g¢evre analizlerinde, klinik ve biyomedikal
uygulamalarda, petrol ve kimya endiistrisinde, ilag ve farmasdtik endiistri gibi birgok
alanda bilesenlerin tek basina analiz edilebilmesi i¢in zorunludur.

Kromatografik ayirma, karisimda bulunan bilesenlerin sabit ve hareketli fazlarla
olan etkilesim farklarina bagl olarak, sistem i¢inde farkli hizlarda ilerlemesi prensibine
dayanir; Bu farklilik, bilesenlerin ayrilmasina olanak taniyarak nitel ve nicel analizlerin
gercgeklestirilmesini saglar (Snyder, Kirkland, & Dolan, 2010).

Kromatografinin temel amaci, hedef analitin matristen secici bigimde ayrilmasi
ve gilivenilir sekilde nicel olarak belirlenmesidir. Bu siire¢, bilesenlerin sabit fazla
gosterdigi etkilesime bagli olarak hareketli faz icinde farkli hizlarda ilerlemesi prensibine
dayanir. Baz1 molekiiller sabit faza gii¢lii sekilde baglanarak sistemde daha uzun siire
alikonurken, digerleri daha zayif etkilesim gostererek hizli bir sekilde taginir. Boylece
analitler, kromatografik sistemde ayrilarak dedektore farkli zamanlarda ulasir (Coskun,
2016).

Kromatografik yontemler ii¢ farkli Olclite gore simiflandirilabilir. Ayirma
mekanizmasina gore: adsorpsiyon, partisyon, iyon degisim, boyut dislama ve afinite
kromatografisi gibi tiirleri vardir. Uygulama sekline gore: kolon kromatografisi, kagit
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi gibi cesitlere ayrilir. Ayrica, kullanilan
fazlarin fiziksel haline gore yapilan siniflamada, mobil ve sabit fazlarin siv1 ya da gaz
gibi hallerde bulunmasina gore farkli kromatografi tiirlerinden s6z edilir; 6rnegin her iki
fazin s1v1 oldugu sistemler ya da biri gaz biri sivi olan kombinasyonlar gibi. Bu
simniflandirmalar, analiz edilecek maddenin oOzelliklerine gore en uygun yOntemin
secilmesini saglar (Coskun, 2016; Eser & Ark., 2023).

Stvi kromatografisi, ilag analizi, medikal kimya, tarim, gida kimyasi ve
biyoanalitik uygulamalar gibi bircok disiplinde yaygin kullanim alanina sahiptir. Sivi
kromatografisi analiz edilecek maddenin kimyasal o6zelliklerine uygun bir ayirma

kosulunun belirlenmesine baglhidir. Burada 6nemli noktalardan biri de kromatografik



kosullarin se¢imidir. Uygun kromatografi modunun se¢ilmesi ve mobil faz parametlerinin

optimize edilmesi, analitik performansin artmasina etki etmektedir. (Taraji et al., 2018)

1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Gelistirilen analitik tekniklerden biri yiiksek performansli sivi kromatografi
(HPLC)’dir. Bu teknik geleneksel sivi kromatografi yontemlerini geride birakarak
analitik ayirimlar i¢in temel bir yontem haline gelmistir. Bu teknik; amino asitler,
monosakkaritler, lipidler, niikleik asitler, proteinler, dogal pigmentler, farmasotik
bilesikler gibi biyolojik acidan aktif ¢ok sayida maddenin etkili bir sekilde ayrilmasinda
ve nicel-nitel analizinde kullanilmaktadir (Switzer & Garrity, 1999).

Yiiksek basing altinda hareket eden mobil faz, analitleri kromatografik kolona
tasir. Kolon igerisinde yer alan kat1 sabit faz, bilesiklerin farkli fizikokimyasal
ozelliklerine gore degisen diizeylerde etkilesime girmesini saglayarak ayrimi miimkiin
kilar. Analitlerin dedektore farkli zamanlarda ulagsmasi ile ayirma gerceklesir (Coskun,
2016; Nguyen, 2022)

HPLC sistemlerinin basarisi, tek bir faktore degil; birden fazla donanim ve
malzeme bileseninin optimize c¢alismasina baglidir. Bu bilesenlerden biri olan pompa
sistemlerinin gelisimi, sabit bir siv1 akisi1 saglayarak mobil fazin kolon i¢inden diizenli
gecmesini ve analitlerin etkili sekilde ayrilmasini miimkiin kilar. Bununla birlikte, sabit
fazin ozellikleri de ayirma verimliliginde belirleyici bir rol oynar. Yiiksek basinca
dayanikli, kiiciik partikiillii ve rijit gézenekli tasiyicilardan olusan sabit fazlar, HPLC
performansini biiyiik dlclide artirir. Bu sabit fazlara kimyasal olarak baglanan organik
ligandlar, kolonun kimyasal stabilitesini ve seg¢iciligini giiglendirerek analizlerin
giivenilirligini artirir (Kowalska et al., 2005). Sabit faz yapisinin HPLC {izerindeki bu
etkisi, son yillarda gelistirilen yeni nesil kolon teknolojileri ile daha da belirginlesmis;
ozellikle biyolojik ve kompleks matrislerde basarili sonuglar alinmasini saglamistir.
Cavazzini (2023) de, HPLC'nin basarisinda sabit fazin gelistirilmesini “en kritik agama”

olarak tanimlayarak bu yapisal ilerlemelere dikkat ¢cekmistir.



1.2. Normal Faz Sivi Kromatografi (Normal Phase Liquid
Chromatography; NPLC)

Normal Faz Si1vi Kromatografisinde polar sabit faz, apolar hareketli faz ile diisiik
polariteli analitlerin ayrilmasinda kullanilir. Bu yontemle lipidlerin ayrilmasi, yagda ve
suda ¢oziinebilen vitaminlerin analizinde kullanilir. Analizi yapilacak analitler, silika ve
benzeri polar sabit faz ile etkilesime girer. Ote yandan mobil faz olarak sulu olmayan
apolar (Kloroform, n-hekzan, tetrahidrofuran) kullanilir. Analitlerden polar yapida
olanlar, sabit faza daha gii¢lii sekilde baglanarak daha uzun siire alikonur ve kolonu terk

etme stirelerindeki fark sayesinde ayirma islemi ger¢eklesmektedir. (Aral, 2013)

1.3. Ters Faz Sivi Kromatografisi (Reverse Phase Liquid

Chromatography;RPLC)

Ters faz siv1 kromatografisi (RPLC), ozellikle C18 veya C8 gibi apolar sabit
fazlarin, polar karakterdeki mobil fazlarla birlikte kullanildig1 yaygin bir HPLC teknigidir
(Aral, 2015). Bu yontemin yaygin olarak tercih edilmesinin temel nedenlerinden biri, hem
apolar bilesiklerin hem de zayif polar veya iyonik bilesiklerin analizine olanak
tanimasidir. RPLC sisteminde, sabit fazla en az etkilesime giren yani en polar analit,
kolonu en kisa siirede terk eder. Buna karsilik, daha apolar analitler sabit fazla daha fazla
etkilesime girerek sistemde daha uzun siire alikonurlar (Cavazzini, 2023).

Ters faz sivi kromatografisinde, analitin kolonda ne kadar siire alikonacagi;
kullanilan sabit fazin yapisi ve ylizey Ozelliklerinin yani sira, analitin sabit fazla ve
hareketli fazla olan etkilesimine baghidir. Bu faktorlerin kombinasyonu, alikonma

sliresini belirleyici temel parametreler arasinda yer alir (Aral, 2013).

14. Hidrofilik Etkilesim Sivi Kromatografisi(Hydrophilic Interaction
Chromatography;HILIC)

Hidrofilik etkilesimli s1vi kromatografi (HILIC), polar sabit faz ve yiiksek oranda
organik ¢oziicli iceren hareketli faz ile yiiksek polariteye sahip analitlerin ayrilmasi
amaciyla gelistirilmistir. Bu yontemle peptitler, karbonhidratlar, proteinler, niikleotidler
ve niikleozitler gibi hidrofilik bilesiklerin etkin sekilde ayrilmasi miimkiindiir (Aral, Aral,

Ziyadanogullar1 & Ziyadanogullari, 2013). HILIC, kokain analizinde (van Nuijs ve ark.,
3



2011) ve afyon ile amfetamin (MDMA) tayinlerinin yani sira insan plazmasi, serum,
hepatosit ekstraktlari, idrar ve parmak izi gibi biyolojik drneklerin analizinde basariyla
uygulanmistir (Kahsay ve ark., 2014; Li ve ark., 2016; Ares & Bernal, 2012).

Hidrofilik etkilesimli kromatografi (HILIC) ile Normal faz sivi kromatografisi
(NPLC) baz1 yonlerden benzerlik gosterse de onemli farkliliklar da igermektedir. Her iki
teknikte de polar sabit fazlar kullanilir; ancak HILIC’in NPLC’den temel farki, hareketli
faz olarak yiiksek oranda polar organik ¢oziiciiler (genellikle asetonitril) igermesidir. Bu
coOziiciiler, yiiksek polariteye sahip bilesiklerin ¢oziinmesini kolaylastirarak HILIC’1
giiclii polar analitlerin ayriminda etkili bir yontem haline getirir (Cavazzini, 2023).

HILIC ve ters faz kromatografi (RP-HPLC) karsilastirildiginda ise, HILIC’in ters
faz sistemlerinde yeterince alikonamayan yiiksek polariteye sahip analitleri etkin sekilde
ayirabildigi goriilmektedir. Ayrica, eliisyon siralamasinin ters faz kromatografisine gore
ters yonlii olmasi, HILIC e alternatif bir secicilik avantaji kazandirmaktadir (Aral et al.,
2013).HILIC’ta alikonmama mekanizmasina baktigimizda ise burada farkli ¢oziiciilerin
kolondan farkli hizlarla ge¢gmesi aralarindaki hidrojen baglari, dipol- dipol etkilesimler
ve elektrostatik etkilesimlerle saglandig: bilinmektedir.

Hidrofilik etkilesimli kromatografide (HILIC), sabit faz olarak silika jel,
aminopropil bagli silika jel, diol, siyanopropil ve zwitteriyonik ylizey modifikasyonlarina
sahip sabit fazlar yaygin sekilde kullanilmaktadir. Silika jel, ylizeyinde bulunan silanol
gruplarinin belirli pH araliklarinda iyonlasarak negatif yiiklii aktif merkezler olugturmasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Aminopropil bagl silika jel 6zellikle monosakkaritlerin
ayrimi i¢in yaygin bigimde kullanilirken, diol ve siyanopropil bagh sabit fazlar diisiik
polariteleri ve sinirli  kapasiteleri nedeniyle daha az tercih edilmektedir. Zwitteriyonik
sabit fazlar ise sulfobetain ve fosfocholin gibi su tutma kapasitesi yliksek iyonik gruplar
icerdiginden yaygin kullanim alanina sahiptir. Buna ek olarak, amid gruplar i¢eren sabit
fazlarin kalici dipol momentleri sayesinde giiclii hidrojen baglar1 olusturdugu ve bu
fazlarin HILIC modunda 6zellikle bazik analitlerin ayriminda yiiksek secicilik sundugu
bildirilmistir. Aral (2013) tarafindan sentezlenen glutamin ve fenilalanin tiirevi amid-
silika sabit fazlar hem polar hem de aromatik etkilesimleri destekleyerek HILIC modunda
niikleotid, niikleozit ve fenolik bilesiklerin basarili sekilde ayrilmasina olanak
saglamistir. Bu tiir sabit fazlar, geleneksel C18 gibi apolar fazlara goére daha fazla polar
etkilesim sagladiklar1 i¢in karma modlu ayirma mekanizmalarina da katki sunmaktadir

(Aral, 2013; Cavazzini, 2023).



HILIC’te hareketli faz olarak genellikle yiiksek oranda asetonitril i¢eren sulu
¢ozeltiler, metanol-su karigimlar1 veya tamponlanmis tetrahidrofuran ¢oziicii sistemleri
tercih edilmektedir. Bu calismada kullanilan asetonitril, tipik bir polar aprotik ¢oziicii
olup yalnizca hidrojen bagi akseptorii (H-bond acceptor) olarak islev gormektedir. Buna
karsin, metanol ve etanol gibi ¢oziiciiler polar protik sinifina dahil olup hem hidrojen bagi
donorii (H-bond donor) hem de akseptorii 6zellikleri gostermektedir. Bu farklilik,
cOziiciilerin sabit faz ve analitler ile kurdugu etkilesimleri etkileyerek ayirma
mekanizmasi iizerinde belirleyici bir rol oynamaktadir (Cavazzini, 2023).

HILIC, farmasotik matrislerde yiiksek polariteli analitlerin belirlenmesinde ters
faz kromatografisine (RP-HPLC) etkili bir alternatif sunar. Yiiksek oranda asetonitril
igeren sulu tampon sistemleri, HILIC modunda genellikle tercih edilen hareketli fazlardir.
Bu tiir sistemlerde, apolar bilesikler sabit fazla zayif etkilesime girdikleri i¢in daha erken
elie olurken, polar bilesikler sabit faz iizerindeki hidrofilik etkilesimler sayesinde daha
uzun alikonur. Bu durum, HILIC'in polar analitler i¢in yiiksek segicilik ve alikonma
saglamasina olanak tamr. Ote yandan, metanol gibi polar protik ¢oziiciiler HILIC
modunda kuvvetli ¢oziiciiler olarak kullanilabilir, ancak suya kiyasla daha diisiik

alikonma saglamalar1 nedeniyle sinirl avantaj sunarlar (Olsen, 2001; Cavazzini, 2023).

a.Amino b.Siyano (Nitril)

~ -

c.Diol d.Capraz Bagli Diol
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I

(Devamu bir sonraki sayfada)
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Sekil 1. 1 Silika tabanli polar sabit fazlarin kimyasal yap1 drnekleri
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1.5. Karma Mod Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (Mixed-Mode
High Liquid Chromatography, MHPLC)

Kromatografik ayirma teknikleri, analit ile sabit faz arasindaki baskin etkilesime
gore normal faz, ters faz veya hidrofilik etkilesimli kromatografi gibi alt gruplara
ayrilmaktadir. Bu tekniklerin ¢ogu, tek bir alikonma mekanizmasina dayanir ve bu
nedenle “tek modlu kromatografi” (single-mode chromatography) olarak adlandirilir
(Nguyen, 2022). Her bir yontemde ayrim, sabit faz ve analit arasindaki ozel
fizikokimyasal iliskilerle saglanir. Ornegin, normal fazda hidrojen baglar1 ve dipol-dipol
etkilesimleri 6n plandayken; ters fazda daha ¢ok hidrofobik etkilesimler etkili olur. Iyon
degisim kromatografisinde ise, sabit fazdaki iyonik gruplar ile yiik tasiyan analitler
arasinda olusan elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ayrimi belirler (Cavazzini, 2023).

Karma modlu kromatografi (Mixed-Mode Chromatography, MMC) ise birden
fazla etkilesim tiirlinii ayni sabit faz lizerinde bulundurarak, hem iyonik hem de apolar
karakter tastyan maddelerin ayni kosullarda ayrilmasini miimkiin kilar. MMC'nin klasik
yontemlerden farki, ¢éziinen maddelerin birden fazla fonksiyonel grubuna es zamanlh
olarak etki edebilmesidir (Nguyen, 2022). Sabit fazda yer alan hidrofobik zincirlerle
birlikte yerlestirilmis iyonik gruplar, ayn1 anda hem elektrostatik hem de van der Waals
etkilesimlerine olanak tanir (Wan, 2021). Bu yap1 sayesinde, mobil fazin pH, tuz
konsantrasyonu ve organik ¢dziicli oran1 gibi parametreleri degistirilerek segicilik esnek
bir bicimde ayarlanabilir (Fukushima et al., 2024).

Bu yontem ozellikle yiiksek polariteye sahip biyojenik aminler gibi bilesiklerin
analizi i¢in uygundur. Zira klasik ters faz kolonlarinda bu tiir bilesiklerin alikonma
genellikle yetersizdir. Karma modlu kolonlar ise, analitlerin hem iyonik hem de
hidrofobik ozelliklerini dikkate alarak daha giiglii bir alikonma saglar ve iyon esleyici
kullanilmaksizin kiitle spektrometresi ile uyumlu ¢alisilabilir (Orlovsky & Zelechonok,
2011). Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda C-12 hidroksi fonksiyonel grubuna sahip bir
karma mod sabit faz ile gesitli biyojenik aminlerin MHPLC (Mixed-Mode High-
Performance Liquid Chromatography) sistemiyle ayrilmasi, ayirma mekanizmasinin
aciklanmasi ve kantitatif tayinlerinin gerceklestirilmesi hedeflenmistir.

C-12 hidroksil grubu iceren sabit fazlar, hem hidrojen baglar1 kurabilen polar yapisit hem
de uzun alkil zincirli hidrofobik bolgesi sayesinde hem HILIC hem de RP karakteri
gosterir. Bu hibrit yapi, farkli polarite diizeylerine sahip bilesiklerin ayn1 fazda etkili bir

bicimde ayrilmasimi saglar. Jandera (2011), bu fazlarin coklu etkilesim potansiyeli
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sayesinde hem hidrofilik hem de hidrofobik analitler i¢in yiiksek performans sundugunu
vurgulamaktadir. Benzer sekilde Alpert (2008), hidroksil gruplarinin iyonik analitler i¢in
seciciligi artirdigini ve bu tiir fazlarin genis uygulama yelpazesi sundugunu belirtmistir.
C-12 hidroksil igeren fazlarin biyolojik 6rneklerde—®ozellikle peptitler ve metabolitler
gibi kompleks bilesiklerde—kullaniminin yayginlastigi literatiirde yer almaktadir (Zhang
etal., 2016).

Sekil 1. 2 Karma mod ve diger kromatografiler arasindaki iliski

1.6. Karma Mod Kramotografide Sabit Fazlarla Ilgili Mekanizmalar

Karma mod kromatografi (mixed-mode chromatography, MMC), sabit faz ile
analitler arasindaki etkilesimlerin birden fazla mekanizma araciligiyla ayni anda
gerceklestigi gelismis bir kromatografik tekniktir. MMC’de kullanilan sabit fazlar;
hidrofobik (6rnegin C18 zincirleri), hidrofilik (6rnegin poliamid, diol), ve iyonik
(karboksil, siilfat, amin gibi) gruplar1 bir arada igererek, farkl fizikokimyasal 6zelliklere
sahip analitlerin ayni1 sistemde ayriminit miimkiin kilar. Bu ¢ok modlu yap1 sayesinde hem
notr hem de iyonik analitler etkili sekilde alikonabilir ve eliie edilebilir (Nguyen, 2022;
Zhang & Liu, 2016).

Bu sistemin en 6nemli avantajlarindan biri, klasik ters faz kromatografisine gore
yuksek polariteye veya iyonik oOzellige sahip bilesiklerin ayrilmasinda iyon esleyici
reaktifler kullanmadan etkin alikonma saglayabilmesidir. Boylece karma mod kolonlar,
kiitle spektrometresi (MS) gibi dedeksiyon sistemleriyle daha uyumlu hale gelir. Modern
karma mod sabit fazlar genellikle tek bir ligand yapis1 i¢erisinde hem hidrofobik zincirleri
hem de anyon/katyon degisim gruplarini igerir; bu da hem nétr hem de yiiklii analitlerin
ayni kosullarda ayriminit miimkiin kilar (Fukushima et al., 2024; Wan, 2021). MMC sabit

fazlarinin tasarimlar Tip -1V seklinde siniflandirilir; bu siniflandirma, farkli ligandlarin
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fiziksel karisimi, yiizey modifikasyonu veya gomiilii/ugta fonksiyonel grup tasima
bicimlerine gore yapilir (Nguyen, 2022)

Tip I’de tek bir kolonda harmanlanmus iki farkli sabit faz goriillmektedir. Burada
ters faz siyah ile iyon degisimi ise kirmizi renk ile gosterilmistir. Bu yaklasim sabit
fazlarin homojen olmamasi ve kolonlarin partiler arasi tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi
sebebiyle dezavantajlidir.

Tip 1I’de sabit fazin yiizeyinin farkli kimyasal 6zelliklere sahip ligand karisimi ile
modifiye edildigi gortiilmektedir. Tip I’deki dezavantajlar burada da benzerdir.

Tip Il Gomili ve Tip IV Uglu ligandlarda sabit faz hem homojenligini
gelistirmistir hemde tekrarlanabilir durumdadir.

Tip 11 ve Tip IV’iin Gomiili ligandlarda fonksiyonel gruplar sabit faz yiizeyine
yakin yer alirken hidrofobik zincirler disa uzanir; ugtan fonksiyonlandirilmis ligandlarda
ise fonksiyonel gruplar hidrofobik zincirin u¢ kisminda yer alarak dogrudan hareketli

fazla etkilesir. (Nguyen, 2022).

®e
® 9 L
®e
® 04 ° g
o0 ® ’7
o o
. < Tip4
_ Tip2 Tip 3 Tek ligand
Tipl isik li Gomulu ligand ek hgan
Karisik boncuklar Karisik ligandlar
o o
Iyon degisimi Ters faz

Sekil 1. 3 Kimya tasarimlarina gore siniflandirilan karma modlu sabit faz tiirleri

Aral (2013) tarafindan gelistirilen amid-silika tiirevli sabit fazlar da karma mod
karakteri tasimaktadir. Bu fazlar, amid gruplarinin sagladigi hidrojen baglar1 ve dipol-
dipol etkilesimlerin yani sira fenil gruplar ile aromatik etkilesimler olusturarak hem
HILIC hem de ters faz etkisi gostermektedir. Bu yap1, 6zellikle biyojenik aminler,
niikleotidler ve polifenoller gibi zor ayrilan polar bilesiklerin etkin sekilde ayrimina

olanak saglamaktadir (Aral, 2013).



Cizelge 1. 1 RPLC/HILIC davranig1 gdsteren karma mod sabit faz 6rnekleri (Zhang et al., 2016)

Sabit faz Fonksiyonel Hedef Teorik Plaka Kaynak
Tipi Ozellikler Bilesikler Sayist (N)

Peptid bagh PAH, kiral Yaklasik 53.000 [
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CHy .
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analitler

H
Faz &o_ sie NN NH% aromatik
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Surfaktin B Asp/ niikleik as,tler, 2.300-11.000 teorik
. é_ —=Si—(CHy) 3N—"/ | )
Bagli Silika | Val\ niikleozitler, plaka
Faz Leu— Leu—Giu © vitaminler,
. ksantinler
—O0—_
§—o=Si—(CHanN \
H
Poli-Laktik Aromatik - 11
Asit HaC hidrokarbonlar,
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~
Sabit Faz | _ o— ST (CHzs——NH o—-H bilesikler,
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n
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]

on
OM:
Amid silika 3 Wo\/\/sﬂg—z Niikleik

tabanli sabit OH bilesikler, bitki
faz hormonlari,
fenolik yapilar

(Devamu bir sonraki sayfada)
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Cizelge 1. 1 (Devami) RPLC/HILIC davranisi gosteren karma mod sabit faz 6rnekleri (Zhang et
al., 2016)

Sabit faz Fonksiyonel Hedef Teorik Plaka Kaynak
Tipi Ozellikler Bilesikler Sayist (N)
- (1
Imidazolin Aromatik

Baglantili tiirevler,
o\

Silika Sabit o /\/\O n . niikleik
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o NN G NN ek
L-lactate urtinler
Niikleik
Imidazolium- tiirevler, Nukleik turevler icin  []
Gomiilu vitamin 35.000-58.000 teorik
OH
. . o AN / .
Aminopropil Q \gi/\/\s N\_;/N/\/\T yapilari, fenolik plaka
Fonksiyonlu o " a bilesikler,
Faz fungal
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urtinler
SN
—— N @ N
[®
e
3NTF,
N
@ Me;Benz(VMIm);-NTfA romatik Naftalin icin yaklasik []
N \\ hidrokarbonlar, 80.000 teorik plaka
niikleik
N— N/CSN/\
Cok Yiiklii [~ \J tiirevler,
©;
(Trikationik) /\ N flavonoid
fyonik Siv1 3NTf, yapilar
Destekli N
Sabit Faz @ Benz(VMim);-NTf,

(Devamu bir sonraki sayfada)
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Cizelge 1. 1 (Devami) RPLC/HILIC davranisi gosteren karma mod sabit faz drnekleri (Zhang

etal., 2016)
Sabit faz Fonksiyonel Hedef Teorik Plaka Kaynak
Tipi Ozellikler Bilesikler Sayist (N)
Siilfonik Steroidler, [
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Fonksiyonlu @0\ ; n 0 ON apilar, niikleik
y O/S{;\/\SWO e h so Yap
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyojenik Aminlerin Olusum Mekanizmalari

Biyojenik aminler, amino asitlerin dekarboksilasyonu ya da keton bilesiklerinin
aminasyon ve transaminasyonu gibi metabolik yollar sonucunda olusan azotlu organik
bilesiklerdir (Maijala et al., 1993). Ornegin, histidin dekarboksilaz enzimi histidinden
histamin Uretirken, tirozin dekarboksilaz ise tirozin ve fenilalanini substrat olarak
kullanarak tiramin ve feniletilamin sentezler (Linares et al., 2012; Doeun et al., 2017). Bu
aminler bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal hiicrelerde bulunmakta ve ndrotransmisyon,
hiicresel biiylime, bagisiklik yaniti gibi ¢esitli biyolojik siireglerde gorev almaktadir. Ayni
zamanda bir¢ok gidada, Ozellikle de fermantasyona ugramis iirlinlerde dogal olarak
olusurlar. Putresin gibi bazi aminler ise hem ornitin dekarboksilasyonu hem de lizin ve
argininden tiireyen agmatin yoluyla sentezlenebilir (Ladero et al., 2010; Frontiers in
Microbiology, 2016).

Biyojenik amin olusumu, cevresel ve teknolojik faktorlerden biiyiik Olcilide
etkilenir. Diistik pH, 20-37 °C aras1 sicaklik, tuz konsantrasyonu, redoks potansiyeli ve
starter kiiltlir kullanimi, amin tiretimini dogrudan etkileyen parametrelerdir (Linares et
al., 2012; NCBI, 2020). Ayrica mikroorganizmalar, ¢evresel streslere karsi adaptasyon
saglamak amaciyla dekarboksilasyon mekanizmasin1 kullanarak amin {retimini
artirabilir. Bu tepkimeler, 6zellikle asidik ortam kosullarinda hiicre i¢i pH'1 dengelemek

icin aktive edilir (Heliyon, 2024).
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Sekil 2. 1 Biyojenik amin gesitleri ve kimyasal yapilari (Toy 2010)

2.2. Biyojenik Aminlerin Toksikolojik Etkileri

Biyojenik aminlerin olusumu ile ilgili mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi, gida
giivenligi acisindan biiyiikk 6nem tasir. Bazi ¢aligmalarda biyojenik aminlerin sadece
toksik etkilere degil, ayn1 zamanda raf Oomrii ve bozulma gostergesi olarak da
degerlendirilebilecegi belirtilmistir (van Nuijs et al., 2011; Aral et al., 2013). Bu yoniiyle
biyojenik aminlerin izlenmesi yalnizca saglik agisindan degil, kalite kontrol baglaminda
da biiyiik 6nem tagimaktadir.

Histamin, 6zellikle skombroid balik zehirlenmesinin baslica nedeni olarak kabul
edilir; bu zehirlenme kizarma, mide bulantisi, bas agris1 ve bronkokonstriksiyon gibi
semptomlarla kendini gosterir (Leuschner et al., 2013; Taylor, 1983). Histaminin toksik
dozunun, saglikli bireylerde 50 mg’in iizerinde semptom olusturabilecegi, hassas

bireylerde ise bu sinirin 10 mg kadar diisiik olabilecegi belirtilmistir (Linares et al., 2012).
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Tiramin, sinir uglarindan norepinefrin salinimini artirarak hipertansiyona neden
olabilir; 6zellikle monoamin oksidaz inhibitorii (MAOI) kullanan bireylerde "peynir
reaksiyonu" olarak bilinen ani ve tehlikeli kan basinc1 yiikselmesi riski olusturur (Doeun
etal., 2017).

Triptamin ise serotonin benzeri bir yapiya sahip olup, serotonin reseptdrleri
tizerinde etkili olarak huzursuzluk, tasikardi ve hipertansiyon gibi semptomlara yol
acabilir (Halasz et al., 1994). Ayrica putresin ve kadaverin gibi poliaminlerin, histaminin
detoksifikasyonunu engelleyerek toksik etkilerini artirabilecegi gosterilmistir (Silla-
Santos, 1996). Biyojenik aminlerin birlikte bulunmasi durumunda sinerjik toksisite riski
artmakta ve bu durum o&zellikle fermente gidalarda 6nemli bir gida giivenligi sorunu

haline gelmektedir (EFSA, 2011; Schirone et al., 2016).

2.3. Biyojenik Aminlerin Analitik Yontemlerle Tayini

HPLC yontemi ile peynirde biyojenik amin diizeyleri etkili bir bi¢imde
belirlenebilir. HPLC farkli amin ¢esitlerinin ayrilmasinda yiiksek hassasiyete sahip ve
kantitatif analiz yapma firsati sunmaktadir. (Silla Santos, 1996; Schirone ve ark., 2016).

Hernandez-Jover ve arkadaglarina (1997) gore, biyojenik aminlerin gidalardaki
tayininde yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemi ile o-ftalaldehit (OPA)
kullanilarak yapilan post-kolondan tiirevlendirme islemi, aminlerin floresan 6zellik
kazanmasini saglamakta ve boylece analiz duyarliligini 6nemli 6lgiide artirmaktadir.
OPA tiirevlendirmesi ise 6zellikle monoaminlerin hizli ve kantitatif analizinde tercih
edilir; bazen siklodekstrin kompleksleriyle stabil hale getirilerek LOD/LOQ seviyeleri
onemli 6l¢iide disiiriiliir (Sméla ve ark., 2004) .

Biyojenik aminlerin tiirevlendirilmesinde etkili bagka bir ajan ise dansil klortirdiir.
Dansil kloriir primer amin gruplariyla tepkimeye girerek sabit floresan tiirevler
olusturmaktadir. Yapilan tiirevlendirme sayesinde biyojenik amin tayini etkili ve hassas
sekilde gerceklesmektedir. (Ahmad & Saad, 2019; Svecova & Janovska, 2021).

Biyojenik aminler, diisiik uguculuklar1 ve dogal kromofor/floresan grubu
tasimamalari nedeniyle genellikle 6n tiirevlendirme (6rnegin dansil kloriir, o-ftalaldehit
(OPA), benzoyl klortir) ile dlciilebilir hale getirilir (Linares et al., 2012; Doeun et al.,
2017). Ancak bu yontemler genellikle zaman alicidir, reaktif stabilitesi ve ek maliyet gibi
dezavantajlar tasir. Bu smirlamalart asmak icin gelistirilen bazi ydntemlerde

tiirevlendirme yapilmaksizin dogrudan HPLC ayrimi uygulanmistir. Ozellikle iyon
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esleme s1vi kromatografisi (IP-LC) ve iyon kromatografi (IC) sistemleri ile biyojenik
aminler dogal halleriyle UV veya iletkenlik dedektorii ile tespit edilebilmektedir.

Ornegin, Yurchenko et al. (2021), siit ve siit iiriinlerinde tiirevlendirme
yapilmadan iyon esleme HPLC ile histamin, tiramin, kadaverin gibi aminleri basariyla
ayristirmig ve yontem dogrulama sonuglari tiirevlendirilmis sistemlerle kiyaslanabilir
diizeyde bulunmustur. Benzer sekilde, Poyraz et al. (2020), peynir Orneklerinde
derivatizasyon uygulanmaksizin HPLC-UV sistemi ile biyojenik aminlerin dogrudan
ayrimini gergeklestirmistir. Bu ¢alismalarda, kolonda kullanilan iyon esleyici maddelerin
(6rnegin heptan siilfonik asit) ve mobil faz pH’sinin aminlerin alikonmasina etkisi
vurgulanmaktadir.

Sonug olarak, tiirevlendirme yapilmaksizin biyojenik amin tayini, 6zellikle hizl
tarama testleri veya yiiksek ornek sayisina sahip analizlerde avantaj saglayabilir; ancak
algilama limiti acgisindan tiirevlendirme yapilan sistemlerin halen daha hassas oldugu

kabul edilmektedir (Santos et al., 2020; Svecova & Janovska, 2021).

2.4. Amac¢ ve Kapsam

Farkli sabit fazlarin HPLC uygulamalari ¢aligilirken her bir analit sinifi i¢in farkl
bir sabit faza ihtiya¢ duyulur. Ornegin Normal Faz sabit fazlar polar analit siiflarinin
ayrilmasinda, ters faz sabit fazlar apolar ve/veya diisiik polariteli analit siniflarinin
ayrilmasinda, HILIC sabit fazlar1 ise yiiksek polariteye sahip analit smiflarinin
ayrilmasinda kullanilir. Oysa karma mod kromatografi, polar, apolar ve orta polarliktaki
analit siniflarinin tek bir kolon ile ayrimina olanak tanir. Karma-mod kromatografik sabit
fazlarin gelisimi heniiz ¢ok yeni bir alan olup bu alandaki yeni gelistirilen sabit fazlarin
sayis1 hizla artmaktadir. Ancak karma-mod 6zelligine sahip ticari olarak satista olan
kolon sayist olduk¢a azdir. Bununla beraber literatiir bilgimize gore piyasada mevcut
ticari karma-mod kolonlarin ¢ogunun gesitli analit siniflarina karsi davraniginin heniiz
incelenmedigi, Uretici firma tarafindan sadece yapisindaki polar ve apolar gruplara
bakarak hangi analit siniflarin1 ayirabilecegi hakkinda 6ngériide bulunuldugu goriiliir. Bu
baglamda ticari olarak mevcut birgok karma-mod kolonun ¢esitli analit siniflarina karsi
kromatografik davranisinin incelenmeye ihtiyaci vardir. Bu tez kapsaminda ticari olarak
satist mevcut olan C12-diol yapisindaki Mixed-Mode HILIC-1 kolonu kullanilarak

biyojenik aminlerin ters faz ve HILIC ayrim1 yapilarak cesitli peynir drneklerinden es
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zamanl kantitatif tayinleri yapilmis ve bu gidalarin kantitatif tayini i¢in etkili ve alternatif

bir metot gelistirilmistir.
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3. YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada baz1 biyojenik aminlerin kantitatif tayini ve kromatografik ayrimi
amaciyla yiiksek performansl sivi kromatografi (HPLC) sistemi ile karma mod (mixed-
mode) sabit faz kolonu kullanilmaistir.

Kullanilan cihazlar arasinda Agilent 1260 Infinity HPLC sistemi, DAD (Diode
Array Detector), gradyan ve izokratik pompa sistemi, otomatik numune enjektorii ve 1s1
kontrollii kolon firin1 bulunmaktadir.

Kromatografik ayirmalarda Thermo Scientific firmasmin gelistirdigi Acclaim
Mixed-Mode HILIC-1 kolonu (4.6 mm i¢ ¢ap, 150 mm uzunluk ve 5 pm tanecik boyutu)
tercih edilmistir. Bu kolon, C12 zincirli, hidroksil fonksiyonel grup igeren ve hem HILIC
hem de ters faz karakteri tasiyan karma mod sabit faz 6zelligine sahiptir. Ancak bu
calismada, HILIC modunda yeterli alikonma ve ayrim elde edilemediginden analizler ters
faz kosullarinda yiiriitiilmiistiir.

Kullanilan kimyasallar arasinda HPLC derecesinde asetonitril (ACN), metanol,
>99.0% saflikta amonyum format, trikloroasetik asit (TCA) ve Milli-Q sisteminden elde
edilmis saf su yer almaktadir. Analizlerde standart olarak histamin dihidrokloriir, tiramin
hidrokloriir, dopamin hidrokloriir, serotonin hidrokloriir ve triptamin hidrokloriir
biyojenik aminleri kullanilmistir. Kantitatif analizler dogrudan kalibrasyon egrilerine
dayali olarak gerceklestirilmistir.

Numuneler ¢esitli ticari markalara ait peynir tiirlerinden (tulum, kasar, Van
peyniri vb.) olusmakta olup analiz 6ncesinde -20 °C’de muhafaza edilmistir. Kullanilan
cam ve sarf malzemeleri arasinda 0.45 pum PVDF siringa filtreleri, 1.5 mL oto-sampler
vial’leri, santrifiij tilipleri, ultrafiltrasyon tiipleri (Amicon Ultra-4, 5 kDa), cam beherler
ve manyetik karistiricilar yer almaktadir.

Numune hazirlama siirecinde homojenizasyon islemleri icin Waring Commercial
marka Laboratory Blender kullanilmistir. Bu cihaz, orneklerin etkili bir sekilde
parcalanmasint ve karistirtlmasini saglamistir. Protein ve diger biiylik molekiillerden

arindirma islemleri icin ise AWEL MF 20 model yiiksek devirli santrifiij cihaz1 (Max
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13800 rpm, 600 W, Made in France) kullanilmistir. Numuneler 3500 g’de 1 saat santrifiij
edilerek ultrafiltrasyon membranlarindan gegirilmistir.

Veri analizi i¢in Agilent ChemStation yazilimi kullanilmis, yapisal parametreler
(LogP, LogD, LogS) i¢in SwissADME gibi cheminformatics araglarindan yararlanilmas,
kantitatif yapi-alikonma iligkisi (QSRR) hesaplamalar1 ise Microsoft Excel araciligiyla
gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada biyojenik aminlerin tayini i¢in literatiirde yaygin olarak uygulanan
tirevlendirme basamagina gerek duyulmamis; analitlerin dogal formda dogrudan

enjeksiyon yontemiyle analizleri gerceklestirilmistir.

3.2. Yontem

Calismanin ilk asamasinda Agilent 1260 HPLC DAD dedektorli sistem
kullanilarak, kolonun gesitli biyojenik aminlere karsi ters faz kromatografi (RP-HPLC)
kosullarindaki davranisi incelenmistir. Bu amacgla pH optimizasyonu i¢in pH 3-7.5
araliginda, asetonitril oran1 %2-90 arasinda; tampon derisimi 5-25 mM arasinda; sicaklik
10-50 °C araliginda ve akis hiz1 0.5-1.5 mL/dk araliginda sistematik optimizasyon
calismalar1 yapilmistir. Her bir parametre i¢in en uygun kosul belirlenmis ve sonuglar
grafiksel olarak degerlendirilerek kolonun ayrim mekanizmasi yorumlanmastir.

Calismanin ikinci asamasinda ayni kolonun HILIC karakteri test edilmistir. Ancak
HILIC kosullarinda herhangi bir anlamli ayrim elde edilemediginden, optimizasyon
caligmalar1 yalnizca ters faz karakterli modda siirdiiriilmiistiir. Bu nedenle tiim
kromatografik analizler izokratik RP-HPLC kosullarinda gergeklestirilmistir.

Son asamada, farkli peynir 6rneklerinde bulunan biyojenik aminlerin es zamanl
kantitatif tayini gergeklestirilmistir. Numuneler siringa filtrasyonu ve ultrafiltrasyon
islemlerinden geg¢irilmis ve analitlerin dogal formlar1 dogrudan HPLC sistemine enjekte
edilmistir. Analizlerde tiirevlendirme yapilmamais, kantitatif veriler dogrudan kalibrasyon

egrilerine dayali1 olarak elde edilmistir.

3.3. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analizlerde kullanilmak tizere farkli pH seviyelerinde ¢esitli tampon ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Tiim ¢ozeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlanmis, pH degerleri kalibre

edilmis dijital pH metre yardimiyla ayarlanmis ve filtre edilerek kullanima sunulmustur.

19



Hazirlanan tamponlar, hem mobil faz bileseni olarak hem de pH optimizasyonu amaciyla
kullanilmistir.

pH 3 — Amonyum Format/Formik Asit Tamponu (10 mM): 0.63 g amonyum
format (NHsCOOH), yaklasik 500 mL ultra saf suda ¢6ziilmiis; ¢cozelti %98'lik formik
asit kullanilarak pH 3.00 olacak sekilde ayarlanmistir. Son hacim 1000 mL’ye ultra saf
su 1000 mL’ye ile tamamlanmistir. Hazirlanan tampon, mobil faz bilesimi olarak %5
asetonitril ile karistirilarak kullanilmistir.

pH 5.5 — Sodyum Asetat Tamponu (25 mM): 2.05 g sodyum asetat trihidrat,
800 mL ultra saf suda ¢oziilerek, pH 5.5’e %10’luk asetik asit ¢ozeltisi ile ayarlanmistir.
Hacim 1000 mL’ye tamamlanmis ve hazir hale getirilmistir.

pH 6.5 — Fosfat Tamponu (40 mM): 5.44 g KH.PO. ve gerekli miktarda
K>HPO4, 800 mL ultra saf suda coziilerek pH 6.5’e ayarlanmis, ardindan hacim 1000
mL’ye tamamlanmigtir.

Bu tampon sistemlerinin her biri, sabit faz ile analitler arasindaki iyonik ve polar
etkilesimleri modiile ederek, karma mod kromatografide secicilik ve ayrim giiclinii

optimize etmek amaciyla kullanilmistir.

3.4. Numune Hazirlama (Ekstraksiyon Islemi)

Peynir Orneklerinden biyojenik aminlerin ekstraksiyonu amaciyla her bir
numuneden 1 gram alinmis ve 10 mL %0.1 M HCI i¢inde ¢oziinmiis %0.2 (w/v)
trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemi,
yiiksek hizli Ultra-Turrax (OMNI International, USA) cihazi kullanilarak 20.000 rpm’de
2 dakika stireyle gerceklestirilmistir.

Elde edilen homojen karisim, 30 dakika siireyle ultrasonik banyoda bekletilmis ve
ardindan 5000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 olusan yag tabakasi
uzaklastirnlmis ve silipernatant, 0.45 pm por capmna sahip PVDF siringa filtresi ile
stiziilmiistiir.

Filtrasyondan elde edilen yaklastk 3 mL’lik o6rnek, protein igeriginden
arindirilmak amaciyla Amicon Ultra-4 Biomax 5 kDa ultrafiltrasyon tiiplerine aktarilmis
ve 3500 g’de 1 saat stireyle santrifiij edilmistir.

Hazirlanan Ornekler, herhangi bir tilirevlendirme islemine tabi tutulmadan
dogrudan HPLC sistemine enjekte edilmistir. Bu yontem sayesinde hem 6rnek hazirlama

stiresi kisaltilmis hem de tiirevlendirme reaktiflerinin kullanimina gerek kalmamustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Coziicii Optimizasyonu
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Sartlar: ACN/TAMPON (pH:3, 10 mM, Amonyumformat Tamponu): 0.5 mL/dk., 10 oC, 5

uL/100 ppm, 230 nm, 1: Histamin, 2: Dopamin, 3: Tiramin, 4: Serotonin, 5: Triptamin
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Mobil fazdaki organik ¢6ziicii orani, 6zellikle asetonitril (ACN) igerigi, analitlerin
alikonma mekanizmasini modiile etmede kritik bir rol oynamaktadir. Bu ¢calismada, ACN
orani %2 ile %90 (v/v) arasinda sistematik olarak degistirilmis ve Acclaim Mixed-Mode
HILIC-1 kolonu kullanilarak bes model biyojenik aminin (histamin, dopamin, tiramin,
serotonin ve triptamin) ayrilma davranis1 {iizerindeki etkisi izokratik kosullarda
degerlendirilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalart sonucunda; mobil faz olarak
%ACN ve 10 mM amonyum format (pH 3) karisimi kullanilmis, analizler 0.5 mL/dk akis
hizi, 10 °C kolon sicaklig1 ve 230 nm dalga boyunda gercgeklestirilmistir.

Diisikk ACN oranlarinda (%2-10), tiim aminlerin baseline ayrimi ile basariyla
ayrilmistir. Bu durum, analitler ile sabit faz arasindaki hidrofilik ve elektrostatik
etkilesimlerin kuvvetlenmesiyle a¢iklanabilir. Bu kosullarda, sabit faz ylizeyinde yer alan
polar hidroksil gruplar1 ve iyonlasabilir fonksiyonel gruplar, protonlanmis aminlerle
giiclii hidrojen baglar1 ve iyon degisim etkilesimleri kurarak ayrimi desteklemektedir. Bu
gbzlem, benzer karma mod HILIC sistemleri i¢in daha Once literatiirde de bildirilmistir
(Dinh ve ark., 2020; Yu ve ark., 2016).

En iyi kromatografik performans %5-10 ACN oraninda elde edilmis; bu aralikta
optimal alikonma siireleri ve pik sekilleri gozlenmistir. ACN orant %15’in {izerine
ciktiginda, pik ¢ozilinlirliigii kademeli olarak azalmis ve pik Ortiigmeleri belirgin hale
gelmistir. Bu egilim, mobil fazin dielektrik sabitinin azalmasi ve bunun sonucunda iyonik
ve polar etkilesimlerin bastirilmasi ile agiklanabilir; bu da mekanizmanin ters faz
karakterine dogru kaymasina yol agmaktadir (McCalley, 2007).

ACN orant %30’un lizerine ¢iktiginda, ayrim ciddi sekilde bozulmus ve yalnizca
genis, Ortiisen veya ayrilmamus sinyaller gozlenmistir. Ozellikle %70-90 ACN
oranlarinda, alikonma minimum diizeye inmis ya da tamamen kaybolmustur. Bu durum,
HILIC segiciliginin kayboldugunu ve polar bazik bilesikler i¢in etkisiz olan hidrofobik
etkilesimlerin baskin hale geldigini gostermektedir. Bu gozlem, 6zellikle zwitteriyonik
veya karma mod sabit fazlar kullanildiginda, HILIC alikonmanin mobil faz bilesimine
son derece bagimli oldugunu vurgulayan 6nceki ¢aligmalara da uygundur (Hemstrom &
Irgum, 2006; Jandera, 2011).

Bu bulgular, orta diizeyde bir ACN igeriginin (%5—10) HILIC ve iyon degisim
mekanizmalari arasinda en iyi dengeyi sagladigini ve Acclaim Mixed-Mode HILIC-1
kolonunun benzersiz ¢ift modlu davranigini destekledigini acik¢a ortaya koymaktadir. Bu

nedenle, sonraki tiim analizlerde bu ACN araligi optimum kosul olarak secilmistir.
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4.2. Tampon Konsantrasyonu Optimizasyonu
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Sartlar: ACN/TAMPON (pH:3, Amonyumformat Tamponu): 5/95, 1 mL/dk., 10 oC, 5
uL/100 ppm, 230 nm, 1: Histamin, 2: Dopamin, 3: Tiramin, 4: Serotonin, 5: Triptamin
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Mobil fazdaki tampon tuzunun konsantrasyonu, karma mod HILIC sistemlerinde
hem elektrostatik etkilesimler hem de pik sekilleri iizerinde Onemli etkiler
yaratabilmektedir. Bu ¢alismada, amonyum format konsantrasyonu 5 ile 25 mM arasinda
sistematik olarak degistirilerek histamin, dopamin, tiramin, serotonin ve triptaminin
ayrilma performansi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Mobil faz ACN/amonyum format
tamponu (5:95, v/v, pH 3) icerirken, diger analiz kosullar1 1.0 mL/dk akis hizi, 10 °C
sicaklik ve 230 nm dedeksiyon dalga boyu olarak sabit tutulmustur.

5 mM tampon konsantrasyonunda, tiim analitler basariyla ayrilmis ve keskin,
simetrik pikler gozlemlenmistir. Bu diisiik iyonik gii¢, protonlanmis aminlerle sabit fazin
iyonlasabilir gruplar1 arasinda yeterli elektrostatik etkilesime izin vermektedir. Ancak,
histamin ve dopamin piklerinde hafif kuyruklanma goriilmesi, iyonik kuvvetin yetersiz
kalmasi durumunda iyon degisim mekanizmasinin kararsiz hale gelerek segiciligin
azalabilecegini diisiindiirmektedir (Hemstrom & Irgum, 2006).

Tampon konsantrasyonunun 10 mM'ye ¢ikarilmasi, genel olarak pik sekli ve
¢Oziiniirliikte iyilesme saglamis ve optimum kromatografik kosullar elde edilmistir. Bu
seviyede, elektrostatik etkilesim giicii ile mobil faz iletkenligi arasinda bir denge
olusmustur. Daha iyonik bir ortam, iyon degisim siire¢lerinin kararliligini artirarak
alikonmanin daha tekrarlanabilir olmasini saglamaktadir; bu durum, amin grubu igeren
analitlerle yapilan daha 6nceki ¢alismalarda da bildirilmistir (Jandera, 2011).

Daha yiiksek konsantrasyonlarda (15-25 mM), alikonma siireleri bir miktar
azalmis olsa da, pik ortiismeleri artmistir; 6zellikle dopamin ve tiramin pikleri ayrilmakta
zorlanmistir. Mobil fazda bulunan fazla miktardaki tampon iyonlari, analitlerle sabit faz
arasindaki 1iyon degisim etkilesimlerine rekabet ederek elektrostatik seciciligi
baskilayabilir. Ayrica, yiiksek iyonik kuvvet, sabit faz yiizeyindeki ¢ift katman kalinligini
azaltarak elektrostatik etkilesimlerin zayiflamasina neden olabilir.

Sonug olarak, 10 mM amonyum format, ¢ozilniirliik, pik simetrisi ve alikonma
siiresi agisindan en uygun dengeyi saglayarak sonraki analizler i¢in ideal tampon

konsantrasyonu olarak se¢ilmistir.

24



4.3. Akis Hiz1 Optimizasyonu
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Sartlar: ACN/TAMPON (pH:3, 10 mM Amonyumformat Tamponu): 5/95, 10 oC, 5 uL/100
ppm, 230 nm, 1: Histamin, 2: Dopamin, 3: Tiramin, 4: Serotonin, 5: Triptamin
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Kromatografik performans iizerindeki akis hizi etkisi, izokratik kosullarda
ACN/10 mM amonyum format tamponu %5 ACN / %95 tampon, pH 3 igeren mobil faz
esliginde gergeklestirilen analizlerde, Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 kolonu ile
degerlendirilmistir. Calismada, akis hiz1 0.5 ile 1.5 mL/dk arasinda degistirilmis; sabit
sicaklik 10 °C’de korunmus ve analizler 230 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

0.5 mL/dk akis hizinda, bes biyojenik aminin tamami bagartyla ayrilmis; ancak
alikonma siireleri gérece uzun olmustur. Bu akis hizinda gozlenen yliksek ¢oziiniirliik,
analitlerin kolondaki kalis siiresinin artmasiyla sabit faz ile daha giiglii etkilesimler
(hidrojen bagi ve iyonik etkilesimler dahil) kurmasina baglanmaktadir (Jandera, 2011).
Ancak, diisiik akis hizinda uzunlamasina difiizyonun artmasi nedeniyle pik genislemesi
gozlenmistir (Snyder ve ark., 2011).

Akis hizinin 0.75 ve 1.0 mL/dk seviyelerine ¢ikarilmasi, piklerin daha keskin ve
simetrik hale gelmesini saglamis, ¢Oziiniirliikk ise yeterli diizeyde korunmustur. Bu
degerler arasinda, 1.0 mL/dk akis hizi, analiz siiresi ile ¢Oziiniirlik arasinda en uygun
dengeyi saglamustir, analiz siiresi ile ¢oziiniirliik arasinda en uygun dengeyi saglamistir.
Bu hizda analitlerin sabit faz ve mobil faz arasinda etkin bir dengeyle dagilmasi
sonucunda ideal diizeyde dagilim gostererek secicilik kaybi olmaksizin ayrilmistir. Orta
diizeydeki bu akis hizi, kinetik olarak elverigli kosullarda kiitle transfer direncinin
azalmasiyla da iliskilidir (Zhang ve ark., 2021).

Daha yiiksek akis hizlarinda, ozellikle 1.25 ve 1.5 mL/dk seviyelerinde
¢Oziintirliikte belirgin bir azalma gézlenmistir. Her ne kadar analiz siiresi onemli 6l¢iide
kisalmis olsa da, kritik pik ¢iftlerinin ayrimi bozulmustur. Bu durum, analitlerin sabit
fazla yeterli siire etkilesim kuramadan eliie olmasi nedeniyle denge kosullarinin
saglanamamasi ve segiciligin zayiflamasi ile agiklanabilir. Bu tiir davranis, 6zellikle
etkilesim kinetiginin alikonmada belirleyici oldugu HILIC ve karma mod sistemlerde
tipiktir (Hemstrom & Irgum, 2006).

Tiim bu bulgular bir arada degerlendirildiginde, 1.0 mL/dk akis hizi, histamin,
dopamin, tiramin, serotonin ve triptaminin eszamanli ayrimi i¢in en uygun kosul olarak
belirlenmistir. Bu hiz, analiz siliresini minimumda tutarken yliksek kromatografik

¢Oziintirliik saglayarak yontemin gercek 6rnek analizlerinde etkinligini artirmaktadir.
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4.4. Sicakhik Optimizasyonu
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Sartlar: ACN/TAMPON (pH:3, 10 mM, Amonyumformat Tamponu): 5/95, 1 mL/dk, 5 uL./100
ppm, 230 nm, 1: Histamin, 2: Dopamin, 3: Tiramin, 4: Serotonin, 5: Triptamin
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Kolon sicakliginin biyojenik aminlerin kromatografik davranisi iizerindeki etkisi,
Acclaim  Mixed-Mode HILIC-1 kolonu kullanilarak  10-50°C  araliginda
degerlendirilmistir. Mobil faz olarak ACN/10 mM amonyum format (5:95, v/v, pH 3)
sabit tutulmus, diger ¢alisma kosullar1 1.0 mL/dk akis hizi, 5 uL enjeksiyon hacmi (100
ppm) ve 230 nm dedeksiyon dalga boyu olarak belirlenmistir.

10 °C sicaklikta, bes biyojenik aminin tamami yiiksek ¢oziiniirliikle ve keskin
piklerle ayrilmistir. Diislik sicaklik, 6zellikle protonlanmis analitler ile sabit fazin polar
ya da iyonlasabilir gruplar arasindaki hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimleri
artirarak alikonmay1 desteklemistir. Bu davranig, HILIC mekanizmasinin sabit faz ile
analit arasindaki etkilesimlere yiiksek oranda bagli olmasi ile uyumludur (Hemstrom &
Irgum, 2006).

Sicakligin 20-30 °C araligina yiikseltilmesiyle birlikte alikonma siireleri kademeli
olarak azalmis, pikler arasindaki mesafe daralmigtir. Bununla birlikte, dopamin/tiramin
ve serotonin/triptamin gibi kritik ¢iftler arasinda c¢oziiniirlik yeterli diizeyde
korunmustur. Bu sicaklik araliginda kiitle transferi hizlanir ve ¢oziicli viskozitesi azalir;
bu da pik seklini iyilestirebilir ancak etkilesim siiresi kisaldig1 i¢in segiciligi diistirebilir
(Jandera, 2011).

40-50°C gibi yiksek sicakliklarda, erken eliisyon gosteren bilesiklerin
alikonmas belirgin sekilde azalmis ve pikler arasinda értiisme artmistir. Ozellikle polar
etkilesimlerin etkinliginin azalmasi, yiiksek kinetik enerjiye bagli olarak hidrojen
baglarinin zayiflamasiyla agiklanabilir. Ayrica bu sicakliklar, iyon degisim
etkilesimlerinin denge durumunu bozarak karma mod sistemlerdeki elektrostatik
seciciligi zayiflatabilir.

Sonug olarak, 10°C sicaklik, tiim biyojenik aminlerin yiiksek c¢oziiniirliikle

ayrilmasini saglayarak optimum kolon sicakligi olarak belirlenmistir.
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4.5. pH Optimizasyonu
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Sartlar: ACN/TAMPON (pH:3, 10 mM, Amonyumformat Tamponu): 5/95, 1 mL/dk., 40 oC,

5 uL/100 ppm, 230 nm, 1: Histamin, 2: Dopamin, 3: Tiramin, 4: Serotonin, 5: Triptamin
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Biyojenik aminlerin alikonma davranist ve ¢oziiniirliigii, 6zellikle elektrostatik
etkilesimlerin secicilikte 6nemli rol oynadigi karma mod HILIC sistemlerinde mobil faz
pH’ma biiyiik 6lclide baghdir. Bu ¢alismada mobil fazin pH degeri 3.0 ile 7.0 arasinda
degistirilmis, amonyum format tampon konsantrasyonu ise 10 mM diizeyinde sabit
tutulmustur (ACN/tampon = 5:95, v/v). Analizler 10 °C sicaklikta, 1.0 mL/dk akis hiz1 ve
230 nm dedeksiyon dalga boyu ile gerceklestirilmigtir.

pH 3 kosullarinda, bes biyojenik aminin tamami1 net sekilde ve baseline ayrimi
saglanacak bi¢cimde eliie olmustur. Bu asidik ortam, primer ve sekonder amin gruplarinin
tamamen protonlanmasini saglayarak bilesiklerin katyonik karakterini artirmakta ve sabit
fazin anyonik gruplar ile giiglii iyonik etkilesimler kurmalarina olanak tanimaktadir.
Ayrica bu pH seviyesinde hidrojen bag etkilesimleri de artmakta, bu da yiiksek alikonma
ve ¢Oziiniirliik saglamaktadir.

pH 4 seviyesinde ¢oziiniirliik hala kabul edilebilir diizeyde kalmis ancak alikonma
stirelerinde hafif kaymalar gézlenmistir. Analitlerin biiylik cogunlugu hala protonlanmig
olsa da iyonik etkilesimlerin giicli azalmaya baslamistir. pH 5 ve 6 seviyelerinde ise
¢oziiniirliikte belirgin diisiisler ortaya ¢ikmis; histamin, dopamin ve tiramin (pik 1-3)
birlikte eliie olmaya baslamustir. Ozellikle pH 6'da dopamin ve tiramin pikleri tamamen
birlesmistir. Bu durum, amin gruplarinin kademeli olarak deprotonlanmasiyla sabit fazla
olan elektrostatik etkilesimlerin zayiflamasina baglanabilir.

pH 7 seviyesinde yalnizca ii¢ belirgin pik gdzlenmis; histamin, dopamin ve
tiramin ayn1 anda genis bir pik olarak eliie olmustur. Ayn1 zamanda genel alikonma siiresi
ciddi oOlgiide azalmistir. Bu sonug, fizyolojik pH seviyelerinde amin gruplarinin
notrlesmesi ve elektrostatik alikonmanin biiyiik 6l¢iide ortadan kalkmasiyla agiklanabilir.

Sonu¢ olarak, pH 3, Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 kolonu ile biyojenik
aminlerin etkili bir sekilde ayrilmasi i¢in en uygun pH degeri olarak belirlenmistir. Bu
pH kosulunda, analitlerin protonlanmis formda olmasi, sabit fazla iyon degisimi ve
hidrojen bagi etkilesimlerinin maksimum diizeyde ger¢eklesmesini saglamis ve yiiksek

secicilik ile ¢oziiniirliik elde edilmistir.
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4.6. Biyojenik Aminlerin Ayrilmasi ve Alkonmasi Kosullarinin

Optimizasyonu

4.6.1. Biyojenik aminlerin ayrilmasi ve alikonmasi iizerine mobil fazdaki asetonitril

(ACN) yiizdesinin etkisi

Asagida Tablo 4.1°de farkli ACN yiizdelerinde biyojenik aminlerin alikonma
siireleri (dakika cinsinden) gosterilmektedir. Calismada kullanilan mobil fazdaki ACN
oran1 %2 ila %90 arasinda degistirilerek, C12-hidroksi karma mod kolonun ¢oziicii

kompozisyonuna kars1 duyarliligr incelenmistir.

Cizelge 4. 1 Biyojenik aminlerin farkli ACN yiizdelerinde alikonma siireleri (dakika)

Biyojenik Alikonma ACN %
Aminler Sirasi

2 5 10 15 20 30 | 50 70 80 90
Histamin 1 6,54 6,61 6,59 | 6,57 | 6,62 [6,83|3,78 10,13 | 14,94 | 34,77
Dopamin 2 7,66 7,51 736 | 7,21 | 7,11 | 7,04|3,78 | 10,13 | 14,94 | 34,77
Tyramin 3 8,66 8,33 788 | 756 | 7,41 |7,31|3,78 10,13 | 14,94 | 34,77
Serotonin 4 11,93 | 10,64 | 9,27 | 8,45 | 7,98 | 7,57 (3,92 | 10,64 | 14,94 | 35,06
Tryptamin 5 16,94 | 15,15 | 13,03 | 11,42 | 10,26 | 8,88 | 4,27 | 10,75 | 14,94 | 35,06

Coziicii oran1 olarak kullanilan ACN yiizdesi, alikonma siireleri iizerinde ¢ift
yonlii bir etki gostermistir. Diisiik ACN oranlarinda (6zellikle %2-10), aminler sabit
fazda daha uzun siire kalirken, orta oranlarda (%30-50) daha kisa siirede eliie olmuslardir.
Yiiksek ACN yiizdelerinde (%70-90), aminlerin tekrar daha uzun siire sabit fazda
alikondugu gézlemlenmistir.

Ozellikle triptamin, %40 ACN oraninda minimum alikonma siiresine (4.27 dk)
ulagsmig, ardindan %90 ACN’de 35 dakikaya varan alikonma siiresi gdstermistir. Bu
egilim, C12-hidroksi karma mod kolonun ¢ok yonlii etkilesim mekanizmasini ve ¢oziicii

bilesiminin ayrim verimliligi tizerindeki kritik roliinii dogrulamaktadir.
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Sekil 4. 1 Biyojenik aminlerin ACN yiizdesine gére C12-hidroksi karma mod kolonda alikonma
stireleri

4.6.2. Biyojenik aminlerin ayrilmasi ve alikonmasi iizerine tampon derisiminin

etkisi

Asagida Tablo 4.2°de biyojenik aminlerin farkli tampon derisimlerinde (5-25
mM) 6lgiilen alikonma siireleri verilmistir. Tampon sisteminin iyonik giicii, kolon-sabit
faz etkilesimlerini ve Ozellikle elektrostatik bileseni etkileyerek ayrim mekanizmasini

degistirmektedir.

Cizelge 4. 2 Biyojenik aminlerin farkli tampon derisimlerinde alikonma siireleri (dakika)

Amin Sira 5mM 10 mM 15 mM 20 mM 25 mM
Histamin 1 3.35 3.34 3.24 3.23 3.24
Dopamin 2 3.70 3.79 3.66 3.63 3.65
Tyramin 3 4.07 4.20 3.96 3.88 3.93
Serotonin 4 4.95 5.36 4.81 4.56 4.69

Tryptamin 5 6.99 7.64 6.75 6.41 6.31

Tampon derisimi arttikga biyojenik aminlerin alikonma stireleri genel olarak
azalma egilimindedir. Bu durum, sistemde artan iyonik giiciin sabit faz ile analitler
arasindaki iyonik etkilesimleri baskilamasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle triptamin
ve serotonin gibi bazik karaktere sahip bilesikler bu degisime daha duyarli davranmistir.

Karma mod kolonun iyonik ve polar etkilesimleri dengeleme 6zelligi sayesinde,

tampon derisimi analitik performanst dogrudan etkileyen bir parametre olmustur.
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Sekil 4. 2 Biyojenik aminlerin farkli tampon derisimlerinde C12-hidroksi karma mod kolonda
alikonma stireleri

4.6.3. Biyojenik aminlerin ayrilmasi ve alikonmas iizerine pH’1n etkisi

Asagida Tablo 4.3’te, Cl12-hidroksi karma mod kolonda analiz edilen bes
biyojenik aminin pH 3 ile pH 7 arasindaki alikonma siireleri yer almaktadir. Elde edilen
veriler, aminlerin sabit faz ile etkilesimlerinin pH’ya bagl olarak anlamli sekilde

degistigini gostermektedir.

Cizelge 4. 3 Biyojenik aminlerin farkli pH degerlerinde alikonma siireleri (dakika)

Amin Siralama pH3 pH 4 pHS pH 6 pH7
Histamin 1 3.34 3.61 431 5.10 9.22
Dopamin 2 3.79 4.04 4.60 5.57 9.22
Tyramin 3 4.20 4.30 4.60 5.57 9.22
Serotonin 4 5.36 5.01 5.34 6.80 11.85

Tryptamin 5 7.64 6.94 7.65 10.37 20.93

pH’nin artisiyla birlikte biyojenik aminlerin alikonma stireleri genel olarak artis
gostermistir. Bu durum, analitlerin iyonlagma derecelerinin azalmasi ve buna bagli olarak
sabit fazla daha giiclii hidrofobik ve polar etkilesimlere girmeleri ile agiklanabilir. pH 3’te
daha kisa stirede eliie olan aminler, pH 7°de daha uzun siire sabit fazda alikonmustur.
Ozellikle triptamin ve serotonin, yiiksek pH kosullarinda en yiiksek alitkonma siirelerini

gostermistir.
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Bu egilim, karma mod sabit fazlarin ¢ok yonlii (iyonik, hidrojen baglar1 ve
hidrofobik) etkilesimleri destekledigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, pH
optimizasyonu karma mod kolon kullanilarak yapilan biyojenik amin ayrimlarinda kritik

rol oynamaktadir.
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Sekil 4. 3 Biyojenik aminlerin farkli pH seviyelerinde C12-hidroksi karma mod kolonda
alikonma stireleri

4.6.4. Biyojenik aminlerin ayrilmasi ve alikonmasi iizerine akis hizimin etkisi

Asagida Tablo 4.4’te biyojenik aminlerin farkli akis hizlarindaki (0.50-1.50
mL/dk) alikonma siireleri gosterilmektedir. Akis hizi, mobil fazin kolon icerisindeki
ilerleme siiresini dogrudan etkileyen 6nemli bir parametredir ve dolayisiyla analitlerin

sabit faz ile etkilesim siiresini kisaltir ya da uzatir.

Cizelge 4. 4 Biyojenik aminlerin farkli akig hizlarinda alikonma stireleri (dakika)

Amin Sira 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50
Histamin 1 6.72 4.45 3.34 2.66 2.21
Dopamin 2 7.66 5.04 3.79 3.02 2.49
Tyramin 3 8.48 5.58 4.20 3.34 2.75
Serotonin 4 10.95 7.08 5.36 4.24 3.43

Tryptamin 5 15.71 10.11 7.64 6.04 4.86

Akis hizi arttikga, tiim aminlerin alikonma siireleri azalmistir. Bu durum, mobil
fazin sabit fazla daha kisa siirede etkilesime girmesine neden oldugu icin beklenen bir
kromatografik davranistir. Ozellikle triptamin ve serotonin gibi yiiksek alitkonma gosteren

aminlerde bu diisiis daha belirgindir.
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Optimum ayirma verimliligi acisindan akis hizinin ¢ok diisiik veya ¢ok yiiksek

olmamasi gerekir. Bu ¢aligmada, 1.00 mL/dk civarinda akis hizlari, hem analiz siiresini

makul tutmug hem de iyi ayrim saglamistir.
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Sekil 4. 4 Farkli akis hizlarinda biyojenik aminlerin C12-hidroksi karma mod kolondaki
alikonma siireleri

4.6.5. Biyojenik aminlerin ayrilmasi ve alikonmasi iizerine ve termodinamik

parametrelere sicakhigin etkisi

Asagida Tablo 4.5°te biyojenik aminlerin farkl sicakliklarda (10-50 °C) alikonma

stireleri ve bunlara ait termodinamik parametreler (entalpi degisimi AH®, entropi degisimi

AS®) verilmistir. Sicaklik, analitlerin sabit fazla etkilesim siiresini ve siddetini etkileyerek

alikonma davraniglarini degistirmektedir.

Cizelge 4. 5 Biyojenik aminlerin sicaklik degisimine gore alikonma siireleri ve hesaplanan
termodinamik parametreler

Amin | Swa | 10°C | 20°C | 30°C | 40°c | soec | AW AS°®
(kJ/mol) | (J/mol-K)
Histamin | 1 334 | 331 | 329 | 328 | 326 | 6583 | -024
Dopamin | 2 379 | 373 | 370 | 368 | 367 | 6661 | -021
Tyramin | 3 420 | 412 | 403 | 394 | 392 | 8826 | -0.22
Serotonin | 4 536 | s5.02 | 494 | 482 | 471 | 6754 | —0.14
Tryptamin | 5 764 | 729 | 710 | 657 | 652 | —98.13 | 021

Sicakligin artisiyla birlikte tiim biyojenik aminlerin alikonma stirelerinde azalma

gozlenmistir. Bu durum, sabit faz ile analit arasindaki etkilesimin ekzotermik karakterde
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oldugunu ve yiiksek sicakliklarda bu etkilesimin zayifladigin1 gostermektedir. Van’t Hoff
grafikleri kullanilarak hesaplanan AH® degerleri negatif olup bu sonucu desteklemektedir.

Ayrica, AS° degerlerinin diisiik veya negatif ¢cikmasi, alikonma sirasinda sistemin
diizensizliginin azaldigini ya da ¢ok degismedigini gostermektedir. Karma mod kolonun
hem polar hem de apolar etkilesimleri destekleyen yapisi sayesinde, bu sicaklik

degisimlerine kars1 ayrim giicii biiyiik oranda korunmustur.
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Sekil 4. 5 1/T (K™') — Ink grafikleri tizerinden biyojenik aminlerin Van’t Hoff analizleri

4.7. Kromatografik Bulgular

Bu c¢alismada analiz edilen Orneklere ait HPLC kromatogramlar1 asagida
Ozetlenmistir. Sekil 4.6.A—F’de sunulan kromatogramlara karsilik gelen biyojenik amin
isimleri ve 6rnek aciklamalari tablo halinde verilmistir. Analizler DAD dedektort ile 230
nm UV dalga boyunda gergeklestirilmis olup, histamin, dopamin, tiramin, serotonin ve
triptamin aminlerinin kantitatif tayini hedeflenmistir. Tablo 4.6’da sunulan bilgiler,
orneklerin hangi kromatograma karsilik geldigini gdstermesi bakimindan analiz

sonuglarmin biitiinliigilinii desteklemektedir.
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Cizelge 4. 6 Kromatogramlara ait biyojenik amin bilgileri ve 6rek agiklamalar

S;l;ﬂ Biyojenik Amin(ler) Ornek A¢iklamasi
A Histamin, Dopamin, Tiramin, Serotonin, Triptamin Standart karisim (referans)
B Histamin, Tiramin Van beyaz peyniri
C Histamin, Dopamin, Serotonin Eski kasar peyniri
D Tiramin, Triptamin Tam yagli beyaz peynir
E Histamin, Dopamin, Tiramin Tulum peyniri
F Dopamin, Serotonin, Triptamin Kiip peyniri

4.7.1. Peynir orneklerinden elde edilen kromatogramlar
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Sekil 4. 6 Biyojenik aminlerin HPLC kromatogramlari (A—F)
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4.8. Biyojenik Aminlerin Kantitatif Tayini

Cizelge 4. 7 Farkli peynir 6rneklerinde tayin edilmeye ¢alisilan histamin miktarlari (ppm)
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Yalnizca tulum peynirinde histamin basariyla tespit edilebilmistir. Diger
orneklerde ise analit pikleri, matriks kaynakli ekstrakt kirliligi altinda kalmistir. Bu

nedenle gilivenilir bir tayin gerceklestirilememistir.

Cizelge 4. 8 Farkli peynir 6rneklerinde tayin edilmeye ¢alisilan triptamin miktarlar (ppm)
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Grafikte farkli peynir 6rneklerinde tespit edilen triptamin diizeyleri (ng/kg) sade
ve anlagilir bir sekilde sunulmaktadir. A¢ik mavi renkli ¢ubuklar <1 ppm kalibrasyon

araliginda analiz edilen 6rnekleri temsil ederken, koyu mavi ¢ubuklar >1 ppm araligina

aittir.

Cizelge 4. 9 Farkli peynir 6rneklerinde tayin edilmeye ¢alisilan tiramin miktarlari (ppm)
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Grafikte, her bir peynir Orneginde tespit edilen tiramin miktarlar1 (pg/kg)
gosterilmektedir. Kasar peyniri, diisiik konsantrasyon nedeniyle ayri bir kalibrasyon
egrisi ile degerlendirilmis ve 108 pg/kg seviyesinde tiramin i¢ermektedir. Diger tiim
ornekler daha yiiksek kalibrasyon araligina dayali olarak analiz edilmis ve 6zellikle kiip

peyniri ile Van peyniri yiiksek tiramin diizeyleriyle 6ne ¢ikmuistir.
4.8.1. LOD ,LOQ, tekrarlanabilirlik hesaplamalari

Analitik  yontemlerin performans degerlendirmesinde, Ol¢tim sinirlarinin
belirlenmesi 6nemli bir adimdir. Tespit limiti (LOD), bir analitin cihaz tarafindan
algilanabildigi ancak kantitatif olarak gilivenilir bicimde 6l¢iilemedigi en diisiik seviyeyi
tanimlar. Buna karsilik, kantitatif tayin limiti (LOQ), analitin istatistiksel olarak glivenilir

bicimde sayisal olarak belirlenebildigi en diisiik diizeydir (Shrivastava & Gupta, 2011).
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Bu limitlerin hesaplamasinda siklikla sinyal/giiriiltii oran1 esas alinmakla birlikte,
bu ¢aligmada analitlerin kantitatif yapisal parametreleri ile kolon iizerindeki etkilesimleri
arasinda istatistiksel bir iligski kurularak degerlendirme yapilmistir. QSRR (Quantitative
Structure—Retention  Relationship) yaklasimi  cergevesinde, LOD ve LOQ
hesaplamalarinda kalibrasyon egrisinden elde edilen egim (m) ve diisiik yogunluklu

standartlarin standart sapmasi (o) kullanilmigtir.
LOD=3.3x0)/m LOQ=(10x0)/m (4.1)
Burada o, sinyalin istatistiksel varyasyonunu; m ise kalibrasyon dogrusunun

egimini ifade etmektedir. Bu hesaplamalar, yontemin hassasiyetinin ve Olgiim
kapasitesinin sayisal olarak ifade edilmesini saglar.

4.8.2. Histaminin kalibrasyon egrisi, LOD-LOQ hesaplamasi ve 6rnek uygulama

Histaminin kantitatif tayini i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi, 2—100 ppm
araliginda yiiksek dogrusallik gostermistir. Kalibrasyon ic¢in belirlenen bes farkli
konsantrasyona karsilik gelen pik alanm1 (mAU-s) degerleri asagida tablo halinde

verilmigtir.

Cizelge 4. 10 Histamin i¢in kalibrasyon verileri

Konsantrasyon Pik Alam
(ppm) (mAU's) Histamin
2 1.7
200
3 2.4
150 y =1.9039x - 6.2052
5 4.01 R?=0.9988
o 100
10 8.42 % 5
50 90 0
0 20 40 60 80 100 120
100 184.0 -50 Concentration (ppm)
Kalibrasyon denklemi: y = 1.9039x — 6.2052 4.2)

Dogrusal regresyon katsayist (R?): 0.9988
LOD: 2.00 ppm, LOQ: 6.66 ppm
RSD (%): 1.35
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Cizelge 4.10. A Peynir 6rneklerinde histamin miktarlar

Numune Pi:(mﬂi;;l_ls)(y) X (ppm) ng/kg Kullamlan Egri
Tulum 50.330 29.693 2969.3 Yiiksek seviye
Kasar 4.29 6.18 618.0 Diisiik seviye

Van 8.29 7.59 759.0 Diisiik seviye
Ezine 8.5 7.66 766.0 Diisiik seviye
Kiip 184.0 100.0 10000.0 Yiiksek seviye

Tulum peyniri 6rneginden elde edilen sinyal 248 birim olarak dl¢iilmiistiir. Bu
deger regresyon denklemine uygulanarak histamin miktar1 hesaplanmistir:

x = (248 +5.2028) / 1.8879 = 133 ppm (4.3)

Bu sonug, 100 ppm’nin iizerindedir ve saglik acisindan risk olusturabilecek

diizeyde histamin icerdigini gostermektedir (Durlu-Ozkaya & Tunail, 2003).

4.8.3. Triptamin kalibrasyonu, LOD-LOQ hesaplamasi ve peynir érneklerinde

uygulama

Triptaminin HPLC ile kantitatif tayininde, genis bir dinamik konsantrasyon
araligina sahip 6rneklerin analizi s6z konusu oldugundan, tek bir kalibrasyon egrisi yerine
iki ayr1 dogrusal kalibrasyon egrisi hazirlanmustir.

Triptamin analiti i¢in diisiik ve yiiksek konsantrasyon araliklarinda iki farkli
kalibrasyon egrisi kullanilmistir. Diisiik seviyeli analit konsantrasyonlarinda (0.25-1
ppm), Olclim hassasiyetini artirmak ve diisiik sinyal degerlerini daha dogru
modelleyebilmek amaciyla birinci kalibrasyon egrisi (y = 24.268x — 0.3154, R? = (.999)
tercih edilmistir. Bu egri, 6zellikle Tulum ve Kagar gibi diisiik diizeyde triptamin iceren
orneklerin analizi i¢in uygun bulunmustur.

Ote yandan, yiiksek konsantrasyonlu drneklerde (8rnegin Van ve Kiip peyniri),
diisiik aralikta olusturulmus kalibrasyon egrisinin yeterli duyarlilik saglamamasi
nedeniyle 1-10 ppm araligina 6zgii ikinci bir kalibrasyon egrisi (y = 26.69x — 3.2988, R?
= 0.9978) hazirlanmigtir. Bu egri, daha genis sinyal araligina sahip verilerin kantitatif

analizinde dogrulugu artirmak amaciyla kullanilmistir.
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Her iki kalibrasyon egrisi de kendi konsantrasyon araliklarinda yiiksek dogrusal

uyum gostermisticr ve Orneklerin analit diizeylerine gore uygun egri secilerek

hesaplamalar yapilmistir (ICH Q2(R1), 2005).

Cizelge 4. 11 Triptamin i¢in diisiik konsantrasyon kalibrasyon verileri

Konsantrasyon Pik Alam Tript .
m mAU riptamin
(ppm) (mAU) 30,00
0.08 1.26 y =24,268x - 0,3154
0.1 24 ] 20,00 R?=0,999
<
0.25 6.0 10,00
0.5 11.6 0,00
0 0,5 1 1,5
1.0 24.0 Concentration (ppm)
Kalibrasyon denklemi: y = 24.268x — 0.3154 (4.4)

Dogrusal regresyon katsayisi (R?): 0.999

Cizelge 4.11. A Triptamin i¢in yiiksek konsantrasyon kalibrasyon verileri

Konsantrasyon Pik Alam Trivtamin
(ppm) (mAU) P
1 26.69
300 y =26,692x - 3,2988
2 55.0 © 200 R?=0,9978
(O]

4 110.0 Z 100

6 160.0 0 Concentration (ppm)

10 260.0 0 2 4 6 8 10 12
Kalibrasyon denklemi: y = 26.69x — 3.2988 (45.)
Dogrusal regresyon katsayisi (R?): 0.9978
Cizelge 4.11. B Peynir 6rneklerinde triptamin miktarlari

Numune Pik Alani X (ppm) pg/kg (x x 200) Kullamilan Egri
(mAU-s)
Tulum 0.013 0.0135 2.7 Disiik seviye
Kasar 7.46 0.320 64.1 Diisiik seviye
Van 130.1 4.998 999.6 Yiksek seviye
Tayip 140.4 6.065 1213.1 Yiiksek seviye
Kiip 724.5 27.269 5453.7 Yiiksek seviye
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Her bir 6rnek i¢in uygun kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplama yapilmaistir.
Kiip peyniri 6rneginde bulunan triptamin miktar1 oldukca yiiksek olup gida giivenligi

acisindan risk olusturabilecek diizeydedir.
4.8.4. Serotonin kalibrasyon egrisi, LOD-LOQ hesaplamasi

Serotonin i¢in 0.08—1.00 ppm aralifinda hazirlanan standart ¢ozeltiler ile
olusturulan kalibrasyon egrisi, dogrusal regresyon katsayist R* = 0.9988 ile oldukca

yiiksek dogruluk gostermistir. Elde edilen kalibrasyon verileri ve egrisi asagida

sunulmustur.

Cizelge 4. 12 Serotonin i¢in kalibrasyon verileri

Konsantrasyon Pik Alan )
(ppm) (mAU"s) Serotonin
30,00
0.08 1.61 y =23,575x-0,1378
0.10 211 © 20,00 R? = 0,9988
0.25 5.69 < 10,00
0.50 12.20 0,00
0 0,5 1
1.00 23.20 Concentration
Kalibrasyon denklemi: y = 23.575x — 0.1378 (4.6)

Dogrusal regresyon katsayist (R?): 0.9988

Cizelge 4.12. A Peynir 6rneklerinde serotonin miktarlar

Numune | Pik Alamt (mAU:-s) | X (ppm) | pg/kg | Kullamlan Egri
Tulum 0.61 0.0317 31.7 Diisiik seviye
Kasar 7.46 0.3216 | 321.6 Diisiik seviye

Van 130.1 5.523 | 5523.0 | Yiiksek seviye (¥)
Tayip 140.4 5.959 | 5959.3 | Yiiksek seviye (¥)
Kiip 724.5 30.74 | 30740 | Yiiksek seviye (*)
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4.8.5. Tiramin kalibrasyonu, LOD-LOQ hesaplamasi ve 6rnek uygulamalar
Tiraminin kantitatif tayini i¢in hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyon
araliklarinda iki ayr1 kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu yaklasim, genis analit

konsantrasyonu araliginda dogru ve giivenilir sonuglar elde edilmesini saglamistir.

Cizelge 4. 13 Tiramin i¢in diisiik konsantrasyon kalibrasyon verileri (0.075-1 ppm)

Konsantrasyon | Pik Alam
(ppm) (mAUs) Tiramin
0.075 1.18 g
0.100 159 140 ’
0.250 4.03 £ oo
0.500 8.56 o0
1000 1776 O'OOU,OOO 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200
Concentration (ppm)
Kalibrasyon denklemi: y = 17.923x — 0.3164 4.7.
Y y

Dogrusal regresyon katsayisi (R?): 0.9992

Cizelge 4.13. A Tiramin igin yiiksek konsantrasyon kalibrasyon verileri (10,000-50,000 ppm)

Konsantrasyon Pik Alam Tiramin

(ppm) (mAUs) 0000
5000 71.00 oo
10000 133.5 g jggggg
20000 260.00 10000
35000 475.00
50000 680.00 concentration fepm)

Kalibrasyon denklemi: y = 7.4567x + 1.1466 (4.8.)

Dogrusal regresyon katsayisi (R?): 0.9938

Cizelge 4.13. B Peynir 6rneklerinde tiramin miktarlar

Numune Alan (y) X (ppm) ng/kg Kullanilan Egri
Tulum 353.22 47.26 94515 Yiiksek seviye
Kasar 1759.4 23.06 4720.3 Yiiksek seviye

Van 397 5.33 1066.8 Diisiik Seviye
Tayip 3115 41.79 8359 Yiiksek seviye
Kiip 8.47 0.54 108.1 Diisiik Seviye

Her bir peynir 6rnegi i¢in uygun kalibrasyon egrisi (diisiik veya yliksek seviye)
kullanilarak hesaplama yapilmistir. Elde edilen sonuglara goére kiip, van ve tayip
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peynirlerinde tiramin miktarmin olduk¢a yiliksek oldugu, gida giivenligi agisindan

potansiyel bir risk teskil edebilecegi belirlenmistir. Ozellikle kiip peyniri drneginde tespit

edilen 83593.3 pg/kg tiramin diizeyi, tolerans sinirlarinin oldukga {izerindedir.

4.8.6. Serotonin kalibrasyon egrisi, LOD-LOQ hesaplamasi

Serotonin i¢in 0.08—1.00 ppm aralifinda hazirlanan standart c¢ozeltiler ile

olusturulan kalibrasyon egrisi, dogrusal regresyon katsayis1t R? = 0.9988 ile oldukga

yiiksek dogruluk gostermistir. Elde edilen kalibrasyon verileri ve egrisi asagida

sunulmustur.

Cizelge 4. 14 Serotonin i¢in kalibrasyon verileri

Konsantrasyon Pik Alan
(ppm) (mAU-s) ro00
008 161 20,00 y=23,575x - 0,1378
01 2.11 ;150 |
0.25 5.69 S
05 12.2
1-0 23-2 O/Z 0/4 Concentration 0/8 ' .
Kalibrasyon Denklemi:y = 23.575x — 0.1378 (4.9)
Regresyon Katsayis1 (R?): 0.9988
Cizelge 4.14 A Peynir 6rneklerinde serotonin miktarlar
Numune Pik Alani (y) X (ppm) ng/kg Kullanilan Egri
Tulum 0 0.124 24.7 Diisiik seviye
Kasar 7.46 0.32 64.1 Diisiik seviye
Van 130.1 4.998 999.6 Yiiksek seviye
Tayip 144 0.607 121.3 Diisiik seviye
Kiip 724.5 27.269 5453.7 Yiiksek seviye

4.8.7. Dopamin kalibrasyon sonu¢larinin yorumlanmasi

Bu boliimde, dopamin analiti i¢in gelistirilen kalibrasyon egrisi ve elde edilen

LOD-LOQ degerleri detayli sekilde yorumlanmistir. Kalibrasyon egrisi 0.1-1.0 ppm

araliginda hazirlanmis olup, yiiksek dogrusal uyum gostermektedir.
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Cizelge 4. 15 Dopamin kalibrasyon verileri

Konsantrasyon Pik Alam Dopamin
(ppm) (mAU-s) o
0.10 1.22 200 v =9.2744x+ 04505
0.25 2.91 .
0.50 5.29 00
100 966 ’ 0,000 0,200 0405' rc-.éoc ?_.aca 1,000 1,200
Concentration {ppm)
Kalibrasyon Denklemi: y = 9.2744x + 0.4806 (4.10.)

Dogrusal regresyon katsayisi (R?): 0.9979

Cizelge 4.15. A Peynir 6rneklerinde dopamin miktarlari

Numune | Pik Alani (y) | X (ppm) | ng/kg | Kullanilan Egri
Tulum 0 0,05 16,0 Diisiik seviye
Kagar 1,55 0,12 40,0 Diisiik seviye
Van 35,0 3,70 1232,6 | Yiiksek seviye
Tayyip 3,20 0,29 96,6 Diisiik seviye
Kiip 226,0 23,35 7773,0 | Yiiksek seviye

Cizelge 4. 16 Biyojenik aminler i¢in LOD ve LOQ degerleri

MADDE LOD (ppm) LOQ (ppm)
Histamin 2.000 6.660
Triptamin 0.060 0.200
Serotonin 0.080 0.266
Tiramin 0.080 0.250
Dopamin 0.100 0.333

4.8.8. Yontemin tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi

Analitik yontemlerin giivenilirligini ve dogrulugunu gostermek icin yapilan
temel degerlendirmelerden biri de tekrarlanabilirlik (repeatability) analizidir. Bu
calismada, her bir biyojenik amin i¢in ayni analitik kosullar altinda bes tekrar 6l¢timii
yapilmis; alikonma siireleri (RT) kaydedilmistir. Olgiimler A, B, C, D ve E olarak
adlandirilmigtir. Her bir analit icin elde edilen degerlerin aritmetik ortalamasi alinarak
ortalama alikonma siiresi hesaplanmis, ardindan goreli standart sapma (RSD%) ile

yontem tekrarlanabilirligi degerlendirilmistir.
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Cizelge 4. 17 Biyojenik aminlerin besli 6l¢lime dayali ortalama alikonma siireleri ve RSD%

degerleri
Biyojenik 1.Analiz | 2.Analiz | 3.Analiz | 4.Analiz | 5.Analiz | Ort. RT RSD%
Amin (dk)
Histamin 3.30 3.30 3.29 3.29 3.30 3.298 0.0606
Triptamin 3.89 3.89 3.88 3.89 3.89 3.888 0.0514
Serotonin 4.21 4.21 4.21 4.21 4.21 4.210 0.0000
Tiramin 5.36 5.35 5.35 5.36 5.35 5.354 0.1121
Dopamin 7.63 7.62 7.62 7.63 7.61 7.622 0.1050

Cizelge 4.8’da kromatografik analizler sirasiyla Kasar, Tulum, Kiip, Van beyaz,

Van beyaz (tekrar) ve Eski Kasar peynir 6rnekleri tizerinde gerceklestirilmis olup, her bir

ornege ait sonuglar karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, tiim biyojenik aminler i¢in elde edilen kalibrasyon

egrilerinin korelasyon katsayilarinin (R? > 0,998) yiikksek oldugu, LOD ve LOQ

degerlerinin ise yontemin duyarliligini ortaya koydugu gozlemlenmistir. Ayrica, her bir

analit i¢in yapilan bes tekrarli enjeksiyon sonucu elde edilen %RSD degerlerinin %2’nin

altinda olmasi, kullanilan HPLC yo6nteminin yiiksek diizeyde tekrarlanabilirlige sahip

oldugunu gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu ¢alismada, C-12 hidroksi grubu igeren karma mod (mixed-mode) HPLC
kolonu ve Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 kolon kullanilarak, peynir érneklerindeki bazi
biyojenik aminlerin (histamin, tiramin, dopamin, serotonin ve triptamin) es zamanli tayini
basartyla  gerceklestirilmistir.  Tlrevlendirme yapilmaksizin dogrudan analiz
yapilabilmesi, yontemin hem pratik hem de ekonomik oldugunu goéstermektedir. Bu
ozellik, gida analizlerinde zaman ve kaynak tasarrufu saglayan 6nemli bir avantaj olarak
degerlendirilebilir.

Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 kolonu, yiizeyinde bulunan hidroksil gruplar1 ve
iyon degisim 6zellikleri sayesinde, polar ve bazik karakterdeki biyojenik aminlerin etkili
sekilde ayrilmasini saglamistir. Mobil faz bilesimi, pH, kolon sicakligi, akis hizi ve
tampon konsantrasyonu gibi kromatografik performans: etkileyen parametreler
sistematik olarak optimize edilmistir. Optimum kosullar altinda, tiim hedef aminler
yiiksek ¢oziintirliikkle ve kisa siirede ayrilmistir. Bu da yontemin hizli analiz gerektiren
rutin laboratuvar uygulamalari i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

Gelistirilen yontem, yalnizca sentetik karigimlar degil, ayn1 zamanda piyasadan
temin edilen farkli tiirlerdeki ticari peynir Orneklerinin analizinde de basariyla
uygulanmistir. Farkli peynir 6rneklerinde, 6zellikle tiramin ve triptamin aminlerinin
tayini gergeklestirilmis; yalnizca bir 6rnekte histamin saptanmigtir. Kiip peyniri ve Van
otlu peyniri, biyojenik amin birikimi agisindan en yiiksek degerlere sahip Ornekler
olmustur. Ozellikle Kiip peyniri, bazi kaynaklarda giivenli esik olarak belirtilen 100
mg/Kkg tiramin siirina oldukga yaklasmis ya da bu sinir1 agmistir. Bu durum, potansiyel
toksikolojik risk agisindan dikkatle degerlendirilmelidir.

Triptamin ve histamin i¢in saptanan diizeyler diisiik olmasina ragmen, anlamlidir.
Bu bilesiklerin 6zellikle MAO inhibitérii ilag kullanan bireylerde ciddi saglik sorunlarina
yol agabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, fermente siit iirlinlerinde biyojenik amin
izleme ¢aligmalar1 yalnizca akademik arastirmalarla sinirli kalmamalr; gida giivenligi
politikalar1 ¢cergevesinde diizenli izleme programlarina entegre edilmelidir.

pH parametresi, analitlerin iyonlasma durumunu ve kolonla olan etkilesimlerini

belirleyerek ayrim performansi iizerinde dogrudan etkili olmustur. Bu caligmada
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kullanilan pH 5.5’lik asetat tamponu, aminlerin katyonik formda bulunmalarim
saglayarak kolondaki anyonik fonksiyonel gruplarla etkili iyonik etkilesim kurmasina
olanak tanimistir. Bu durum, alikonma siirelerinin ve pik simetrisinin iyilesmesine katki
saglamistir.

Sicaklik ve akis hiz1 gibi diger parametreler de ayrim performansini dogrudan
etkilemis; optimum kosullar altinda elde edilen kromatogramlar net, ayrik ve analitik
olarak tatmin edici bulunmustur. Ozellikle sicakligin artirilmasiyla ¢dziiniirliikte bir
miktar azalma, ancak analiz siiresinde anlamli bir kisalma gézlemlenmistir. Bu bulgular,
sicaklik degisiminin analitik amaglara gore optimize edilmesi gerektigini gdstermektedir.

Yontemin duyarliligl ve tekrarlanabilirligi de yiiksek bulunmustur. Kalibrasyon
egrileri dogrusal olup, korelasyon katsayilari istatistiksel olarak anlamli ve %RSD
degerleri diisiik diizeyde kalmistir. Bu durum, yontemin kantitatif analizlerde gilivenilir
oldugunu ortaya koymustur.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda gelistirilen HPLC yontemi, biyojenik aminlerin
tirevlendirme yapilmadan, hizli ve yiliksek c¢oziiniirliikle analiz edilmesine olanak
saglayan etkili ve uygulanabilir bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Gerek laboratuvar
diizeyinde gerekse endiistriyel kalite kontrol amagli uygulamalarda kullanilmaya elverisli

olan bu yontem, gida giivenligi agisindan 6nemli katkilar sunmaktadir.

5.2 Oneriler

Calisma sonucunda, baz1 peynir Orneklerinde 6zellikle tiramin ve triptamin
diizeylerinin dikkat ¢ekici seviyelere ulastigi gozlemlenmistir. Kiip peyniri gibi bazi
orneklerde, tiramin diizeyi 100 mg/kg esigine olduk¢a yaklagmakta ya da bu smir
asabilmektedir. Bu durum, 6zellikle monoamin oksidaz inhibitérii (MAOI) tedavisi goren
bireyler agisindan ciddi saglik riskleri dogurabilir. Bu nedenle, biyojenik amin
diizeylerinin diizenli olarak izlenmesi, fermente siit {irlinlerinde gida giivenligini
saglamak agisindan 6nemlidir. Gelistirilen analitik yontemin, HACCP (Tehlike Analizi
ve Kritik Kontrol Noktalari) sistemi ¢ercevesinde, potansiyel kimyasal risklerin kontrolii
amaciyla kullanilabilecek etkili bir ara¢ oldugu diistiniilmektedir.

Biyojenik amin igerigi gidalarda toksisite riski olusturabileceginden, 6zellikle
yiiksek risk grubuna giren fermente {irlinlerde bu icerige dair bilgi etiketlemeye dahil

edilmelidir. Etiketlerde “biyojenik amin igerir” veya “yiiksek tiramin potansiyeli tagir”
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gibi uyarilar yer almasi, Ozellikle hassas bireylerin bilingli tiikketim yapmalarini
saglayacaktir.

Gelistirilen HPLC yontemi; hizli, glivenilir ve tiirevlendirme gerektirmeyen
yapistyla, peynir ireticilerinin  kalite  kontrol laboratuvarlarinda dogrudan
uygulanabilecek niteliktedir. Ozellikle kiigiik ve orta 6lcekli isletmelere, bu ydntemin
validasyon siiregleri konusunda teknik destek saglanarak yaygin kullanimi tesvik
edilmelidir.

Bu c¢alisma peynir 6rnekleriyle sinirli kalmis olsa da, benzer biyojenik amin
olusum riski tastyan sucuk, sarap, tursu ve balik gibi diger fermente iirlinlerde de
yontemin uyarlanarak kullanilmas1 énerilmektedir. Ozellikle farkli matrislerdeki matriks
etkisi, pH tamponlama kapasitesi ve iyonik etkilesimlerin yeniden degerlendirilerek
metoda 6zel optimizasyonlar yapilmalidir.

C-12 hidroksi grubu igeren Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 kolonu, hem hidrofilik
hem de iyon degisim Ozellikleriyle etkili bir ayirma saglamistir. Bu basari, karma mod
kolonlarin sadece biyojenik amin degil; ayn1 zamanda bazik ve polar yapili diger
farmasoétik veya gida analizleri i¢in de potansiyel tagidigini gdstermektedir. Bu baglamda,
ileri ¢aligmalarin farkli karma mod sabit fazlarin karsilastirmali analizine odaklanmasi
Onerilir.

Gelistirilen bu yontem, laboratuvar temelli gida analiz egitimlerinde o6rnek
uygulama olarak kullanilabilir. Universitelerde gida kimyasi, analitik kimya ve
kromatografi derslerinde gergek ornek analiziyle 6grenci egitimine katki sunabilecek bir
model olarak degerlendirilebilir. Ayrica, Tarim ve Orman Bakanligi'nin analitik izleme

standartlar1 arasinda yer almasi i¢in pilot uygulamalara gegilmesi onerilir.
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