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BINGOL CEVRESINDE URETIiLEN BALLARIN AMINO ASIT
ICERIGININ HIDROFILIK ETKILESIM KROMATOGRAFISI
TEKNIGI iLE BELIRLENMESI

OZET

Gidalarda amino asit igeriginin belirlenmesi, ilgili gidanin kalitesi ve orijini baglaminda
Oonemli bilgi vermektedir. Bu ¢alismada balda amino asit analizi i¢in yeni bir HILIC-
HPLC-UV metodu gelistirilmis ve valide edilmistir. Gelistirilen metot LC-HRMS
analizleri ve Dansil Klorid tiirevlendirme ¢alismalarini icermektedir. 6 farkli bolgeden
(Geng, Solhan, Kig1, Karliova, Bingdl Merkez, Yedisu) elde edilen bal numunelerindeki
amino asit icerigi ilgili metot uygulanarak analiz edilmistir. Yapilan ¢alismada analizi
yapilan ballarin L-Triptofan, L-Fenilalanin ve L-Tirozin miktarlar tespit edilmistir. Bazi
L-Prolin ve L-Histidin gibi aromatik olmayan amino asitlerin tiirevlendirilmesi ve gergek
numunede analiz ¢alismalar1 yapilmistir.

Anahtar kelimeler: HPLC, HILIC, prolin, bal, amino asit.
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THE DETERMINATION OF AMINO ACID CONTENTS IN HONEY
SAMPLES FROM BINGOL PROVINCE BY USING HYDROPHILIC
INTERACTION CHROMATOGRAPHY TECHNIQUE

ABSTRACT

The determination of amino acid content in foods provides significant information about
the quality and origin of relevant food. In this study, a novel method based on HILIC-
HPLC-UV for the analysis of amino acids in honey was developed and validated. The
method included the analysis of LC-HRMS and precolumn derivatization with dansyle
chloride. 6 different honey samples from Bingdl province including (Geng, Solhan, Kigi,
Karliova, Bingol, Yedisu) were successfully analyzed using the developed HILIC method.
L-Tryptophan, L-Phenylalanine and L-Tyrosine were determined. In addition, some non-
aromatic amino acid derivatization studies including L-proline, L-histidine were also
performed along with the analyses of them in real honey samples.

Keywords: HPLC, HILIC, proline, honey, amino acid.
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1. GIRIS

1.1. Bal
1.1.1. Bahn icerigi

Bal, yapisal agidan su, organik asit, seker, vitamin, protein, mineral, amino asit, fenolik
bilesikler gibi ¢esitli bilesenlerden olusmaktadir (Da Silva 2016). Mineral bazinda
bakildiginda balin icerisinde demir, kobalt, silisyum, nikel, potasyum, bakir
bulunmaktadir. Bahsedilen yapilar balin aromasini, biyolojik ve fiziki ozelliklerini
etkilemektedir. ~ Fruktoz ~ve  glikoz  balin  igeriginin  yaklastk  %85'ini
olusturmaktadir.(Karimov 2014). Bal arilar1 (Apis mellifera) topladiklar1 polen, salgi ve
nektarlar1 kullanarak ar1 zehri, art siitii, propolis, polen ve bal gibi cesitli {riinler
uretmektedirler (Barganska 2016). Balin i¢indeki yapilarin 6nemli kismi yiiksek 1siya karsi
duyarhdir. (Gheldof 2002) .Arilarin en iinlii ve en ¢ok tiiketilen iiriinii olan bal, organik ve
icerik acisindan zengin bir gida olarak antik c¢aglardan beri birgok toplum tarafindan
tilketilmektedir (Chua 2012). Salg1 balinin kaynag: bitkilerin 6z salgilar1 ve bitkileri emen
boceklerin ¢ikardiklar1 salgilar iken c¢icek balinin kaynagi nektarlardan olusmaktadir

(Codex Alimentarius 1998).

1.1.2. Balin Tarihcgesi

Balin farkl: kiiltiirler ve farkli caglarda zengin bir gida kaynagi olarak tiiketiminin nedeni,
balin dogal olarak insana sunulan tek konsantre seker formu olmasidir. Balcilik ile ilgili
kayitlarin MO 14000 — 9000 yillar1 arasina ait oldugu ve ilk olarak ispanya’nin dogusunda
Valencia sehri yakinlarindaki bir magara duvarina iglenmis en az on bin yillik oldugu
diistiniilen bir resimde, bir adet ip merdiven yardimu ile elinde torbaya bal toplayan insan
sekilleri, bal petegi ve bal peteginden sizan balin resmedilmesi bu goriisii dogrular
niteliktedir (Kahraman 2012). Antik ¢aglarda, Misir, Hindistan ve Yunanistan’da
enfeksiyon ve yanikta balin tedavi amagli olarak kullanildigi bildirilmistir. Yanik
tedavisinde bal, gres yag1 veya hayvansal nitelikli yaglar, 1/3 baldan, 2/3 yagdan olacak

sekilde birlestirilerek; yaranin iizerine katman olarak uygulanir. Yunanlilar tedavi edici



karisimin i¢ine bal ve yagin yani sira sirke, bitki sap1, sodyum karbonat ve diisiik bir oranda
da safra ekleyerek merhem haline getirmekte ve bu uygulama ile mevcut yaranin
enfeksiyon kapmasini da onledikleri bildirilmistir. Enhemes adiyla bilinen bu karigimin,
bilesiminde bulunan balda ozmotik basing, safra ve sodyum karbonattan kaynakl yiiksek

pH 6zelliginde olmas1 nedeniyle antiseptik niteliktedir (Ozmen 2006).

1.1.3. Balin Onemi

Bal hazmi rahat olan monosakarit sekerlerin derisik bir ¢ozeltisi oldugu i¢in bol miktarda
kalori veren bir gidadir. Balin 100 graminda ortalama 325 kalori vardir. Bu sebeple, yiiksek
enerji ihtiyacina sahip her yastaki insan i¢in uygun bir besin maddesidir (Sato 2000).
Insanlik icin bal bir besin maddesi olarak hayati bir neme sahiptir. insan ve bal ile iliskili
Epidemiyolojik arastirmalar kalp-damar rahatsizliklar1 ve kanseri 6nlemede ¢ok 6nemlidir.
(Pyrzynska ve Biesaga 2009). Bal, asirlardir ¢esitli yara ve yanik tedavisinde, buna ilaveten
cesitli cilt hastaliklar1 ve mide rahatsizliklarinda siklik¢a kullanilmistir. Yiiritiilen
caligmalarda, yara ve yaniklarin iyilesmesinde, mide ve barsak rahatsizligi, anti
mikrobiyal etkisi nedeniyle tedavide koruma ve basar1 saglamaktadir (Ali 1991; Ali 1995;
Biglari 2012). ilaveten, bal bircok enfeksiyonun giderilmesi, yara etrafinda bulunan
dokularin ve yabanci maddelerin temizlenmesi, yangi olusumun baski altina alinmasi,
yara izlerinin hizla azaltilmasi ve ayni anda yeni damar olusumunu saglayarak,
epitelyumun olgunlagmasmi, doku granulasyonunu saglamaktadir. Arastirmalar
gostermektedir Ki balin, karaciger hastaliklarinda da tedavi edici ve yenileyici 6zelligi
vardir. (El Denshary 2011). Bunlara ek olarak, yara ve yaniklari hizla iyilestirdigi, kanin
sirkiilasyonunu kolaylastirdig1 damarlar1 genislettigi, viicutta dolasan kani temizledigi ve
kabizlig1 engelledigi de bilinmektedir (Molan 2000). Baska bir calismada da AIDS
hastalarinda agiz bolgesinden alinmig Candida tiirlerine karsin, balin mantarlarin
tiremesini engelleyen 6zellik gosterdigi ve bu sebeple AIDS hastalarinda oral yaralar
onlemede kullanilabilecegi belirtilmistir (Mulu 2010). Son doénemlerde, ABD ve
Avrupa’daki gelismis iilkelerde yamik tedavi merkezlerinde bal tedavi amagh
kullanilmaktadir. Alternatif tedavi uygulamalarinda, bal deri iilserlerinin tedavisi ve
kronik yaralarin iyilegsmesi {zerine etkin oldugu bildirilmistir. Bir bagka bal
uygulamasinda da sivilce tedavisinde kullanildig1 ve hatta tedavisi zorlu bir akne tiirii
olan Hidradentis Suppurativa’nin olusturdugu sorunlarin iyilesmesini desteklemektedir.

(Ulusoy  2012). Anti  bakteriyel —denemelerde 10 veya daha  fazla



seyreltmelerde dahi balin birgok bakteri tiirlerinin {iremesini tamamen engelledigi
belirtilmistir (Dunford 2000). Calismalar gdsteriyor ki bal yalnizca bakterilere karsi degil
aynit zamanda parazit, mantar ve virlislere karsi da liremelerini engelleyici 6zelliklerini

bildiren ¢alismalar vardir (Mundo 2004).

1.1.4. Balda Protein ve Amino Asit Cesitliligi

Balda bulunan amino asitlerin temel kaynagi polen oldugu i¢in, balin amino asit profili
botanik kaynagmnin da bir karakteristigidir (Hemosin 2003). Balda bulunan protein
miktarinin arinin tiirtine gore degismektedir. En bilindik tiir olan Apis mellifera cinsi bal
arilarinin Urettigi ballarin protein oranlar1 %0,2-1,6 arasinda oldugu belirlemistir (Won
2009). Balin icerigindeki protein miktar1 ayni zamanda {iretimin yapildig1 floradan da
kaynaklanmaktadir (Otles 1995). Aym zamanda balin protein miktari armin salg1 ve nektar
kaynagina gore degismektedir. Baldaki proteinin kaynagi ise bitki polenleridir (Da Silva
2016; Hermosin 2003). Balda protein oraninin diisiik olmasina ragmen, amino asitlerin
cesitliligi agisindan zengin bir gida olup balda 11-21 farkli amino asidi ¢esidi bulundugu
belirlenmistir (Islam 2012). Amino asitler yiizde olarak balin toplam bilesiminin yaklagik
%1 kadarmi olusturur ve bu oranlar salgi veya nektar kaynaklarina goére degismektedir. (Da
Silva 2016). Bal igerisinde prolin, arginin, lisin, histidin, glutamin, treonin, glisin,
fenilalanin, arginin, metiyonin, valin, 16sin triptofan, izoldsin, alanin, serin ve sistein gibi
amino asitleri bulundurmaktadir (Keckes 2013). Amino asit ¢esitliligi balin nektar veya
salgi bali olmasina gore de farklilik gostermektedir (Hermosin 2003). Balda bulunan amino
asitlerin yarisindan fazlasin1 L-Prolin olusturmaktadir (Bogdanov 2002; Hermosin 2003).
L-Prolin amino asidinin kaynagim armin salgiladigi, nektar1 bala doniistiiren sividan
kaynaklanmaktadir (Truzzi 2014). L-Prolin miktar1 balin kalitesi ve balda yapilabilecek
sahte olup olmadigi hakkinda degerlendirmelerde kullanilan 6nemli parametrelerden
birisidir. (Islam 2012). Ulkemizde Ulusal anlamda gegerliligi olan Tiirk Gida Kodeksi
Bal Tebligi’ne gore baldaki L-Prolin miktarmin 300 mg/kg’dan daha yiiksek olmasi
gerektigi belirtilmistir. (Anonim 2012). Aazza ve ark (2014), 3 tanesi kekik bali olmak
lizere toplamda 17 tane cesitli Fas balinin L-Prolin miktarlar1 906 mg/kg ile 1171,67
mg/kg arasinda bulmustur. Tiirkiye’de cesitli cam ballarinin L-Prolin miktarint 569,41
mg/kg ile 653,83 mg/kg araliginda bulunmustur (Cinar 2010; Kaplan 2014). Tiirkiye’deki
cesitli ¢igek ballarin L-Prolin 300 mg/kg ile 860 mg/kg miktarlar1 arasinda bulunmustur
(Yilmaz 2000; Kaplan 2014).
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Heredia (2003), Fas iilkesinin ballarinda yapilan bir miktar analizinde L- Prolin miktarlar1
315,9 mg/kg ile 770 mg/kg arasinda bulmuslardir. (Oddo 2004), Avrupa’da arastirilan
salgt ballarinda L-Prolin miktarlariin ortalama 468 mg/kg olarak tespit edilmistir.

Kovanindan iglenmeden alinan ham bal direkt olarak yenebilmektedir (Molan 1996).

1.1.5. Balda Kalite Gostergeleri

L-Prolin, Diastaz ve Hidroksimetilfurfural en bilinen balda kalite gostergeleridir.
Hidroksimetil furfural (HMF) bal kalitesinde bir gosterge olarak kullanilir. Uygun olmayan
depolama kosullar1 ve 1s1l islem uygulamasi balda HMF olusumuna neden olmaktadir.
Ayrica HMF olusumu; siit, meyve sulari, tahil iiriinleri, bal, regel gibi birgok iiriiniin uygun
181l iglemin yapilip yapilmadigini uygun kosullarda depolanip depolanmadigini anlamak
icin de parametre olarak kullanilmaktadir (Nassberger 1990). Taze ballarda Hidroksimetil
furfural (HMF) igerigi azdir. Dolayisiyla, yiiksek HMF konsantrasyonu eski ballarda
mevcut olup, bu durum, bala invert seker veya surup ilave edildigi ya da balin 1sitilmis
oldugunu gostermektedir (Nozal 2001). Diastaz bala balarilar1 tarafindan eklenmektedir.
Balarilan, topladiklar1 nektari, tlikiiriik ve hipofaranjial bezlerin salgilariyla karistirir;
kovanda nektar, petek gozlerine doldurulmadan Once aridan ariya aktarilirken, balin
olgunlagsmasini kolaylastiran daha fazla salgi eklenmektedir. Bu silire¢ sonucunda eklenen
enzim miktari, balarilarinin yasi, fizyolojik evresi ve beslenmesi, koloninin giicii, sicaklik,
nektar akisina bagl olarak degismektedir. Diastaz balda beslenmeyle ilgili en 6nemli
enzimdir. Diastaz, karbonhidratlari, kolay sindirebilmesi i¢in hidrolize eder. Diastaz,
dekstrin ve maltozdaki nisasta tanelerini kirmaktadir. L-Prolin de bal Kkalite
parametrelerinde oldukga kullanilmaktadir. Balda sahtecilik testlerinde en gilivenilir test

L-Prolin olmaktadir.



1.1.6. Aricihgin Ekonomik Parametreleri

Tiirkiye’de bulunan 81,000 adet tarim isletmesi aricilik ile profesyonelce ilgilenmekte;
aricilik faaliyetleri ile dogrudan 160 milyon Tiirk Liras1 ve dolayli olarak ise yaklasik 1,6-
2,4 milyar Tiirk Liras1 gelir olusturmaktadir.

Tiirkiye yaklasik olarak sekiz milyon kovan varligi vardir. Kovan sayisi bakimindan
Cin’in ardindan Diinya’da {igiincii sirada bulunmaktadir. Cin’in kovan basma diisen
ortalama bal liretimi 52 kilogramdir. Diinya’da ise kovan basina diisen bal ortalamasi 22

kilogramdir (FAO 2015).

Kovan miktarinda onemli ulkeler (%)
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Sekil 1.1. Yillara gore aricilikta 6nde gelen iilkelerin kovan varligi

Yillara gore Diinya’da kovan varligi kaynak FAO 2016 verileri sekil 1.1°de verilmistir.
(Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii 2018). Sekil 1.1°de goriildiigii tizere
Tiirkiye’nin kovan varligi oransal agidan 2014 yilindan 2016‘a dogru arttig1 goriilmektedir.

2016 yilinda toplam kilogram bazinda bakildigi zaman Tiirkiye, 114 bin tonluk bal tiretimi

ile Cin’in ardindan ikinci sirada bulunmaktadir (Semerci 2017). Tiirkiye ariciliginin



gelisim oranlar1 1996-2015 yillarinda arasinda bal tiretimi %71, bal mumu tiretimi ise %47
oraninda artmistir. Koloni sayist ise %94 oraninda artis olmustur (Semerci 2017).
Tiirkiye’nin 2020 yilinda bal iiretiminde 120 bin ton miktarinda iiretim yapacagi tahmin
edilmektedir. Kovan sayisinin ise on milyon civarina ulagsmasi beklenmektedir (Semerci
2017). Tirkiye’de 2018 yili itibari ile kovan bagina ortalama 13,4 kilogram bal

uretilmektedir.

Tablo 1.1. Tiirkiye igin aricilik verileri (TUIK 2018)

Aricilik Verileri
Yil Arili Kovan Bal Bal Verimi Balmumu
Uretimi
Eski Yeni Toplam (ton) (kg/kovan) (ton)
Kovan(adet) Kovan
(adet)
2002 180,232 3,980,660 4,160,892 74,554 18 3,448
2003 190,538 4,098,315 4,288,853 69,540 16 3,130
2004 162,660 4,237,065 4,399,725 73,929 17 3,471
2005 157,059 4,432,954 4,590,013 82,336 18 4,178
2006 146,950 4,704,733 4,851,683 83,842 17 3,484
2007 135,318 4,690,278 4,825,596 73,935 15 3,837
2008 137,963 4,750,998 4,888,961 81,364 17 4,539
2009 128,743 5,210,481 5,339,224 82,003 15 4,385
2010 137,000 5,465,669 5,602,669 81,115 15 4,148
2011 149,020 5,862,312 6,011,332 94,245 16 4,235
2012 156,777 6,191,232 6,348,009 89,162 14 4,222
2013 183,265 6,458,083 6,641,348 94,694 14 4,241
2014 193,825 6,888,907 7,082,732 103,525 14 4,053
2015 222,635 7,525,652 7,748,287 108,128 14 4,756
2016 220,882 7,679,482 7,900,364 105,727 13,4 4,440
2017 194,406 7,796,666 7,991,072 114471 14,3 4,488

Diinya iizerinde kovan ve bal iiretimi ile ilgili veriler incelendigi zaman Tiirkiye’ nin ar1 ve

ar1 iirlinlerinin 6neminin hizla arttig1 Tablo 1.1°de gosterilmistir.



illere Gore Bal Uretimi Dagilimi (ton) - 2016

Bal Uretimi (ton)
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Sekil 1.2. 2016 yil illere gére bal {iretimi verileri (TUIK 2017)

Diinyada bulunan yaklasik olarak 89 milyon adet kovan varliginin % 20’sinden fazlasi1 Cin
ve Hindistan’da bulunmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii’niin (FAO,
Food and Agriculture Organization of the United Nations) kaynaklarinda Diinya {izerinde
89,930,087 adet (FAO 2013) kovan varligi mevcut olmaktadir; bu say1 bir 6nceki yila gore
%0,64 oraninda arttirmistir. Tiirkiye’de bulunan illere gore bal tiretim verileri Sekil 1.2°de
gdsterilmistir (TUIK 2017).

1.2. Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin temel yapi tasidir. Proteinler, her bir amino asit birbirleriyle
kovalent bag ile baglanmasi ile olusur ve amino asitlerin dehidrat polimeridir (Nelson
2005). Amino asitler, farkli kimyasal yapida bir koke (R) bagl bir karboksil grubu (COOH)

ve bir de amin (NH2) grubundan olusan organik molekiillerdir.



H

R—(lj— C=0 (1.1)

.NH, OH
Amino asitlerin genel formiili

Ilk kesif edilen ve kuskonmazdan temin edilen asparajin amino asidi 1806 yilinda
kesfedilmistir. Amino asitlerde isimlendirme genel bir yapidadir, genellikle elde edildikleri
maddeye gore isimlendirme yapilmistir. Ornek olarak glutamat bugday gluteninden
Asparagin ilk defa asparagusta bulunmustur ve bu isimler verilmistir. Bu sekilde
isimlendirilmesinden farkli olarak Glisin tatli tadindan dolay1 Tirozin ise ilk kez peynirden
izole edilmistir ve bu adlart almistir (Nelson 2005). Amino asitler rahat ¢oziinebilen bir
yapidadir ve genellikle yiiksek erime noktasi olan, beyaz renkli kat1 maddelerdir. Tatsiz,
ac1, tath olabilmektedir (Demirci 2016). Proteinler, alkali ve asit ya da enzimler yolu ile
hidroliz edilirlerse amino asitlere par¢alanmis olurlar. Amino asitler D-formu ya da L-

formu seklinde olup, canlilarda bulunan amino asitler L- formuna sahiptirler.

COOH COOH

H-C-NH, HN-C-H (1.2)
k X

D — Aminoasit L-Aminoasit

Amino asitlerin D- ve L- formu

Amino asitler, notr ¢ozeltiler iginde karboksil grubundaki protonunun (H*), azot atomuna
dogru hareket etmesi ile meydana gelerek dipolar iyon (i¢ tuz) seklinde bulunmaktadirlar.
Sayet bu c¢ozeltilere asidik bir yapr eklendigi vakit karbonil anyonuna proton

baglanacagindan katyonik formu olusmaktadir.



Bunun tersi olarak bazik bir yap1 eklenir ise amonyum katyonunun [OH] iyonuna proton
vermesi ile anyonik form olusur. Amino asitlerin bu amfoter 6zelliklerinden dolay1
proteinler kandaki tampon etkisi gostermektedir. Ayn1 zamanda amfoter 6zelliklerinden

kaynakli, asidik ve bazik ¢ozeltiler ile reaksiyon gecirdigi takdirde tuz olustururlar.

Diinyada 300 adet amino asit bulunmaktadir, bunlardan sadece 20 tanesi protein yapisina
katilir. Proteinlerin tam hidrolizinden 20 L-o-amino asit ortaya ¢ikmaktadir. D-amino
asitler, bazi antibiyotiklerin yapisinda(tirosidin D-Fenilalanin, gramisidin S) ve
bakterilerin hiicre duvarlarinin yapisinda (D-Alanin) bulunur. f —amino asidler: p-alanin,
B -aminoasidler B-amino-izobutirattir, B-taurindir. y-amino asitlerin tek 6rnegi y-amino
butirattir (GABA). Amino asitler, dekarboksilasyonla aminlere doniisebilirler; triptofan
seratonine, histidin histamine, dopa dopamine glutamik asit GABA’ya doniismektedir.
Glisin disindaki aminoasitlerin hepsi asimetrik karbon (a-karbon) bulundurur ve optik

olarak aktiftirler.

1.2.1. Amino Asitlerin Simiflandirilmasi

Amino asitler bir¢cok 6zelliklerine gore siniflandirilirlar.

1.2.1.1. Gruplarina Goére Amino Asitler

Tablo 1.2. Polar ve non-polar amino asitler

Polar (hidrofilik) R- grubu tasiyanlar Non-Polar (hidrofobik) R- grubu
tasiyanlar
Aspartat Serin Arginin Prolin | Losin Metionin
Glutamat Treoinin Lizin Alanin | Izoldsin Fenilalanin
Sistein Tirozin Histidin Valin Triptofan




1.2.1.2. izoelektrik Noktalarina Gore Amino Asitler

Tablo 1.3. Asidik, Bazik ve noétral amino asitler

Asidik Bazik Noétral amino asitler
amino amino
asitler asitler
Aspartat | Lizin Prolin Triptofan | izolésin | Losin
Fenilalanin
Glutamat | Arginin | Serin Tirozin Treonin | Alanin | Sistein
Histidin | Metiyonin | Glisin

1.2.1.3. Metabolik Ozelliklerine Gore Amino Asitler

Tablo 1.4. Metabolik 6zelliklerine gore amino asitler

Alanin Histidin | Prolin Serin | Losin | Izoldsin | Lizin Fenilalanin

Glutamin | Glutamat | Treonin | Sistein Triptofan | Tirozin

Valin Arginin | Lizin Prolin




1.2.1.4. Kimyasal Yapilarina Gére Amino Asitler

Tablo 1.5. Alifatik, aromatik ve iminoasid amino asitler
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Aromatik
amino .
Alifatik amino asitler asitler Iminoasidler
Diiz -OH grubu -SH grubu  Asidik  Bazik Tirozin Prolin
Glisin Alanin Serin Sistein ~ Aspartat Lizin  Fenilalanin

Valin Losin Treonin Metionin  Glutamat Arginin  Triptofan

[zol6sin Tirozin

Protein Yapisina Girmeyen Amino asitler: Ornitin, Homosistein, Homoserin, Sitrulin,

Dopa, Arjininosiiksinat, Siilfinik asid, Sisteindir. Sekiz adet amino asit (valin, 16sin,

1zol6sin, fenilalanin, lizin, treonin, metiyonin, triptofan) esansiyel (temel) amino asitler

olarak siniflandirilmaktadir. Fakat fenilalanin, tirozin ve sistein metiyonin amino asitinden

tirevlendirilmektedir. Fakat bebeklerde ideal gelisme i¢in histidin ve arginin zaruri

oldugundan esansiyel olarak kabul gérmiistiir. Dolayisiyla esansiyel amino asit sayis1 12'de

denilebilmektedir.

Tablo 1.6. Esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler

Esansiyal olan amino asitler | Esansival olmavan amino asitler

Arjinin
Histidin
Izolésin
Lésin
Lizin
Metiyonin
Fenilalanin
Treonin
Triptofan
Valin

Alanin
Asparajin
Aspartat
Sistein
Glutamat
Glutamin
Glisin
Hidroksiprolin
Hidroksilizin
Prolin

Serin

Tirozin

Esansiyel (temel) olmayan amino asitler ise glisin, serin alanin, prolin, asparjin glutamin,

glutamat ve aspartattir (Anonim 2013). Valin doku ve kas onarimi ve nitrojen dengesi igin



zaruridir (Saldamli 2005). Losin biiyiime ve gelismede, nitrojen dengesinde ve ayrica kan
sekeri diizenlenmesinde gorev sahibidir (Saldamli 2005). Metiyonin (MET) kimyasal
yapisinda kiikiirt barindiran esansiyel amino asittir. Protein iceriginde %3-6 oranlari
arasinda bulunmaktadir. Organizmalara metil takviye ettigi i¢in antioksidant aktivite,
RNA, DNA yapimi i¢in zaruridir (Saldamli 2005). Esansiyel amino asitlerden biri olan
histidin ¢ocukluk doneminde ¢ok Onemlidir. Dolagim sisteminde, histamin iiretiminde,
organ yenilenmesi, gelisme ayrica noronlarda miyelin yapi1 i¢in olmazsa olmaz bir amino
asittir (Saldamli 2005). Aromatik yapida olup organizmalarda tirozine tiirevlendirilebilir.
Histidin ayn1 zamanda norepinefrin yapimi i¢in kullanilmakta olup, merkezi sinir
sisteminde kritik gorevlere sahiptir (Saldamli 2005). Amino asitlerin kapsamli analizleri,
ilk olarak Stein ve Moore tarafindan gelistirmis, kolon sonrasi nihidrin tiirevlendirmesi
yolu ile uygulanmigtir (Moore ve Stein 1954). 124 adet amino asit tayin edilmis ve bu
sayede 1972°‘de Nobel Kimya odiiliinii kazanmiglardir (Toyo’oka 2013). Siklikla amino
asitlerin kromatografik ayirimi pre-kolon ve post-kolon tiirevlendirmesinden kaynaklanir.
Amino asitlerin tayininde; ters faz kromatografi, iyon-degisim kromatografisi, gaz
kromatografisi, mikrocip elektroforez ve kapiler elektroforez ve mikrogip elektroforez gibi
cok cesitli yontemler kullanilmaktadir (Toyo’oka 2013). Proteinler asit ve alkalilerle ya

da enzimlerle hidroliz edilirlerse amino asitlere pargalanmis olurlar.

1.3. Kromatografi

Kromatografi, 1900’lerden giiniimiize kadar gelen bugiinkii adi ile klasik kolon
kromatografi olarak uygulanmasiyla bir milat olusturan ayirma teknigidir. Ilk yapilan
caligmalarda bir silindir cam materyali kolona toz haline getirilmis kalsiyum karbonat
dokiilmiis daha sonra kolonun tistiinden 6rnek eklenmis ve daha sonra ¢oziicii eklenmistir.
Coziicli kolondan asagi dogru akmaya devam ederken Ornegin i¢indeki bilesenler de
kolonda degisik hizlarda hareket etmesi yolu sayesinde ayrilmistir. Kolondan alinan
boliimler belli kisimlarda toplanmis ¢oziiciisii buharlastirilmis ve birbirlerinden ayrilan
bilesikler analiz i¢in elde edilmistir. Kromatografinin ilk ¢alismalarinda farkli renkli
materyaller ile calisma tercih edilmis ve bu sayede kolon icerisinde farkli bilesenlerin
ayrilmast gozlemlenebilmistir. Kolonun iginin fiziki olarak doldurulmasi ve her bir
numune i¢in yeni bir kolona ihtiya¢ duyuldugundan zaman alic1 ve ¢ok zahmetli bir iglem

olarak benimsenmistir (Snyder 2010).
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Kromatografinin tarihsel gelisimi incelendiginde,

1-1900’larin baglarinda M.S. Tswett’in kromatografiyi kesfi (Ettre ve
Sakodynskii 1993; Ettre 2003),

2-1940’larin baglarinda A.J.P. Martin’in kagit ve dagilma kromatografisi kesfi
(Ettre 2001),

3-1950’lerin sonlarinda S. Moore ve W. S. Stein tarafindan amino asit
analizatoriiniin kesfi (Ettre ve Gehrke 2006),

4-1960’larn baslarinda jel gegirgenlik kromatografisinin Waters tarafindan
gelistirilmesi (Ettre 2005).

1890’1 yillarda David Day klasik kolon kromatografisine yakin bir teknikle petroliin
bilesenlerine ayirmay1 saglamistir (Ettre 2003). Rus kokenli bilim insan1 botanik¢i Mikhail
Semenovich Tswett 1900°lerin baslarinda klasik kolon kromatografisini icat etmis ve ayri
bitki Oziitlerini, kalsiyum karbonat ile doldurulmus cam kolondan gegirerek c¢ozelti
icerisinde bulunan ksantofil, klorofil, gibi farkli renkli maddeleri kolonda ayr1 tabaka
olusturarak birbirinden ayirmistir. Renkli tabakalardan yola ¢ikarak yapildigi bu ayirmaya

Yunan dilinde ‘chroma=renk’ anlamindaki kromatografi ismini vermistir.

1.3.1. Siv1 Kromatografi

Kromatografik ayirma biri hareketli digeri sabit olan iki farkli faz arasinda gergeklestirilir.
Hareketli fazin sivi, durgun fazin kat1 oldugu yontem sivi kromatografik yontemdir (Harris
2011).

Kromatografi ¢esitli yollarla siniflandirilabilmektedir.

A. Ayirma prensibine gore

1. Adsorpsiyon kromatografisi
2. Iyon degisim kromatografisi
3. Dagilma kromatografisi

4. Size-exclusion kromatografisi

5. Afinite kromatografisi
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B. Kromatografinin bicimine gore
1. Normal faz s1vi kromatografi
2. Ters faz s1vi kromatografi (Bala 2012)

olarak smiflandirilir.
A. Ayirma prensibine gore

1. Adsorpsiyon kromatografisi: Hareketli fazin gaz ya da siv1 halde oldugu, durgun fazin
ise kati, oldugu kromatografi ¢esididir. Analizi yapilan madde kat1 halde bulunan durgun
fazin ylizeyine adsorpsiyon yolu ile baglanir. Kuvvet sirasina gére ¢ok tutunan materyal
yavas sekilde hareket ederken, bunun tam tersi olarak az tutunan madde ise daha hizli

hareket eder.

2. Dagilma kromatografisi: Siv1 halde bulunan sabit faz kat1 yiizeye baglanmistir. Ornek

sabit faz icerisindeki siv1 ile mobil faz arasinda bir denge olusturmaktadir.

3. Iyon degisim kromatografisi: ~N(CHs)*" gibi katyonlar veya -SOs- gibi anyonlarin
yapisindaki, siklikla bir regine olan sabit faza kovalent bag ile baglanir. Negatif yiikli

ornek iyonlar1 sabit faza dogru ¢ekilir. Mobil faz sividir.

4. Jel gecirgenlik kromatografisi: Bu kromatografik yontemde ornekler molekiiler
biiyiiklerine gore ayirir. Daha ¢ok gaz ya da sivi halinde bulunan mobil faz bir gdzenekli
jelin igerisinden geger. Molekiiler anlamda biiyilk olan Ornekler bu akim esnasinda
gozeneklere girmeden yoluna devam eder ve kolonu terk eder. Dolayisiyla boyutu en
biiyiik olan 6rnek kolonu en hizli terk eder. Bunun tam tersi olarak kiiciik boyuttaki
molekiiller ise gozeneklerin arasinda oyalanir diger bir deyisle daha kiicliik boyutta

olduklari i¢in kolondan ¢ikmalar1 uzun siire alacaktir.

5. Afinite kromatografisi: Ornek ile sabit fazin immobilize edilmis (kovalent baglanmas)
iki molekiil arasindaki spesifik etkilesimlerine dayanmaktadir. Sabit faza baglanmis olan
molekiil bir proteinin antikoru olabilir. Yiizlerce protein barindiran bir ¢6zeltide bahsedilen
antikor kolona wuygulandiginda yalnizca antikoru taniyan protein, kolon ile

etkilesmektedir. Geriye kalan tiim proteinler kolondan atilmis olur. Elde edilmek istenilen



protein en son asamada ise ya iyonik siddeti ya da pH’1 degistirerek kolondan alinir (Harris
2011).

B. Kromatografinin bicimine gore

1.3.1.1. Normal Faz Sivi Kromatografisi (NP)

Polar dolgu madde yapisi igeren sabit faz ve apolar mobil fazdan olusur. Normal faz sivi
kromatografisinde dipol-dipol etkilesimleri, alikonma, elektrostatik etkilesimler ve
hidrojen bag1 meydana gelir. Normal faz s1vi kromatografisinde en yaygin kullanilan sabit
fazlar aliimina, silika; kimyasal bagli fazlar ise diol, nitrofenil, siyanopropil amino propil

olabilmektedir (LoBrutto 2000).

Normal faz sivi kromatografi yaygin olarak kullanilamamaktadir ¢iinkii bu yontem
icerisinde mobil faz olarak saf organik c¢oziicii kullanildigindan, bazik ve asidik
bilesiklerde tutarli sonu¢ alinamamaktadir. Zaman gegtikce alkilkloro silanlar ile birlikte
modifiye edilmis silika destegi barindiran ters faz sivi kromatografi yontemi olusturulmus,
bazik ve asidik bilesiklerin iyonlagmasi ¢dziici pH’min fonksiyonu olarak
olusturuldugundan ve daha stabil alikonma siiresi elde edilmis ve ters faz sivi kromatografi

yontemi daha tercih edilir hale gelmistir (LoBrutto 2000).

1.3.1.2. Ters Faz Sivi Kromatografi (RPLC)

Sivi kromatografi tekniginde en yaygin kullanilan ters faz sivi kromatografidir (reversed
phase liquid chromatography, RPLC) ve ters faz sivi kromatografi tekniginde en ¢ok C18
sabit faz kullanilir. C18 silika ylizeye kimyasal olarak baglanmaktadir. Tekrarlanabilirlik,
secicilik ve kararlilik C18 kolonlarda ¢ok 1yidir (Horvath ve Melander 1977; Lee 1996).
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 C-2 Etil silil -Si-CH,-CH,

. C-8 Oktil silil -Si-(CH,),-CH,
RUCSLS N Oliiadesil silil -Si-(CH,),,-CH;
«CN Siyanopropil silil -Si-(CH,);-CN

Sekil 1.3. Ters faz stvi kromatografisinde kullanilan diger durgun faz ¢esitleri

1.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

1980°li yillardan bu yana yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ilag ve gida
analizlerinde en ¢ok kullanilan analitik tekniklerden biridir. Yiiksek performansli sivi
kromatografisi gaz kromatografisi kadar yiiksek rezoliisyona sahip olmasa da bircok
analizde gaz kromatografisine gére cok daha fazla &rnek igin uygundur. Ornek vermek
gerekirse dayanikli olamayan ugucu bilesiklerin analizi ve sicakliga duyarli olan
materyaller i¢cin kolaylik saglamaktadir. Yiiksek performansl sivi kromatografisinde bir
biitiin halindeki bilesenlerin ayrilmasinda sivi mobil faz kullanir. ilk olarak bu bilesenler,

ideal bir ¢6ziiclide ¢6ziindiirtiliir ardindan yiiksek basing ile birlikte sabit fazdan gegirilirler.

I1k olarak modern s1vi kromatografisinin temel prensibinin “Basing” oldugu diisiiniilmiistiir
bu yiizden “Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi” isimlendirmesi yapilmistir. Gliniimiizde
ise yiiksek performans sadece basing kaynakli olmamakta bircok etkenin birlesmesinden
meydana geldiginden “Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi” olarak isimlendirilir.
Mikro boyutlardaki partikiillerden (5pum) meydana gelen duragan faz kullanilir. Mikro
boyuttaki partikiiller cok daha genis ylizey alani olusturarak iyi bir ayrim gergeklesir.
HPLC kolonunun yogun bir sekilde doldurulmus olmasindan kolondan hareketli fazi ve
ornegi gecirebilmek i¢in basing kullanilmasi gerekmektedir. Bu basinci yaratmak igin
pompalar kullanilir. 1215,9 Bar’a kadar basing uygulanabilir. Oldukga yiiksek basinglarin
ve yiiksek verimdeki kolonlarin kullanildigt HPLC, materyal tiirlendirilmesinde en ¢ok

kullanilan kromatografi tiiriidiir (Karag6zlii ve Akbulut 2012).
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1.3.2.1. HPLC’ nin Kisimlari

HPLC ¥nlenu

G Q

A e

Ank Rezervunn Q—g

Sekil 1.4. Yiiksek basing sivi kromatografisinin (HPLC) kisimlar1 (Cetinkaya, 2014)

1.3.2.1.1. Hareketli Faz (Coziicii) Rezevuari

Mobil fazin konuldugu kabin ismidir. HPLC sisteminde mobil fazingazi alinmadan analiz
yapilmasi kolona zarar verir bu yiizden ¢alisilmadan 6nce mutlaka degassing yapilmalidir.
Bunun i¢in mobil fazdan ultrason, vakum veya inert bir gaz gecirilebilir. Mobil faz
siselerinin agzimin kapali olmasma kontrol edilmelidir. Mobil fazin buharlagsmasindan

dolay1 fazin kompozisyonu degisebilir.

1.3.2.1.2. Enjeksiyon Sistemi

Ideal enjeksiyon, kolonun ucunda hareketli faz akisini etkilemeden yapilmalidir. Metot
teorik olarak bunu gerceklestirebilir, yani mobil fazi durdurmaksizin kromatografik
materyal yataginin bas kismina numuneyi verebilmelidir. Bunun i¢in septum enjektorii
kullanilabilse de yiiksek basincin etkisi ile olusan sizint1 problemleri septum enjektorii igin
dezavantaj olusturur (Hisil 2015). HPLC sistemlerinde genellikle loop injeksiyonlu valf
sistemi kullanilir. Pompadan gelen mobil faz akisi, kolonun st kismina 6rnegi hareket
ettirmek i¢in loop kismina gevirir. Bu sayede pompadan gelen hareketli faz daha 6nceden

enjekte edilmis numuneyi iterek kolona yollar (Aver 2014).



1.3.2.1.3. Dedektorler

Kolon igerisinde bulunan ve birbirinden ayrilabilen maddeler mobil faz ile etkileserek
dedektore gelirler. Dedektor maddeyi derisimine gore orantili bir sekilde Slgmelidir.
HPLC’de kullanilan dedektorler: Floresans dedektorii, absorbans dedektori, refraktif index

dedektort (kirilma indisi dedektorti), iletkenlik dedektorii ve elektrokimyasal dedektordiir.

1.3.2.1.3.1. Absorbans Dedektorler

Sik kullanilan dedektorlerdendir. Maddelerin biiyiik bir kismi UV/VIS bdlgesinde
gortilebilecek dalga boylarinda absorbansa sahiptirler. Kantitatif 61¢timlerin esas1 Lambert-
Beer yasasidir. Absorbans dedektorleri, akim bdolgelerinden gecen sivinin, 1s18in
absorpsiyonunu istenilen degere ayarlanabilir dalga boyunda 6lgerler. Goriiniir bolge (400-
700nm) araliginda tungsten lambasi, (200-400 nm) ise déteryum lambasi kullanilmaktadir.
Monokromatorler dalga boyu belirteci olarak kullanilmaktadir. Baz1 dedektorler goriiniir
bolge ve 200-800 nm UV bolgesini kapsayan genis dalga boyu duyarliligina sahiptir.
Ayrica ¢ift 1s1na sahip cihazlar vardir (Diode array detector-Diyot dizinli dedektor, DAD).
Diyot dizinli dedektér de 1sin kaynagi olarak doteryum ve tungsten lambalar
kullanilmaktadir. Genis dalga boyu aralifinda 195-950 nm arasinda ¢alisilabilmektedir.
Ayni1 anda birden fazla dalga boyunda kromatogramlar takip edilebilmektedir.

1.4. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (HILIC)

Hidrofilik etkilesim kromatografisi polar oOrneklerin analizine yonelik son yillarda
gelistirilmis yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemidir. HILIC’in kesfi Dr.
Andrew Alpert tarafindan (J. Chromatogr. 499 (1990) 177) dergisinde 1990 yilinda
onerilmis olup, polar analitlerin ayriminda kullanilir. Normal faz sivi kromatografisinin bir
cesidi de sayilabilir. (Guo 2005: Jiang 2006). Ozellikle ters faz ve normal faz kromatografi
ayirimi yapilamayan bilesiklerin analizi bu teknik ile yapilabilmektedir. Hidrofilik
etkilesim kromatografisinde, duragan faz, silika, diol ve amino gibi polar yapidadir.
Hareketli faz ise su orani diisiik ve polar ¢ozelti oran1 yiiksektir ve sabit faza gore daha az
polaritededir (Ikegami 2008). Az miktarda su ve polar ¢ozelti iceren Asetonitril, HILIC
yonteminde kullanilabilen klasik bir hareketli fazdir. Ayn1 zamanda dioksan ve THF gibi
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su ile homojen karisan ¢ozeltiler kullanilabilir. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisinde
disiik su ile yiiksek hareketli faz orami kullanildigi zaman elektron iyonlasma kiitle
spektrometrenin (ESI-MS) seciciligini analitler igin arttirir. Bu sayede HILIC metot
safsizlik analizlerinde kullanilabilir. Bunlara ilaveten giiclii organiklikte hareketli faz
kullanildigindan kolonun basinct diisiiktiir ve bu durum kolon igerisinde yiiksek akis

hizinda ¢alismasini saglar ve dolayisiyla analiz siiresini kisaltir.

Hidrofilik etkilesim kromatografisinde Orneklerin ve sabit fazin polaritesinin artisi,
analitlerin alikonmasini arttirir ve hareketli fazin polaritesi azaltir. Hidrofilik etkilesim
kromatografisinde onemli kriterler vardir. Bunlar; mobil faz pH’1 mobil faz kuvveti, akis
hiz1 sabit faz tiirti gibi parametrelerdir. Hidrofilik etkilesim kromatografisinde mobil fazin
su orani %5-40 arasinda olmalidir. Hidrofilik etkilesim kromatografisinde siklikla
kullanilan ACN orani ise %60-95 orani arasindadir. Bu yontemde, hareketli fazdaki polar
orneklerin yine polaritesi olan kati destek ylizeyindeki meydana gelen etkilesimler,
orneklerin sabit fazda degisik zamanlarda ayrilmasina sebebiyet verir ve bu sayede
kromatografik ayrimi saglamaktadir. Polar sabit faz yiizeyi ile hareketli faz arasindaki ugta
zengin bir faz ylizeyi olusur. Bilesiklerin polaritesi arttikca sabit sulu tabaka ile daha
kuvvetli etkilesim gosterir. HILIC ayrim mekanizmast ¢ok komplekstir. HILIC

mekanizmasi karigik olmasina ragmen yontem pratikte basittir.

Mobil Faz

Sekil 1.5. HILIC sabit ve hareketli faz sematik gdsterimi
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HILIC’in diger metotlara gore avantajlarini asagida verilmistir;

1 MS giicii yiiksektir, mobil faz icerisinde yogun miktarda organik bilesen ile
gelistirilmistir.

2. Ters faz kromatografide kolon igerisinde yeterince tutunamayan yliksek polaritedeki
ornekleri alikoyar. Bu duruma o6rnek vermek gerekirse melamin ters faz kromatografide
etkilesim vermeyen yapilar ile kolayca ayrilabilmektedir (Alexander 2011).

3. Mobil fazin eliisyon siralamasi ters faz ayiriminin tam zittidir ve bu farklt segicilik
kazandirmaktadir.

4. Yiiksek derecede organik bilesenli mobil fazlardan kaynakli yiiksek akis hizlar

kullanim1 mimkindiir.

Yani 6zetlemek gerekirse HILIC ters faz s1vi kromatografisine gore daha iyi segicilige ve
alikonmaya sahiptir. Bununla beraber normal faz sivi kromatografisinde uygulanamayan

polar 6rneklerin ayirimi i¢in de kullanilabilmektedir (Mccalley 2007).
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Sekil 1.6. HILIC metodunun sematik gosterimi

HILIC yontemi sekilde goriildiigii tizere NPLC, RPLC ve IEC metotlar1 arasindaki boslugu
kapatmaktadir.



1.4.1. HILIC Kullanim Alanlari

Hidrofilik etkilesim kromatografisi yontemiyle asagida belirtilen yiiksek polaritedeki
maddelerin analizi yapilabilmektedir.
* Biyolojik aktif bilesikler

* Niikleotidler

* Suda ¢6ziinen vitaminler

« {lag metabolitleri

* Norotransmiterler

* Amino asitler

* Peptidler

« Oligosakkaritler

* Gida analizleri

* RPLC’de arzu edilen alikonma zamani saglanamayan ya da alikonulamayan bilesikler.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ispanyanin bes farkli bolgesinde tek botanik kokenli 31 Ispanya balinda bulunan amino
asitler prolin, fenilalanin, tirozin ve lisin, ardindan arginin, glutamik asit, histidin ve
valindir. Calismasinda Hermosin ve arkadaslar1 temel amino asit bilesen analizi ilk {ig
temel bilesim varyans analizi ile botanik varyansin %64'inil agikladi; Lavanta ballari
amino asitler sayesinde basarili orijini analiz edilebilen tek gruptur. En iyi gruplandirilmis
ballar portakal ¢i¢eginden olmasina ragmen okaliptiis ballari ile orijin bazinda iist iiste
gelme durumu yasandi, diger bir yandan da biberiye ve kekik ballarinda orijin analizi
yapilamadi. Student Newman-Keuls testi ile biberiye, kekik ve portakal ¢icegi ballarinin
gruplanmasina izin verirken okaliptiis ve lavanta ballar1 bu grupla karsilagtirildiginda ve
kendi aralarinda farkli kilan spesifik amino asit kompozisyonlar1 gosterdi. Lavanta ballari
en yiiksek tirozin konsantrasyonuna sahipti. Eski ballar i¢in elde edilen sonuglar, bir
bagska 17 numune seti icin elde edilenler ile birlikte, ispanyol ballarinin amino asit

kompozisyonu i¢in bir aralik olusturmak tizere kullanilmistir (Hermosin 2003).

Islam ve arkadaslar1 Banglades'in farkl1 bélgelerinden elde edilen bes farkli monofloral ve
ti¢ farkli multifloral bal 6rnegini inceledi. Ballardaki yiiksek oranda L-Prolin buldular
(2932,8 + 3,7 mg/kg), Baldaki amino asit oranlarinin yliksek olmasi balin antioksidan
ozelliginin de 1y1 oldugu gostermektedir (Islam 2012).

Silva ve arkadaglar1 balda bulunan bilesiklerin kimyasal o6zelliklerini, uzun siire
isitildiginda veya depolandiginda kararliliklarint ve 6zdeslik ve kalite parametrelerini
analiz etmislerdir. Bu nedenle; bu bilesiklerin balda bulunan sekerler, proteinler, amino
asitler, enzimler, organik asitler, vitaminler, mineraller, fenolik ve ugucu bilesikler gibi
cesitli Ozellikleri incelemislerdir. Bu bilesiklerin, 1sitma ya da uzun siireli depolama ile
meydana gelen kimyasal reaksiyonlarla ilgili olarak stabilitesi, balin Kkalite seviyesi

tartisildi. Ek olarak, Codex Alimentarius tarafindan belirlenen minimum ve maksimum
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sinirlar ile birlikte sekerler, nem, asitlik, kiil ve elektriksel iletkenlik, renk, 5-HMF ve

diastaz aktivitesi gibi kimlik ve kalite standartlar1 tanimlanmistir (Da Silva 2016).

Jelena Keckes tarafindan ballarin botanik kokenlerine gore ayristirilmasi amaciyla yedi
farkli gigek tiirtinde Sirp bali (akasya, ithlamur, aygicegi, kolza, feslegen, dev goldenrod ve
karabugday) bulunan 192 numunenin serbest amino asitleri profili analiz edildi. Ballar da
tespit edilen ve en ¢ok bulunan amino asitler prolin, alanin, fenilalanin, treonin ve
arginindir. Olusturulan amino asit profillerine gore, temel tanimlayici istatistik verilerine
dayanan ve ¢ok degiskenli kemometrik yontemlerle dogrulanan calisilan bal 6rnekleri
arasinda bazi onemli farkliliklar tespit edilmistir. Temel bilesen analizi, feslegen bali
orneklerinin fenilalanin amino asidine sahip, iyi tanimlanmis bir kiime olusturdugunu
gostermistir. Dogrusal ayirma analizi ile elde edilen model, feslegen balin1t numunelerin
geri kalanindan ayirmak icin kullanilabilir ve amino asitler sayesinde akasya, ihlamur,
aycicegi ve kolza ballarimi birbirinden ayirabilmektedir. Calismada dev goldenrod ve
karabugday bal1 6rneklerinin amino asit profili i¢in yeni veriler sunulmustur. Balin ¢igek
orijini, kemometrik analiz ile birlestirilmis amino asit profili ile basarili bir sekilde

degerlendirilebilir (Keckes 2013).

Amino asitlerin dansilasyonu yapilarak RP-HPLC sisteminde analiz edilmistir (Tapuhi
1981). Gelistirilen metod yliksek oranda Dansil Amino Asit olusmasi ile sonuglanmastir.
Deneysel calismalarda sicaklik ve kimyasal etkilesme siiresi 6nemli etki olusturmustur.
Calismada elde edilen sonuglar gaz kromatografisi ile karsilastirilarak tiirevlendirmenin

avantajli yonleri gosterilmistir.

LC-UV sisteminde serbest amino asit analizi i¢in yeni ve duyarli bir metod gelistirilmistir.
(Rebane 2010). Bu ¢alismada Dansil Kloriir kullanilarak 6n kolon derivatizasyonu
saglanmis ve bal analizinde kullanilmigtir. 23 farkli amino asit etkin olarak ayrilmis ve
calismada metod analitik performans yonii ile optimize edilmistir. Son olarak gelistirilen

metod ile 200 farkli Estonya ballarindaki amino asit i¢erigi analiz edilmistir.

Farkli numunelerde amino asitler ve biyojenik aminler yine Dansil Kloriir kullanilarak én

kolon derivatizasyonu ile RP-HPLC sisteminde analiz edilmistir (Minocha 2004). 10 cm



24

uzunluklu ters faz kolon kullanilmis ve 15 dakikada analiz gerc¢eklesmistir. Es zamanl

olarak numunelerde biyojenik aminler ve amino asitler analiz edilmistir.

Bolgesel orjinle degisik numuneler kullanarak amino asit kompozisyonlar1 arastirilmistir
(Iglesias, 2004). Cigek ve ¢am ballarinin amino asitlerinin farkliligi goézlenmis ve kiigiik
bir alan icerisinde bile ayni tiir ballarin amino asit miktarlarindaki farkliliklar tespit

edilmistir.

V. Pereira, M. Pontes, J.S. Camara, J.C. Marques balda tiirevlendirilmis amino asitleri ve
biyojenik aminleri es zamanli olarak tespit etmislerdir. Ayrica balda yiiksek miktarda
serbest amino asit icerigi tespit edilmistir. Toksikolojik etkilere neden oldugundan
stiphelenilen biyojenik aminlerin (histamin, tiramin ve feniletilamin) yetersiz oldugu

sayisal bal analizlerinden ortaya ¢ikmistir (Pereira 2008).

Ana M. Gonzalez Paramas, J. Alfonso Gomez Barez, Carlos Cordon Marcos, Rafael J.
Garcia-Villanova, Jose” Sanchez gelistirdikleri metod ile bal igerigindeki amino asitleri
HPLC sistemi ile tespit etmislerdir. Calismada bal i¢inde yirmi iki serbest amino asit
bulundu ve L-Prolin en ¢ok bulunan amino asitler arasindadir. L-Prolin ortalama 20,27
mg/g miktarinda tespit edilmistir. Serbest GABA ortalama 0,53 mg/g olarak tespit
edilmistir. Farkli tiirler barindiran alanlarin farkli oranlarinda serbest ve toplam amino

asitler igerigi tespit edilmistir (Paramas 2006).

Silici ve Karaman’in yaptiklari ¢alismada balda amino asit komposizyonunu dikkate
alarak gelistirdikleri kemometrik yontemle balin karakterizasyonu iizerine ¢alismislardir.
Farkli cografi ve botanik orijinli iki bal ¢esidinde 19 serbest amino asit tayini i¢in basit,
giivenilir ve hizli bir yontem olan LC-MS yontemi kullamilmistir. Tiirkiye'de iiretilen
ormangiili ve ¢am bali ballarinin serbest amino asit kompozisyonu ilk defa tespit
edilmistir. Bu veriler, balin besin degerinde 6nemli rol oynamasi nedeniyle bal endiistrisi
icin bliylik 6nem tasiyan balin besleyiciliginin tanimlamasi i¢in kullanilabilir. Sonuglar
balcilik ile ilgili ¢alismalarda alternatif bir yontem olarak kullanilabilir. Amino asitlerin
konsantrasyonunun ve 6zellikle aspartik asit, glisin, sistein, prolin, metionin, histidin ve

arginin igeriginin, ormangiilii (¢icekli) ve cam ballar1 arasinda bulunan miktar farklar
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tespit edilmistir. Ayni gesit ballar arasinda da asit farklilig1 tespit etmistir (Silici 2014).

J. F. Cotte ve arkadaslar1 ¢alismalarinda bal 6zgiinliigiinii belirlemek i¢in HPLC sisteminde
amino asit profillemesi yontemini kullanmiglardir. Ticari orneklerin analizi gliniimiizde
orijin tayinin ve balin kalitesinin tespit edilmesi i¢in zorunlu kilinmaktadir. Amino asit
analizi, bir bal 6rneginin dogalligin1 onaylamak igin etkili bir teknik olup, herhangi bir bal

orneginin tatmin edici diizeyde siiflandirilmasini saglamistir (Cotte 2004).

I. Kivrak c¢alismasinda 17 farkli serbest amino asitin iiretilen ballarinda igerigini
incelemistir. Lavanta, vitex, kekik ve aycicegi ballarinda ¢ok yiiksek oranda amino asit
tespit edilmistir daha sonra miktar bazinda sira ile akasya, okaliptiis, cam, yonca, kestane
ve siderit ballar1 gelmektedir. Fenilalanin, prolin, tirozin, izoldsin ve losin temel amino
asitler olarak tanimlanmaktadir. Esansiyel amino asitler, fenilalanin, treonin, izoldsin,

16sin, triptofan, valin ve lizin (metionin hari¢) analizi yapilan ballarda yiiksek seviyelerde
bulundu (Kivrak 2015).

P. M. Cometto, P F. Faye, R. D. P. Naranjo, M. A. Rubio ve Mario ve A. J. Aldao’nun
calismasinda Arjantinde iretilen ballarin amino asit igerigini incelemislerdir. RP-HPLC
yontemi ile UV 254nm dalga boyunda ¢alisarak Aspartik asit, serin, glisin, arginin, treonin,
alanin, prolin, tirozin, valin, metiyonin, izoldsin, 10sin, norldsin, fenilalanin, triptofan,
ornitin ve lisin olmak iizere 15 adet amino asit tespit edilmistir. Bolgesel farkliliklarin

protein miktarindaki degisiklikler bu ¢aligsmayla ispatlanmis olmaktadir (Cometto 2003).



3. MATERYAL VE YONTEM

Balda amino asit igerigi ile balin orjini arasinda giiglii bir baglantt mevcuttur. Ayrica amino
asit icerigi balin kalitesi ile ilgili 6nemli bilgiler vermektedir. Dolayzsi ile ballar da amino
asit icerigini tespit etmek i¢in etkin yontem gelistirme onem arz etmektedir. Bu baglamda
yeni bir HILIC metodu gelistirilmis ve uygulanmistir. Gelistirilen ve uygulanan teknik

asagida verildigi gibi 7 farkli asamadan olugmustur.

1- Literatiir arastirmasi.

2-Balda amino asit icerigi belirlemek i¢in aromatik amino asitler ve aromatik olmayan
amino asitler i¢in metod olusturulmasi.

3-HPLC kalibrasyonu.

4- Standartlarin ve numunelerin hazirlanmasi.

5-Aromatik amino asitlerin analizi.

6-Aromatik olmayan amino asitler i¢in tiirevlendirme ve analiz.

7-Baz1 bal numunelerinde amino asit icerigi.

8-Bulgularin degerlendirilmesi.

3.1. Literatiir Arastirmasi

Bal numunelerinde amino asit analizleri yapilmis literatiir arastirma ¢aligmalar1 yapilarak
ilk olarak degerlendirmeler yapilmustir. Tlgili literatiirlerde 6zellikle HPLC sisteminde
yapilan amino asit analizleri ve metod gelistirme basamaklar1 dikkatlice incelenmistir.
Ayrica HILIC metodu kullanilarak yapilan amino asit analizleri ve performanslart ile ilgili

farkli makaleler degerlendirilmistir.
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3.2. Aromatik ve Aromatik Olmayan Amino Asitler icin Metod Gelistirilmesi

3.2.1. Materyal ve Kromatografik Analizler

Ultra su cihazi: (GFL 2004/ Human Power 1): Analizler i¢in gerekli olan Ultra saf su i¢in

kullanimastr.

Analitik terazi (Denver Instrument S1-234): Analizi yapilan amino asitlerin, Dansil

Klorid’in, Sodyum Karbonatin, bal numunelerinin tartimi i¢in kullanilmastir.

Ultrasonik banyo(Elma S60H Elmasonic): Mobil faz degaze islemi igin, ¢oziinmesi gii¢
amino asitlerin daha rahat c¢oziinebilmesi ve olusturulan ¢ozeltilerin homojen hale

getirilmesi igin kullanilmgtir.

Shimadzu marka L[20224606065 seri numarali HPLC: Bu calismada yapilan tiim

kromatografik analizlerde kullanilmistir.

Ecopipette marka mikropipetler (10-100ul), (100-1000ul), (5-10ml): Deneysel
caligmalarda kullanilmistir. Ayrica balin ¢éziinmesi i¢in uygun miktarda ¢dzgenin hassas
olarak eklenmesi i¢in kullanilmistir. Ayn1 zamanda Amino asit ve Dansil Klorid’in stok

cozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Farkli boyutlarda steril otomatik pipet uclari: Standartlarin ve ballarin ektraksyonu ve

seyreltirmesinde kullanilmistir.

J.P. Selectra marka 4120600 seri nolu pH Metre: Hareketli fazin pH degisiminisaglarken
ve pH tespit ederken kullanilmistir.

IKA C-MAG marka magnetik karigtirict: Dns-Cl ile standart amino asit ve balin
tiirevlendirmesinde kullanilmistir. 25 ml’ lik beher: Dns-Cl ile amino asidin ve ballarin
tiirevlendirilmesi esnasinda kullanilmaktadir. Kiigiik boy manyetik balik: Dns-Cl ile amino

asidin ve ballarin tiirevlendirilmesi esnasinda kullanilmistir.
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15 mP’lik steril falcon tiipii: Dansil Klorid ve bazi amino asitleri (1000 ppm) stok ¢ozelti
olarak saklanmasi i¢in kullanildi. 50 m1’lik steril falcon tiipii: Coziinmesi digerlerine gore
daha zor olan baz1 amino asitler (Ornegin tirozin) 200 ppm miktarinda stok ¢ozelti olarak

saklanmasi i¢in kullanildi.

1,5 ml’ lik vial: HPLC sisteminde s1v1 halde bulunan analitin analizi i¢in bulunan kabadir.

Ultra saf su: Amino asit ve balin ¢éziinmesinde kullanildigi gibi ¢alismanin en temel

hareketli fazlindan biridir.

Asetonitril (Sigma-Aldrich, LC grade): Hareketli faz olarak ve Dansil Klorid’in
¢oziinmesi i¢in kullanildi. Formik Asit (Sigma-Aldrich): Hareketli faz ve analitlerin daha

iyi etkilesim olusturmasini saglamak amaci ile kullanildi.

Etil Asetat, Diklorometan (Sigma-Aldrich LC-Grade): Aminoasitlerin geri kazanim
(Recovery) calismasinda kullanildi. Dansil Klorid (Sigma-Aldrich) aromatik olmayan
amino asitlerin UV dedektorde tanimlayabilmek i¢in Dansil Klorid ile tiirevlendirme

yapilip UV dedektorde tanimlanabilir hale getirilmesi amaglanmustir.

Standart amino asitler (Sigma Aldrich, LC grade) : Amino asitlerin metod gelistirme ve

optimizasyon basamaklarinda kullanildu.

HILIC kolon (Amino-NH2 HILIC, 4,6 mm i.d. 15cm) HILIC metod gelistirilmesi ve amino

asitlerin analizi i¢in kullanilmigtir.

Illettich Zentrifugen marka Universal 320 model santrifiij cihazi: Bal ekstraksiyon

yonteminde biiylik molekiilleri ¢oktiiriip kiigiik molekiillerin analizi i¢in kullanildi.

HCI: Dns-Cl tiirevlendirmesi ve mobil fazda kullanilan tamponun daha asidik

olusturabilmek i¢in kullanilmistir.

Na tamponu: Metod olusturma yonteminde alternatif olarak kullanilmistir.
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Ceker ocak (Biochem): Soliisyonlar1 solumamak ve daha giivenli ¢aligmak i¢in

kullanilmistir.

Kapakli cam sise (1 Litrelik): Mobil Fazin i¢ine konuldugu siselerdir. Kapakli cam sise
(250ml Litrelik): Tiirevlendirme i¢in hazirlanan tamponu ve HCI ¢ozeltisinin hazir olarak

tutulmasti i¢in kullanilmastir.

Aseton (Teknik): tiirevlendirmede kullanilan beherlerin temizliginde kullanilmistir.

Altus marka buzdolabi: Hazirlanan stok ¢ozeltilerin bozulmamasi ve standarlarin belli

bir sicaklik prosediiriinde tutulmasi gerekliliginden dolay1 kullanilmistir.

Argelik marka salon tipi klima: HPLC analizleri sicakliktan etkilenmemesi adina

laboratuvar sicakligini1 25°C dereceye sabitlenerek i¢in kullanilmistir.

Etiiv (Memmert): Temizlenen cam malzemeleri kurutma i¢in kullanilmistir.

Bulasik makinasi (Labcanco Steamstrubber): Kullanilan cam malzemenin temizlenmesi

icin kullanildi. Spatiil: 1 mg miktarinda standart tartabilmek i¢in kullanildi.

Tiip sporlari: Kullanilan Falcon tiiplerin diiz durmasi i¢in kullanilmaktadir.

Gerhard Marka RO500 model shaker: Balin HPLC’ye uygun hale getirmemizi saglayan

ektrasyon metodunda kullanilmaktadir.

Ika Marka MS3 model 3000 devirlik vortex: Céziinme, karistirma islemlerinin ¢ok daha

hizl1 ve basit bir sekilde yapilmasini saglar.

Pasteur pipeti: Olgiim yapmadan yapilan aktarimlarda érnegin ekstraksiyon sonucu olusan

iist fazin viale aktarilmasi gibi islemlerde kullanilmistir.



30

3.2.2. Aromatik Amino Asitler ve Histidin Amino Asidi Icin Standart ve
Tiirevlendirme Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ik olarak aromatik amino asitlerin (L-Fenilalalin, L-Triptofan, L-Tirozin) ve Histidinin
1000 ppm’lik standart ¢ozeltileri hazirlandi. Bunun i¢in 10mg’ lik amino asit standartlart
ayr1 ayr1 Olgiildii. Hassas tart1 yardimi ile Olgiilen standart 15 ml’lik steril falcon tiiplerine
aktarildi. Daha sonra 1000 ppm’lik ¢6zelti olusturabilmek igin {istlerine otomatik pipet
yardimi ile 10 ml’lik ultra saf su konuldu. Amino asitlerin suda ¢6ziinebilmesi igin vortex
ile falcon tiipleri icerisinde galkalanmistir. Fenilalanin, triptofan ve histidin amino asitleri
steril falcon tiipleri igerisinde tamamen c¢oziilebilmistir fakat L-Tirozin amino asidi
coziinememistir. Bu nedenle L-Tirozin amino asidinin stok konsantrasyonunu diistirmek
icin 50 ml’lik steril falcon tiipii falcon tiipii igerisine eklenen 10mg’lik L-Tirozin amino
asidinin tstiine 50 ml’lik ultra saf su konulmustur. Vortex kullanilarak ¢éziinme islemi
hizlandirildi ve 200 ppm’lik tirozin ¢ozeltisi hazirlandi. Ilk olarak teker teker amino
asitlerin alikonma siireleri tespit edildi. Bunun i¢in fenilalanin ve triptofanin 1000 ppm’lik
tirozinin ise 200 ppm’lik stok ¢ozeltisinden ayr1 ayr1 3 adet tek kullanimlik Pasteur pipeti

yardimu ile 3 steril viale amino asit standartlar1 aktarildu.

3.2.3. Hareketli Faz ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Hareketli faz hazirlanirken steril kapakli 2 farkli sisenin bir tanesine asetonitril digerine
GFL 2004/ Human Power 1 marka saf su cihazindan elde edilen saf su ile hazirlanan 5,0
mM Fosfat tampon ¢ozeltisi konulmustur. Bu izokratik ¢alismada tek bir sisede hareketli
fazlarin konulmamasinin sebebi HPLC cihazi sayesinde an hareketli faz iizerinde
oransal degisiklik yapilabilmesidir. Noétral 5,0 mM fosfat tamponu ise sodyum fosfat
dibazik ile sodyum fosfat monobazik karisimindan olusturulmustur. ilk olarak
hesaplamanin kolay olmasi i¢in 10,0 mM’lik fosfat tampon ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bunun
icin kapakli cam siseye 800 ml ultra saf su konulur daha sonra iistiine sodyum fosfat
dibazikten 2,209 gr sodyum fosfat monobazikten ise 0,3394 gr tartilip sisenin igine atilir

ve ¢oziinmesi saglanir. Daha sonra sise ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanir.
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3.2.4. Hareketli Faz Icerigi Optimizasyonu

[k olarak ayr1 ayr ilgili amino asitlerin alitkonma siireleri tespit edildi. Bunun igin L-
Fenilalanin ve L-Triptofanin 1000 ppm’lik L-Tirozinin ise 200 ppm’lik stok ¢6zeltisinden
ayri ayrt 3 adet tek kullanimlik Pasteur pipeti yardimi ile 3 steril viale amino asit
standartlar1 aktarildi. 60:40 (v/v) ACN: 5SmM fosfat tampon Iml/dk akis hizinda ve
enjeksiyon hacmi: 20 pl olarak ayarlandi. Kromatografide kullanilan hidrofilik
etkilesimlerde ACN igerigi onemli etki olusturdugundan, ilk olarak farkli oranlarda 60:40
(v/v) ACN:5mM fosfat tamponu kullanilmistir ancak 75/25 (ACN: 5mM Fosfat
Tamponu) orani1 kullanildiginda etkin amino asitlerin etkin ayirimi gozlenmistir. Daha
sonra ACN igerigi artirilarak Hareketli faz icerigi 85/15 (ACN:5mM fosfat) olarak
optimize edilmistir. Sekil 3.1°den de goriildiigii gibi hareketli fazda artan ACN igerigine

bagli olarak ayirim kapasitesinin dnemli oranda arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.1. Farkli hareketli faz oranlarinda amino asitlerin HILIC modunda gosterdikleri alikonma zamanlari.
Kromatografik kosullar: Kolon: 4,6 mm i.d. NH> kolon UV: 214 nm tampon: 5mM fosfat pikler: 1)
Triptofan, 2) Fenilalanin, 3) Tirozin 4) Histidin
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Yapilan analizlerde neticesinde Triptofan ve Fenilalanin arasindaki alikonma siirelerini ¢ok
yakin olmasina ragmen gelistirilmis HILIC modunda 6 dakikada amino asitler igin etkin
ayrim ve resoliisyon saglanmistir. Histidin amino asidi aromatik olmadigindan UV

bolgede diisiik absorbans vermis ancak HILIC modunda yine ayrimi saglanmaistir.

3.2.5. pH Etkisi

HILIC modunda pH da 6nemli etki olusturmaktadir. Calisma kapsaminda 5 mM fosfat
tamponu disiik pH larda(3,4 ve 5 pH derecelerinde)ayarlanarak analiz ¢alismalar1 yapilmis
ancak etkin sonu¢ alinamamistir. Bunun nedeni amino asitlerin diisiik pH lardaki
elektroforetik  hareketliligi ve kolonun amino gruplarmin elektriksel olarak

yiiklenmesinden kaynaklandig1 6ngoriilmiistiir.
3.2.6. Su Etkisi
Hidrofilik etkilesimlerde hareketli fazda tampona gore daha ¢ok diisiik oranlarda su

kullanilmaktadir. 5mM fosfat tamponuna gére optimize edilen yontemde tampon yerine su

kullanilarak amino asitler analiz edilmistir.
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Sekil 3.2. %30 su ve %70 ACN’den olusan hareketli faz oranlarinda amino asitlerin HILIC modunda
gosterdikleri alikonma zamanlari. Kromatografik kosullar: Kolon: 4,6 mm i.d. NH2 kolon UV: 214
Hareketli faz ACN:Su Pikler 1) Triptofan, 2) Fenilalanin, 3) Tirozin 4) Histidin
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Yapilan analizde su kullaniminin alikonma zamanini, pik etkinligi ve rezoliisyonu arttirdigi

gozlenmistir.
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Sekil 3.3. Kalibrasyonda kullanilan amino asitlerin HILIC modunda gosterdikleri alikonma zamanlari.
Kromatografik kosullar: Kolon: 4,6 mm i.d. NH; kolon UV: 214 Hareketli faz ACN:Su Pikler 1) Triptofan,
2) Fenilalanin, 3) Tirozin

Aromatik amino asitlerin ve histidinin segiciligi ¢ok farklidir. Amino asitlerin analizlerinde
kolaylik saglamak amaciyla standartlarin optimize edilmesi disiiniildii. Dahadnce yapilan
analizlerde L-Triptofanin UV dedektorde absorbansi diger analizi yapilan amino asitlerden
daha fazladir. Bu yiizden standart amino asit ¢6zeltisi hazirlanirken L-Triptofandan bir
birim alinirken L-Fenilalanin ve L-Tirozin amino asitlerlerinden ise dort birim L-
Histidinden sekiz birim olarak alinmistir. Bu analizden elde edilen diger bir sonug ise L-
Histidinin etkin absorbans verememesidir. Bunun nedeni tampon kullanimi ile L-histidin
yapisindaki imidazol gruplar farkli pH larda pozitif ya da negatif yiiklenmektedir.
Dolayisiyla farkli etkilesim gostereceginden UV bolgede absorbansi diismesi yiiksek

olasiliktir.

3.2.7. Aromatik Olmayan Amino Asitler i¢cin Standart ve Tiirevlendirme Cozeltilerin

Hazirlanmasi

L-Prolin, L-Aspartik asit, L-Histidin gibi amino asitler aromatik halka igermediginden UV
dedektorlii HPLC ile analizi yapilamamaktadir. Amino asit tiirevlendirmelerinde Dns-Cl
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda da Dns-Cl kullanilmustir. Tlgili

reaksiyon asagida sekil 3.4’te verilmistir.
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R & Cl—S 0 R (':'—o-g O
N +
OH * 0 CHy — > T 0 CHy HC
NH; Q N, e Q N\CH
CH3 3

AA DNS-CI AA-NH-Dns
Sekil 3.4. Amino asitlerin Dns-Cl ile tiirevlendirme reaksiyonu

Tiirevlendirme ¢alismalarinda L-Prolin, L-Aspartik astit, L-Histidin kullanild: ve ilk olarak
L-Prolin amino asidi igin uygulanmustir. ilk olarak L-Prolin ve Dansil Klorid’in
alikonma siireleri goriilmesi i¢in yiiksek konsantrasyonlarda (1000 ppm) HPLC sistemine
verilmistir. Bunun i¢in 10 mg’lik L-Prolin ve Dansil Klorid standartlar1 ayr1 ayr1 analiz
edildi. Hassas tart1 yardimi ile dlgiilen standart 15 ml’lik steril falcon tiiplerine aktarildu.
Daha sonra 1000 ppm’lik ¢ozelti olusturabilmek icin iistlerine otomatik pipet yardimi ile
10 mI’lik ultra saf su konuldu. Ilk yapilan analizde 1000 ppm’lik Dansil Klorid ve 1000
ppm’lik L-Prolin ve 0,5mM pH 9,1 Sodyum karbonat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Yapilan
analizlerin tlirevlendirmesi bir beher ve manyetik balik yardimi ile 2,5 saat homojenize

edilerek yapilmistir.

Tiirevlendirme ¢alismasinin ilk asamasinda L-Prolin amino asidine yogunlasilmistir. ilk
olarak L-Prolin ve Dansil Klorid’in alikonma siireleri goriilmesi adina yiiksek

konsantrasyonda cihaza verilmistir.
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Sekil 3.5. Tirevlendirilmeden yapilan L-Prolin(1000 ppm) analizi Kolon: 4,6 mm i.d. NH; kolon UV: 214
Hareketli faz: ACN, Su
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Sekil 3.5’te tlirevlendirilmeden L-Prolin (1000 ppm) analizi yapilmis ancak absorbans
degeri 20 civarinda gozlenmistir. Ger¢ek numune uygulamasinda bu baskilanma durumu
ve matriks etkisi gibi sebeplerden dolay1 L-Prolin analizi tiirevlendirilmeden yapilmasini
onemli oranda zorlastiracaktir. UV goriiniir bélgede daha yliksek absorbans vermesi igin
tirevlendirme yapilmast gerekmektedir. Sekil 3.6’da Dansil Klorid’in HPLC-UV

kromatogramini gostermektedir.
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Sekil 3.6. Dansil Klorid(1000 ppm) HPLC-UV kromatogrami

Sekil 3.6’da gosterilen analiz L-Prolin ile Dansil Klorid’in (1000 ppm) etkilesip
etkilesmedigini gostermek i¢in yapilmistir. Yukaridaki analiz ayrica Dansil Klorid’in
4000 lerde yiiksek absorbans gostermesi amino asitlerin tiirevlendirilmesinde kullaniminin

oldukca isabetli oldugunu gostermektedir.

Tiirevlendirme ¢alismalart ilgili literatiire gére yapilmistir (Tapuhi, 1981). Daha sonra
degisen miktarlarda L-Prolin ile Dansil Klorid ile 2 saat 6n kolon derivatizasyonu

sonrasinda analizler yapilmistir.
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Sekil 3.7. Dansil Klorid ile tiirevlendirilmis L-Prolinin (84 ppm) HILIC-HPLC kromatogrami

Sekil 3.7’te goruldiigii gibi 200 absorbans degerine karsilik 84 ppm L-Prolinde 200
iizerinde absorbansa ulagilmistir. Daha sonra L-Prolin miktar1 orantili olarak (84ppm,

165ppm, 372ppm) arttirilmis ve sonuglar analiz edilmistir.
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Sekil 3.8. Dansil Klorid ile tirevlendirilmis L-Prolinin (165 ppm) HILIC-HPLC kromatogrami

Sekil 3.8’te goriildiigl gibi 165 ppm L-Prolinde 350 diizeylerinde absorbansa ulasilmistir.
Elde edilen sonug¢ L-Prolinde tekrar orantili konsantrasyon uygulanmasi gerektigi seklinde
degerlendirilerek L-Prolin konsantrasyonu orantili olarak 372 ppm olarak ayarlanmis ve

Dansil Klorid ile etkilestirilerek kromatografik analiz yapilmistir.
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Sekil 3.9. Dansil Klorid ile tiirevlendirilmis L-Prolinin (372 ppm) HILIC-HPLC kromatogrami

Yapilan kromatografik analizde tiirevlendirilmis L-Prolin i¢in 372 ppm diizeyinde 500
tizerinde UV absorbansa ulasildigr Sekil 3.9’dan goriilmektedir. Balda L-Prolin diizeyleri
ilgili konsantrasyonlarda tespit edilebilmesi gibi sebeplerden dolayr bu daha yiiksek
konsantrasyonlarda tiirevlendirme yapilmamistir. Sonug¢ olarak, Sekil 3.7, 3.8. ve 3.9.
lerden L-Prolin miktar1 artis1 ile orantili olarak 200, 350 ve 500 diizeylerinde absorbans

vermektedir.

Benzer tiirevlendirmeler L-Aspartik asit ve L-Histidin i¢in de yapilmis

ancak kromatogramlardan iyi sonug alinamamustir.

3.2.8. HPLC Metodunda Analiz Sartlar:

Tablo 3.1. 1ml/dk akis hiz1 pH:7°de aromatik ve L-Histidin amino asitlerinin alikonma siireleri

Numara Amino asitler Alikonma Siiresi
1 L-Triptofan 4,8 dakika
2 L-Fenilalanin 5,3 dakika
3 L-Tirozin 5,7 dakika
4 L-Histidin 9,1 dakika




Otosampler: SIL 20A (Shimadzu Model)

Tablo 3.2 Otosampler Optimize Degerleri
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Parametreler Optimal Degerler
Tabla Kapasitesi 200 vial

Vial Kapasitesi 1,5mL

Rinsing Hacmi 200 mL

Purge Zamani 15 dakika

Rising modu

Her enjeksiyondan 6nde ve sonra.

Enjeksiyon Hacmi

20uL

Pompa LC-20AT

Tablo 3.3. Pompa Optimize Degerleri

Parametreler

Optimize Degerler

Hareketli Faz Modu

Izokratik akis

Controlled by:

Kolon {izerinden siirekli akis.

Analitik Akis

1 ml/dk

Basing

37 bar

Oven CTG-10ASvp

Tablo 3.4. Firin Optimize Degerleri

Parametreler

Optimize Degerler

Calisma Modu

Izotermal

Sicaklik

25°C




Detector SPD-20A

Tablo 3.5. Dedektdr Optimize Degerleri

Parametreler

Optimize Degerler

Lamba Deuterium D2
Hiicre Sicaklig1 25°C

Dalga Boyu 214 nm
Caligma Zamani 40 dakika

HILIC -Kolon

Tablo 3.6. Kolon Optimize Degerleri

Parametreler Optimize Degerler
Kolon Markasi Kromasil
Ozellikleri 250 mm X 4,6 mm 1.D.

Hareketli Faz

Su + Fosfat Tamponu + Asetonitril

3.2.9. Kalibrasyon

Bu ¢alismada analit {i¢ konsantrasyon ile kalibre edililmistir.

Tablo 3.7. Analitlerin kalibrasyon listesi
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Analitler Hazirlanmis Konsantrasyon (ppm)
Trp 40-4-0,4

Phe 121-12,1-1,21

Tyr 121-12,1-1,21




40

Sirasiyla L-Triptofan L-Fenilalanin ve L-Tirozin amino asitlerinin kalibrasyon grafigi
¢izdirildi. UV absorbanslarina bakilarak L-Fenilalanin ve L-Tirozin igin ilk olarak 120,12
ve 1,2 ppm kalibre edilmistir. L-Triptofan UV absorbansi diger amino asitlerden iyi
oldugundan 40, 4 ve 0,4 ppm seviyelerinde kalibre edildi.
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Sekil 3.10. L-Fenilalanin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.11. L-Triptofan kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.12. L-Tirozin kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafiklerinde R? = 0,9999 olmasi1 numunelerin miktar

analizlerinde kullanilmasi icin ideal oldugunu gostermektedir.

3.2.10. Ornek Hazirlanmasi

Asagidaki bulunan tablo 3.8’de gosterildigi gibi Bingol ili ve gevresindeki farkli yerlerde

on bal 6rnegi alinmigtir.

Tablo 3.8. Ornek isim listeleri

Ornek Yerleri Ornek Isim Kodu
Kavar Koyt (Geng) S1
Kayapiar Koyii Karliova S2
Tavuz Koyt (Solhan) S3
Metan Koyt (Yedisu) S4
Kigi S5
Bing6l Merkez S6
Kestane Bal1 1 K1l
Kestane Bal1 2 K2
Bolgesel Market Al
Bolgesel Market A2
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Numuneler, 4 °C' de buzdolabinda saklandi (amino asitlerin fotodegradasyonu énlemek

icin).

3.2.11. Kromatografik Piklerin Degerlendirilmesi

Alilkonma zamani

Bir numunenin cihaza enjekte edildikten sonra kolon igerisinde gegirdigi slireye alikonma
zamani olarak tanimlanmistir. Enjeksiyonun bagladigi andan numune pikinin en ytliksek
oldugu yere kadar gegen siirenin Slgiilmesi ile tespit edilir. Alikonma siiresi dakika cinsi
ile verilmektedir. Sembol olarak RT olarak gosterilmektedir. Alikonma zamanini1 kolon

sicaklig1, basing, kolon boyutu ve akis hiz1 gibi faktorler etkilemektedir (Ustiin 2018).

Kapasite faktorii(k)

Maddelerin bagil alikonmasina kapasite faktorii denilmektedir, Maddelerin alikonma
zamanlarma ilaveten Oli zamanin da (to) belirlenmesi ile kapasite faktorii
hesaplanmaktadir. To kolonda tutunamayan maddenin alikonma zamanini ifade eder. Kbr,
Urasil gibi maddeler 6lii zamani tespit etmek amaci ile kullanilabilir. Hareketli faz ve sabit
faz Kapasite faktoriinii etkiler (Higil 2015).

k=1 (3.1)
to

Kapasite faktori formiilii

Etkin tabaka sayis1 (N)

Etkin tabaka sayist daha keskin, hizli ve simetrik piklerin elde edilecegini gosterir.
Kolonun uzunluguna, kolonun dolgu partikiillerine ve kolonun dolgusu kolonun
etkinligini belirlemektedir (Hisil 2015). Etkin tabaka sayisi, dar ve keskin piklerin
olusmasini, bilesenlerin birbirinden ayrilmasini ve daha iyi bir tayin ile analizleri

sonuglagtirmay1 hedefler.



Etkin tabaka sayisi formiili

Lc: kolon uzunlugu;

dP: partikiil biiyiklig;

h: bir tabanin yiiksekligini ifade eder.

Secicilik ()
k
oO=-=
kq

Segicilik Formiilii
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(3.2)

(3.3)

(3.4)

a, secicilik; iki farkli pik arasindaki ayrimin ifadesidir. a=1 oldugu zaman pikler

birbirinden ayrilamaz tek bir pikmis gibi kolondan ¢ikarlar. Sicaklik, sabit faz ve hareketli

faz o’ y1 etkileyen faktorlerdir. ki ilk bilesenin alikonma zamani; k. de ikinci bilesenin

alikonma zamanidir (Skoog 1998).
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Ayirma giicii (Rs)

Ayirma giicli (Rs), ayirma kapasitesini kolonun pikleri belirler. Ayirma giiciinii kapasite

faktorii, etkin tabaka sayis1 (N) ve segicik (a) etkiler.

Sinyal ;2—n: G — 35—
LN ReDs0 Rs=0.75
./ ‘\ ’ \ ,//\ /_\ \
[ A gi NN
/‘I " A I\. / B MK \.‘
S \ / " \
2 o A _/h
40 [P~ Y ——
,/‘\ /7 Rs=100 N\ Re&LSO A\
",// \ // \.\ /,‘ \.‘\ /./ \I,
/ AR / B\ / \
N7 \ /
R P \_ W e \.
Zaman

Sekil 3.13. Piklerde rezoliisyonu gosteren Rs degeri

Etkinlik Secicilik  Kapasite Faktari

Sekil 3.14. Rs degerinin etkinlik, secicilik ve kapasite faktorii ile iliskisi

Ayirma giiciinilin asagidaki kosullar etkilemektedir:

* Bu kosullarin en kritigi seciciliktir. Segicilikte meydana gelen degisimin ayirma
giiciine etkisi gii¢lii olmaktadir.
* k degeri kiigiik oldugu zaman alikonma zamaninin 6nemi artar.

* Kolonun yeni oldugu ve ayrim giiciiniin iyi oldugunu ise etkinlik ifade eder (Henden
2009).



4. BULGULAR VE TARTISMA

Bal; karbonhidrat, fenolik asit, amino asit, protein, kalint1 ilag¢ rezidiileri gibi pek ¢ok
bilesen icermektedir. Balin yapisinda bulunan amino asitler 6zellikle L-Prolin balin
kalitesi ve cografik orjini ile ilgili 6nemli bilgiler vermektedir. Calismamizda amino asitler
aromatik ve aromatik olmayan seklinde iki sinifa ayrilarak analizler yapilmstir. Ilk olarak
aromatik amino asitler daha sonra ise aromatik olmayan amino asitler i¢in tiirevlendirme
ve analiz ¢aligmalar1 yapilmistir. Tiirk gida kodekste yer alan uygulamada L-Prolinanalizi
UV spektrofotometre ile yapilabilmektedir. Ancak boyle bir analizin spekiilatif olabilme
ihtimali yiiksek olmasi dolayisi ile calismamizda L-Prolin ve aromatik olmayan bazi amino

asitler i¢in Dns- Cl ile tirevlendirilerek analiz yapilmasi yoluna gidilmistir.

4.1. Aromatik Amino Asitler ve L-Histidin i¢in Validasyon Sonuclar:

HILIC teknigi son yillarda gelistirilmis 6nemli bir kromatografik tekniktir. Literatiirde
simdiye kadar bal numunelerinde amino asit analizi i¢in ters faz kromatografi
kullanilmistir. Bu ¢alismamizda yeni bir yaklagimla yani HILIC teknigi uygulanarak amino
asitler analiz edilmistir. Gelistirilen analitik metod optimize edilerek baz1 farkh
numunelere uygulanmistir. Validasyon c¢aligmalarinda geri kazanim, hassasiyet ve
dogruluk oranlar1 dikkate alinarak yapilmistir. Amino asit analizleri 214 nm dalga boyunda
yapilmistir. Her numune ayri ayr sisteme verilmis ve standartlar farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. HILIC tekniginde hareketli faz olarak yiiksek oranda ACN ve diisiik
oranlarda su kullanilmistir. LOD (minimum deteksiyon degeri) ve LOQ (belirleme

siirlar) asagidaki formiillere goére hesaplanmistir.

LOD = 35—
= *

Slope (4.1)
L0Q = 10 S.D. (4.2)

Slope
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Sekil 4.1. A1l numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram
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Yukarida sekil 4.1°de verilen kromatogram A1l numunesi kullanilarak analiz edilmistir.

Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler i¢in validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.1°de gosterilmistir. Yapilan analizde mobil faz olarak %70 ACN ve %30 su

kullanilmistir.

Tablo 4.1. A1 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

A-1 Sonug LOD LOQ SS% GK%
mg/kg mg/kg mg/kg

L-Trp 20,19 0,029 0,097 +/- %3 79,76

L-Phe 7,18 0,24 0,79 +/- %3 76,56

L-Tyr 4,17 0,27 0,88 +/- %3 24,71

L-Trp amino asidinin A1 numunesinde daha yiiksek oldugu gozlenmistir. L-His analiz

edilememistir. Bu durumun L-His amino asidinin aromatik halka igermediginden

kaynaklandig1 degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2. A2 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram

Yukarida verilen A2 numunesinde ilgili bolgede kismen diisiik oranda amino asit varlig

gozlenmistir.

Tablo 4.2. A2 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

A-2 Sonug LOD LOQ SS% RC%
mg/kg mg/kg mg/kg
Trp 15,07 0,029 0,097 +/- %3 79,76
Phe 6,78 0,24 0,79 +/- %3 76,56
Tyr 4,84 0,27 0,88 +/- %3 24,71
[La\')
=
4::-3_:
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Sekil 4.3. K1 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram
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Yukarida sekil 4.3’de verilen kromatogram K1 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.

Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler i¢in validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. K1 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

K1 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm ppm ppm
Trp 3,76 0,029 0,097 +/- %3 79,76
Phe 7,02 0,24 0,79 +/- %3 76,56
Tyr Tespit 0,27 0,88 +/- %3 24,71
Edilemedi
zzs%w
EI:':I-;
1'-'5—;
15,.3-
125-;
ZEE ’/\J
oc 1o 2o Tan "en "o 8¢ w0 min

Sekil 4.4. K2 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram

Yukarida sekil 4.4’de verilen kromatogram K2 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.

Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler i¢in validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.4. K2 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

K2 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm ppm ppm

Trp 8,63 0,029 0,097 +/- %3 79,76

Phe 6,77 0,24 0,79 +/- %3 76,56

Tyr 3,37 0,27 0,88 +/- %3 24,71
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Sekil 4.5. S1 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram

Yukarida sekil 4.5’de verilen kromatogram S1 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.

Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler igin validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.5’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. S1 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

S1 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm ppm ppm
Trp 3,93 0,029 0,097 +/- %3 79,76
Phe 7,66 0,24 0,79 +/- %3 76,56
Tyr 1,86 0,27 0,88 +/- %3 24,71
mif
7t
6]
zn:-f
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-:-c'"'11|:.L"':'c""a'c”"s'u' 80 T7e 8t

Sekil 4.6. S2 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram
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Yukarida sekil 4.6’de verilen kromatogram S2 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.
Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler i¢in validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.6’de gosterilmistir.

Tablo 4.6. S2 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

S2 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm ppm ppm

Trp 4,01 0,029 0,097 +/- %3 79,76
Phe 6,24 0,24 0,79 +/- %3 76,56
Tyr 1,42 0,27 0,88 +/- %3 24,71

i
1;:!.-‘.1-.

95-:
-’.:lII |~11:|-| I?Iﬁl I:|1IZII I‘4I-:II ISIﬂI ILE-“:.‘IIIII?'EIIIIE!DI

Sekil 4.7. S3 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram

Yukarida sekil 4.7°de verilen kromatogram S3 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.
Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler igin validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.7°de gosterilmistir

Tablo 4.7. S3 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

S3 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm Ppm ppm

Trp 7,1 0,029 0,097 +/- %3 79,76

Phe 7,24 0,24 0,79 +/- %3 76,56

Tyr 3,4 0,27 0,88 +/- %3 24,71
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Sekil 4.8. S4 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram

Yukarida sekil 4.8’de verilen kromatogram S4 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.

Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler igin validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.8’de gosterilmistir

Tablo 4.8. S4 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglar1

S4 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm ppm ppm
Trp 17,99 0,029 0,097 +/- %3 79,76
Phe Tespit 0,24 0,79 +/- %3 76,56
Edilemedi
Tyr Tespit 0,27 0,88 +- %3 24,71
Edilemedi
[1a1")
5::-::-?
-
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or Y T N Y Y " ap 80 min

Sekil 4.9. S5 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram
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Yukarida sekil 4.9°da verilen kromatogram S5 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.

Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler i¢in validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.9°da gosterilmistir

Tablo 4.9. S5 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglar1

S5 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm pPpm ppm
Trp 2,36 0,029 0,097 +/- %3 79,76
Phe 6,98 0,24 0,79 +/- %3 76,56
Tyr 0,91 0,27 0,88 +/- %3 24,71
Lo
1001
25
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Sekil 4.10. S6 numunesi kullanilarak elde edilen kromatogram

Yukarida sekil 4.10°da verilen kromatogram S6 numunesi kullanilarak analiz edilmistir.

Ilgili kromatogram igin aromatik amino asitler igin validasyon sonuglar1 asagida verilen

Tablo 4.10°da gosterilmistir

Tablo 4.10. S6 numunesi i¢in aromatik amino asit sonuglari

S6 Sonug LOD LOQ SS% RC%
ppm ppm ppm

Trp 6,14 0,029 0,097 +/- %3 79,76

Phe 8,05 0,24 0,79 +/- %3 76,56

Tyr 4,11 0,27 0,88 +/- %3 24,71
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L-Tirozin
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Miktarlar

HAl A2 K2 BS] EHS2 BS3 S5 BSE

Sekil 4.11. Bal 6rneklerinde ppm cinsinden L-Tirozin miktarlar1

Sekil 4.11“de goriildiigii tizere A2 numunesinde L-Tirozin orani en yiiksek iken K1 ve S4

numunelerinde L-Tirozin tayin edilememistir.

L-Triptofan
25
20
15
10
5 l .
0 111 =
Miktarlar

HA1 EA? EK1 K2 ES] ES? ES3 BG4 ES5 ESE

Sekil 4.12. Bal 6rneklerinde ppm cinsinden L-Triptofan miktarlari

Sekil 4.12°de gorildiigii tizere A1 numunesinde L-Triptofan orani en yiiksek iken S5

numunesinde L-Triptofan miktar1 en azdir.
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L-Fenilalanin
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Miktarlar
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Sekil 4.13. Bal 6rneklerinde ppm cinsinden L-Fenilalanin miktarlari

Sekil 4.13“de gortildiigii lizere S6 numunesinde L-Fenilalanin orani en yliksek iken S4

numunesinde L-Fenilalanin tayin edilememistir.

4.2. Aromatik Olmayan Amino Asitler ve L-Histidin i¢in Validasyon Sonuglari

Balda L-prolin analizi farkli RP kromatografi teknikleri kullanilarak yapilmistir. Aromatik
amino asit olmayan L-Prolin yapis1 kismi hidrofilik oldugu i¢in HILIC teknigi ile etkin
analiz edilmesi olanaklidir. Bu ¢alisgmamizda yeni bir yaklagimla yani HILIC teknigi
uygulanarak L-Prolin i¢in metod gelistirilmistir. Gelistirilen analitik metod tiirevlendirme
ve optimize basamaklarini igermektedir. Validasyon calismalarinda geri kazanim,
hassasiyet ve dogruluk oranlart dikkate alinarak yapilmustir. L-Prolin analizleri 214 nm
dalga boyunda yapilmistir. Her numune ayri ayri sisteme verilmis ve standartlar farkl
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Hareketli faz olarak HILIC teknigi oldugundan yiiksek

oranda ACN ve diisiik oranlarda su kullanilmistir.
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Sekil 4.14. S3 numunesi kullanilarak elde edilen L-Prolin kromatogram

T
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Calisma kapsaminda LC-HRMS sisteminde analizlerin yapilmasi planlanmigtir. Ancak

ilgili sistemin arizalanmasi nedeni ile ¢aligma HPLC’ye aktarilmistir. Aromatik olmayan

amino asitlerin UV dedektorde analiz edebilmek igin Dansil Klorid tiirevlendirmesi

distintilmistiir. Dansil Klorid temin edilmesindeki siire¢ bal numunelerinin beklemesine

neden olmustur. Yukarida sekil 4.14°te verilen pikten (5,2 dakika) L-Prolin degeri diisiik

gozlenmistir. Daha sonra bir¢ok farkli numune denenmis ancak benzer sonug

alinamamustir.

mi

400
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Sekil 4.15. S5 numunesi kullanilarak elde edilen L-Prolin kromatogram
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Sekil 4.15°te goriildiigli gibi L-Prolin diizeyi diisiik ¢ikmistir. Bu sonuglar1 dogrulamak
icin aromatik amino asitlerin icin tekrar geri kazanim g¢alismasi yapilmig ancak geri
kazanimda balin uzun siireli beklemesinden ve sicaklik etkilenmelerine bagli olarak
aromatik amino asit diizeylerinin de diistiigli goriilmiistiir. Dolayisiyla diger aromatik

olmayan amino asitler i¢in tiirevlendirme yapilamamustir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Naval ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklari ¢calismada glisin, GABA, aspartic asit ve
glutamik asidi Dansil Klorid 6n kolon tiirevlendirmesi ile ters faz yontemi ile analizini
yapmistir. Calismamizin bu c¢alismadan avantaji tlirevlendirme esasinda karanlik odaya
ithtiya¢ duymamasidir. Farkli bir yontem olan HILIC 1n kullanilmas1 bu ¢alismadan farkli
ve Ozgiin oldugumuz kisimlardir. Yiksek miktarda seker barindiran bir numune
kullanmamizdan kaynakli Naval ve arkadaslarinin yaptigi calismadan farkli olarak
ektraksyon metodu denenmistir. Ilgili calismaya gore, bu c¢alismamizda bal
numunelerimizin beklemesinden kaynakl tiirevlendirme yapilan amino asitlerde kantitatif

analiz yapilamamustir.

Gokmen ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptigi ¢alismada ise HRMS kullanarak bazi amino
asitlerin Kalitatif ve kantitatif analizini yapmislardir. Ilk olarak ¢alismamizda, Gékmen ve
arkadaglarinin yaptigr yontem gelistirilerek HRMS sisteminde HILIC yaklasgimi ile
aminoasit tayini yapilmasi amaglanmustir. Ancak Universitemiz Merkezi Laboratuvar
Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan Thermo Orbitrap HRMS cihazi

arizalanmis ve uzun siireli kullanilamamustir.

Zhang ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada prolin, valin, metiyonin, izolosin,
16sin, triptofan fenilalanin ve lisin amino asitlerinin analizini ters faz kolon ve floresans
dedektor ile yapmistir. Tirevlendirmede metilamin hidroklorid kullanilmistir. Zhang ve
arkadaglarinin yaptig1 tiirevlendirme metodu uygulama agisindan zordur. Ciinkii 60 °C’ de
amino asitlerin yapisinin bozulma ihtimali vardir. Bu ¢aligmada yapilan tiirevlendirme

metodu 25 °C’ de yapilmustir.

Elde edilen sonuglardan solhan balinda amino asit igeriginin daha yiiksek oldugu
goriilmekte ancak numunelerin uzun zaman beklemis olmasi amino asit igeriginde diisme

olabilecegi degerlendirilmistir. Amino asitlerin gergek numunelerden ekstraksiyon
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caligmalarinda baz1 kimyasallar temin edilemediginden (biitge yetersizligi) geri kazanim
calismalarinda deneysel hata 6ngoriilmiistiir. Ekstraksiyon ¢alismalarinda ayrica biyojenik

aminler yeterli diizeyde goriilmediginden (bal i¢in) metod gelistirilmemistir.
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Sekil A.1. LC-HRMS’de 1 ppm’lik L-Glutamik Asit kromatogrami
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Sekil A.3. LC-HRMS’de 1 ppm’lik L-Serin kromatogrami
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Sekil A.4. LC-HRMS’de 1 ppm’lik L-Treonin kromatogrami
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