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Balik ve balik iiriinlerinde histamin diizeylerinin tespiti icin
o-fitaldialdehit ve benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan yiiksek
performans sivi kromatografisi yontemlerinin karsilastirnlmasi*

Deniz TURANY, Ulvi Reha FIDANCI?

! Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirligii, Izmir; 2Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali,
Ankara.

Ozet: Calismada histamin diizeylerinin hassas ve giivenilir bir sekilde tespit edilmesi i¢in, yiiksek performans sivi kromatogra-
fisi (HPLC) cihaz1 kullanilarak Antoine ve ark. (1999) tarafindan Onerilen floresans dedektor (FLD) ve o-fitaldialdehit tiirevlendir-
mesi kullanilan yéntem ile Ozdestan ve Uren (2009) tarafindan gelistirilen fotodiyot array dedektorii (DAD) ve benzoil kloriir tiirev-
lendirmesinin kullamldig1 yontem validasyon parametreleri kullanilarak karsilastirilmistir. Teshis limiti ¢alismalar icin Istanbul’da
Kiigiikgekmece sahilinden tutulan canli istavrit baligi, geri kazanim, dogruluk, kesinlik parametreleri ve yontemler arasi karsilastirma
i¢in ise sertifikali referans materyal olan FAPAS T2775QC kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda FLD ve o-fitaldialdehit tiirev-
lendirmesi ile elde edilen 6l¢iim limiti (LOQ) 1.38 ppm, geri kazanim %100; benzoil kloriir yonteminde bu parametreler 10.66 ppm
ve % 88’dir. Her iki yontemde de yapilan t-testi hesaplamalarina gore iki yontem arasindaki fark anlamlidir (p<0.5). Horrat Degeri
hesaplamalarina gore o-fitaldialdehit yonteminde tekrar iiretilebilirlik normal bulunurken, benzoil kloriir yontemi igin tekrar tiretile-
bilirlik beklenenden daha yiiksektir. Sonug olarak balik ve balik tirinlerinde histamin diizeylerinin tespiti igin FLD ve o-fitaldialdehit
yonteminin hassasiyetinin ve giivenilirliginin uygun oldugu ve rutin analizlerde kullanilabilecegi kanisina varilmustir.

Anahtar sozciikler: Balik, balik tiriinleri, histamin, metot, validasyon.

Comparison of high pressure liquid chromatography methods in fish and fish products by using
o-phthaldialdehyde and benzoyl chloride derivatization for the determination of histamine levels

Summary: In this study, by the parameters of validation a comparison of two high pressure liquid chromatography (HPLC)
methods one of which utilizes coupled the FLD and the o-phthaldialdehyde derivatization method of Antoine et al. (1999) versus
DAD coupled, benzoyl chloride derivatization method with a modification of Ozdestan and Uren (2009) were made for the selection
of sensitive and safe assay for the determination of histamine. Alive horse mackerels caught from the sea of Marmara in
Kucukcekmece Istanbul were used for the limit of detection studies. For the other validation parameters, recovery, accuracy,
precision and comparison of methods a certified reference material; FAPAS T2775QC were used. Results of the analyses indicated
that the FLD coupled; o-phthaldialdehyde derivatization method the limit of quantification (LOQ) and recovery were 1.38 ppm and
100% respectively; and for DAD coupled; benzoyl chloride derivatization modified method these values were 10.66 ppm and 88%
respectively. There was a significant difference between for both methods in t-test (p<0.5). According to the calculations of Horrat
value; the reproducibility was normal for o-phthaldialdehyde method but found to be higher than the accepted limits in benzoyl
chloride method. In conclusion, it is advised to choose FLD coupled o-phthaldialdehyde derivatization method for the safe and
sensitive determination of histamine in fish and fish products.

Key words: Fish, fish products, histamine, methods, validation.

Giris

Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen eksojen
amino asitleri icermesi, vitamin ve mineral madde igeri-
gince zengin olmas1 bakimindan hayvansal kaynakli gida
maddelerinin icerisinde su hayvanlart nemli bir yere
sahiptir (18, 27, 30, 35, 37).

Bag doku yoniinden fakir olmasi, doymamis yag
asitlerini fazla miktarda igermesi, pH ve nem degerlerinin
yiiksek olmasi, solungaglardan mikroorganizma gegisinin

* Ayni1 baslikli doktora tezinden 6zetlenmistir.

¢ok kolay olmasi ve mide-bagirsak florasindaki patojen
mikroorganizmalarin 6liim sonrasi ete gecis siiresinin ¢ok
hizli olmasi gibi nedenlerle, su hayvanlarinda mikrobiyo-
lojik, fiziksel ve kimyasal bozulma olaylari, kasaplik
hayvan etlerine gore daha hizli oldugundan, avlanmala-
rindan itibaren islenmesi ve tiiketiciye ulastirilincaya
kadar soguk zincir i¢inde tutulmalar biiyiikk dnem tagi-
maktadir (10, 14, 38, 39).
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Gidalarda mikrobiyolojik aktivite sonucu amino
asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ya da ketonlarin
transaminasyonu ile olusan organik bazli diisiik molekiil
agirhikli azotlu bilesikler olan biyojen aminler, canli
organizmada hormonlarin, alkaloidlerin, niikleik asitlerin
ve proteinlerin sentezinde azot kaynagi olarak rol oyna-
maktadir. Biyojen aminler ayrica gida maddelerinin aro-
masint olusturmalari, mide hacminin ve pH’sinin ayar-
lanmasi, viicut 1sisinin kontrolii ve merkezi sinir sistemi-
nin aktivitesi yoniinden de son derece dnemli maddeler-
dir (1, 4).

Ancak su hayvanlarinda, avlandigi andan itibaren,
gevre sicakligl, hijyen ve zamana bagli olarak olusan
biyojen aminler, belirli bir diizeyi astiginda insan ve
hayvanlar i¢in toksik olabilmektedir (17, 19). Bu nedenle
balik irtinlerinin igerdigi gida giivenligi risklerinin ba-
sinda biyojenik bir amin olan histamin gelmektedir (12,
15).

Histamin, balik, peynir ve et {irlinleri gibi gidalarda
tespit edilmis en toksik amin olup, yiiksek diizeylerde
histamin igeren balik ve balik triinlerini tiiketen insan-
larda ve hayvanlarda ‘histamin zehirlenmesi’ne neden
olmaktadir. Histaminin kalp-damar sistemi ve g¢esitli
salg1 bezlerindeki hiicre zar1 reseptorlerine baglanarak
etkisini gosterdigi, bobrek iistli bezlerindeki etkisinin bir
sonucu olarak kalbi etkileyip, uterus, bagirsak ve solu-
num bolgelerindeki diiz kaslari, duyu ve motor sistemini
harekete gegirdigi ve mide asidini kontrol altina aldigi
bildirilmigtir. Bu nedenle balik ve balik {riinlerindeki
histamin diizeylerinin tespiti insan saghgi i¢in biiyiik
onem tagimaktadir (22, 23).

Biyojen aminler icerisinde sadece histamin i¢in ya-
sal kriterler mevcuttur. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) tiiketilebilir baliklarda maksimum histamin diize-
yinin 5 mg/100 grami (50 ppm) ge¢memesi gerektigini
bildirmistir (9). Avrupa Birligi Scombridae, Clupeidae,
Engraulidae, Coryfenidae (Coryphaenidae), Pomatomi-
dae, Scombresosidae familyalarina ait balik tiirlerinden 9
ornekleme yapilmasini zorunlu kilmaktadir (6).

29 Aralik 2011 tarihli Tiirk Gida Kodeksi Mikrobi-
yolojik Kriterler Ydnetmeligi’nde yer alan bilgilere gore
de taze sogutulmus baliklar ve dondurulmus baliklarda
kabul edilebilir en yiiksek deger 100 ppm (mg/kg) iken
bu deger konserve balik {iriinleri ve islenmis ¢ift kabuklu
yumusakgalar (kara midye, killi midye, akivades, kidon-
ya istiridye, kum midyesi vb.), kabuklular (kerevit, kari-
des, 1stakoz, yenge¢ vb.), karindan bacaklilar (deniz
salyangozu vb.), kafadan bacaklilar (ahtapot, miirekkep
baligi, kalamar vb.), i¢in 200 ppm (mg/kg)’dir. Yukarida
belirtilen balik ve balik iiriinlerinden (konserve balik¢ilik
iriinleri hari¢) alinan 9 adet numunenin histamin diizey-
lerinin ortalamast 100 ppm’i gegmemelidir. Tki 6rnekte
100 ppm’den fazla 200 ppm’den az olabilir. Ancak higbir
numunede 200 ppm’i gecmeme kosulu vardir (36).

Balik ve balik iiriinlerinde histamin analizi {izerine
etkili olan ¢ok cesitli yontemler mevcuttur. Bu yontem-
lerden ¢ogunun deniz toksinlerine ydnelik olmasina kar-
sin, baliklardaki yiiksek histamin diizeylerini saptamak
adina basit ve pahali olmayan kolorimetrik yontemler-
den, LC-MS yontemlerine kadar ¢esitli yontemler bu-
lunmaktadir (17, 34).

Balik ve balik iiriinlerinde histamin analizlerinde
siklikla kullanilan ve en bilinen yontemler, giiglii kromo-
forlar ya da floresans iirlinlerin iiretilmesi esasina daya-
nan 6n kolon tiirevlendirmesi veya kolon sonrasi tiirev-
lendirme temelinde kullanilan yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) yontemleridir (5, 11, 20).

Gergeklestirilen bu ¢aligmada, histaminin hassas ve
giivenilir bir sekilde tespit edilmesi icin, Ozdestan ve
Uren (29) tarafindan gelistirilen DAD ve tiirevlendirme
ajan1 olarak benzoil kloriiriin (kullanildigr modifiye yon-
tem, digerinde ise Antoine ve ark. (2) tarafindan onerilen
FLD ve o-fitaldialdehit (OPA) tiirevlendirme ajani ile 6n
kolon tiirevlendirmesinin kullanildigt HPLC y6ntemi
karsilastirilmig, validasyon parametreleri (8, 28) hesapla-
nip balik ve balik iriinlerinde histamin diizeylerinin
tespiti i¢in en hassas, giivenilirligi ve uygulanabilirligi en
iyi olan HPLC ydnteminin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calismalar Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1
Istanbul Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii’'nde ger-
ceklestirilmistir. Materyal olarak; teshis ve ol¢iim limitle-
rini belirleme calismalarinda Istanbul Kiiciikgekmece
sahilinden tutulan istavrit baligi; dogruluk, kesinlik, geri
kazanim ve yontemler arasi karsilastirma gibi parametre-
lerin belirlenmesinde ise, sertifikali histamin referans
materyali (FAPAS T2775QC) kullanilmistir. Histamin
diizeylerinin tespiti ve validasyon ¢aligmalarinda Antoine
ve ark. (2) tarafindan 6nerilen floresans dedektoér (FLD)
ve o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan yiiksek
performans sivi kromatografisi yontemi ile Ozdestan ve
Uren (29) tarafindan modifiye edilen fotodiyot array
dedektorii (DAD) kullanilan yiiksek performans sivi
kromatografisi yontemi secilmistir.

Calismada, o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullani-
lan yontemde sertifikali saf kristalize histamin standardi
ile hazirlanan ana stok ¢ozeltisi diliie edilerek ara diizey
¢Ozeltisi hazirlanmig ve ara diizey ¢ozeltiden 0,3 ppm,1
ppm,10 ppm,100 ppm, 200 ppm diizeylerinde 5 farkl
histamin ¢alisma standardi hazirlanmistir. Benzoil kloriir
tiirevlendirmesi kullanilan yontemde ise, hazirlanan ana
stok cozeltisi dilie edilerek ara diizey standardi hazir-
lanmustir. Hazirlanan ara diizey standardini ile 8,33 ppm,
16,65 ppm, 83,3 ppm, 166,65 ppm diizeylerinde 4 farkl
histamin c¢alisma standardi hazirlanmistir. Tiirevlendirme
kontrolil i¢in yontemde belirtildigi gibi i¢ standart (1,7
diaminoheptan) hazirlanmistir. Dort farkli diizeyde hazir-
lanan calisma standartlarinin tiirevlendirme sonrasi



Ankara Univ Vet Fak Derg, 63, 2016 95

HPLC’ye paralel enjeksiyon ile belirlenen analiz sonug-
lar1i, Microsoft Excel (2007) programindan yararlanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izdirilmis ve korelasyon katsayisi
hesaplanmustir.

Istatistiksel analizler Excel 2007 programinda
ANOVA hesaplamalarina gore yapilmistir. Yontem vali-
dasyon parametrelerinden linearite icin ANOVA regres-
yon hesaplamalar1 kullanilmig ve F testi yapilmistir.
Yontemler arasi karsilagtirma i¢in EURACHEM (8) ve
NMKL (28) rehberlerinde belirtildigi gibi t-testi yapil-
mistir. Dogruluk parametresi igin her yontemde sapan
verilerin kontrolii ISO 5725-2de (21) ve Grubbs ve Beck
(13)’de bildirilen Grubbs Testi ile saglanmig ve Winer
(42)’e gore yontemlerin analiz sonucu degerlerinin serti-
fikali referans maddenin sertifika degeriyle arasinda
onemli bir fark bulunup bulunmadigini belirlemek igin t-
testi yapilmustir. Kesinlik parametresi icerisinde yer alan

tekrar edilebilirlik i¢in her ydntemde sapan verilerin
kontrolii ISO 5725-2’de (21) belirtildigi gibi Grubbs
Testi kullanilarak yapilmis ve analizin paralel ¢alismalari
arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi her yontem igin
ANOVA F-testi kullanilarak yapilmistir. Yilmaz (43) ve
Horwitz ve Albert (16)’a gore kesinlik parametreleri
icerisinde yontemlerin kabul edilebilirligini saptamak
icin Horrat Degeri hesaplanmustir.

Bulgular

FLD+o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi ve DAD+
benzoil kloriir tiirevlendirmesi HPLC yoOntemlerinde
tespit (LOD) ve ol¢iim (LOQ) limitleri Tablo 1’de go-
rilmektdir. FAPAS T2775QC numunesi ile yapilan geri
kazanim ¢aligmasi sonuglari Tablo 2’de, gergeklik (sis-
tematik hata ve Grubbs Testi) sonuglar1 Tablo 3’de, yon-
temler arasi karsilastirma (t-testi) sonuglar1 Tablo 4°de,

Tablo 1. FLD+o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi ve DAD+benzoil kloriir tiirevlendirmesi HPLC yontemlerinde tespit (LOD) ve 6l¢iim

(LOQ) limiti.

Table 1. Detection and Quantition of limits of the respective HPLC methods utilizing FLD+o- phtaldialdehit and DAD+benzoil

chloride derivatization.

FLD+ o-Fitaldialdehit tiirevlendirmesi (ppm)

DAD+Benzoil kloriir tiirevlendirmesi (ppm)

X1 X2 Ortalama
1 0,756 0,938 0,847
2 0,771 0,950 0,860
3 0,786 1,005 0,895
4 0,809 1,103 0,956
5 0,816 0,972 0,894
6 0,796 1,028 0,912
7 0,787 0,853 0,820
8 0,798 0,853 0,825
9 0,803 0,862 0,832
10 0,819 1,085 0,952
Ortalama 0,879
Standart Sapma 0,050
LOD 1,030
LOQ 1,382

X1 X2 Ortalama
8,117 9,471 8,794
8,189 9,409 8,799
8,207 9,404 8,805
8,297 8,528 8,413
8,793 8,803 8,798
8,874 9,344 9,109
8,886 9,132 9,009
8,978 8,498 8,738
8,978 8,388 8,683
9,068 8,295 8,681

8,783
0,187
9,347
10,660

X1=1. paralel analiz sonucu

X2=2. paralel analiz sonucu

X1=Result of the first parallel analysis
X2=Result of the second parallel analysis

Tablo 2. FLD+o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi ve DAD+benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan HPLC yontemi ile FAPAS

T2775QC numunesi geri kazanim ¢aligmast.

Table 2. Table 2. FAPAS T2775QC samples recovery results with the respective HPLC methods utilizing FLD+o- phtaldialdehit and

DAD+benzoil chloride derivatization.

FLD+ o-Fitaldialdehit tiirevlendirmesi

DAD+ Benzoil kloriir tiirevlendirmesi

Tekrar FAPAS (ppm) Geri Kazanim (%)
1 232,622 92
2 235,862 93
3 259,756 103
4 259,783 103
5 262,578 104
6 268,099 106
Ortalama 100

Degerlendirme

FAPAS (ppm) Geri Kazanim (%) (% 80-110)
221,723 88 Olumlu
219,518 87 Olumlu
229,936 91 Olumlu
223,196 88 Olumlu
222,055 88 Olumlu
224,326 89 Olumlu

88
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Tablo 3. FLD+o-fitaldialdehit ve DAD+benzoil kloriir tirevlendirmesi kullanilan HPLC yontemleri ile FAPAS T2775QC numunesi

gerceklik (Sistematik hata ve Grubbs Testi).

Table 3. FAPAS T2775QC sample reality test (Systematic Error and Grubbs Test) with the HPLC methods utilizing FLD+o-

phtaldialdehit and DAD+benzoil chloride derivatization.

Tekrar Sayist FLD+o-Fitaldialdehit tiirevlendirmesi (ppm) DAD+ Benzoil kloriir tiirevlendirmesi (ppm)
1 232,621 221,335
2 235,862 221,453
3 259,756 221,723
4 259,783 222,055
5 262,578 222,290
6 264,370 223,196
7 267,672 224,326
8 268,099 228,849
9 270,970 229,936
10 273,006 231,351
Ortalama 259,47 224,65
Sistematik Hata (Hs) 6,47 -28,35
Bagil Hata (Hr) 0,026 0,112
% Bagil Hata 2,558 -11,205
Standart Sapma 14,02 3,87
Grubbs disiik (10) 1,915 0,587
Grubbs yiiksek (10) 0,965 1,731
Degerlendirme Uygun Uygun

(Grubbs Tablo=2,290)

Tablo 4. FLD+o-fitaldialdehit ve DAD+benzoil kloriir tirevlendirmesi kullanilan HPLC y6ntemleri ile FAPAS T2775QC numunesi

yontemler arasi kargilagtirma (t-testi).

Table 4. Comparison of HPLC methods utilizing FLD+o- phtaldialdehit and DAD+benzoil chloride derivatization by the FAPAS

T2775QC sample.
Tekrar Sayist FLD+o-Fitaldialdehit tiirevlendirmesi (ppm) DAD+ Benzoil kloriir tiirevlendirmesi (ppm)
1 222,150 221,723
2 227,869 219,518
3 232,622 229,936
4 235,862 223,196
5 259,756 222,055
6 259,783 224,326
7 262,578 221,092
8 264,370 221,335
9 267,672 228,849
10 268,099 221,453
11 270,970 231,351
12 273,006 222,290
Ortalama 253,728 223,927
Standart Sapma 18,507 3,902
t tablo (22) (p=0,05) 2,074
t bulunan 5,459
Gergek deger 253
Degerlendirme t bulunan > t tablo

Iki yontem arasinda 6nemli bir fark var

tekrar edilebilirlik c¢alismasi sonuglart Tablo 5°de,
FLD+o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi ve DAD+benzoil
kloriir tiirevlendirmesi HPLC yontemlerinde kesinlik
kontrolii (Horrat Degeri) Tablo 6’da ve Tablo 7’de ve-
rilmistir. Tablo 8’de ise yontemlerin validasyon paramet-
releri yOniinden karsilastirilmasina ait veriler topluca
goriilmektedir. FLD+o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi ve

DAD+benzoil kloriir tiirevlendirmesi HPLC yodntemleri
arasinda uygulanan karsilagtirma testinde 6nemli fark
bulunmustur (p<0.5). DAD+benzoil kloriir tiirevlendir-
mesinde tekrar {tretilebilirlik beklenenden yiiksektir.
Istatistik analiz sonuglarina gore her iki yontemde de
kalibrasyon egrisi dogrusaldir.
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Tablo 5. FLD+o-fitaldialdehit ve DAD-+benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan HPLC y6ntemleri ile FAPAS T2775QC numunesi
tekrar edilebilirlik ¢alismasi.

Table 5. Reproducibility studies of the HPLC methods utilizing FLD+o-phtaldialdehit and DAD+benzoil chloride derivatization by
the FAPAS T2775QC sample.

Tekrar Savist FLD+o-Fitaldialdehit Ortalama (ppm) DAD+ Benzoil kloriir Ortalama
Y tirevlendirmesi (ppm) PP tiirevlendirmesi (ppm) (ppm)
222,150 219,518
! 227869 225,01 222,290 220,90
232,622 221,092
2 235,862 234,24 229.936 225,51
264,000 221,335
3 262,578 263,29 228,849 225,09
259,783 221,453
4 264,370 262,08 224,326 222,89
267,672 221,723
5 270,970 269,32 223,196 222,46
268,099 222,055
6 273,006 270,55 231,351 226,70
Ortalama 254,08 223,93
Standart Sapma 18,67 3,90
RSD 0,07 0,02
% RSD 7,35 1,74
Grubbs diisiik (12) 1,711 1,130
Grubbs yiiksek (12) 1,014 1,902
Degerlendirme
Grubbs Tablo Uygun Uygun
(12)=2,412

Tablo 6. FLD+o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan HPLC yontemi ile FAPAS T2775QC numunesi kesinlik kontrolii (Horrat
Degeri).
Table 6. Precision control of the HPLC method utilizing FLD+o- phtaldialdehit derivatization by FAPAS T2775QC sample (Horrat
Value).

Tekrar Sayist X1(ppm) X2(ppm) W = X1-X2 (X1-X2)? [X1-X2]<R Degerlendirme
1 222,150 220,111 2,04 4,156 2,04 Olumlu
2 227,868 222,123 5,75 33,015 5,75 Olumlu
3 232,621 237,212 -4,59 21,070 4,59 Olumlu
4 235,862 234,932 0,93 0,865 0,93 Olumlu
5 259,756 241,298 18,46 340,673 18,46 Olumlu
6 259,783 256,144 3,64 13,242 3,64 Olumlu

Ortalama 237,49

Standart Sapma 14,32

R=Ss*2,83 40,51
% RSD 1,74677
Horrat r<2 0,87339

R Ongoriilen 2,00
>W2 413,02

>W2/2n 17,21

N 12
SR:\ YW2/2n 4,15
Degerlendirme: R Ongoriilen > Horrat r,

Yontemin tekrar iiretilebilirligi normaldir

Horrat r= Bulunan Horrat Degeri, R Ongériilen= Ongériilen Horrat Degeri, X1= 1. Cihaz analiz sonucu, X2= 2. Cihaz analiz sonucu,
Y W?= Farklarim karelerinin toplanu, N= Toplam analiz sayisi, SR= Tekrar iiretilebilirlik standart sapmast.

Horrat r= Measured Horrat Value, R predicted= Predicted Horrat Value, X1= Analyse results of the first equipment, X2= Analyse
results of the second equipment, Y W?= The sum of squares of differences, N = Total analyse number, SR= Standart deviation of the
reproducibility



98 Deniz Turan - Ulvi Reha Fidanci

Tablo 7. DAD+Benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan HPLC yontemi ile FAPAS T2775QC numunesi kesinlik kontrolii (Horrat

Degeri).
Tabgle 7) Precision control of the HPLC method utilizing DAD+benzoil chloride derivatization by FAPAS T2775QC sample (Horrat
Value).
Tekrar Sayist X1 (ppm) X2 (ppm) W = X1-X2 (X1-X2)? [X1-X2]<R Degerlendirme
1 219,52 229,14 -9,62 92,50 9,62 Olumlu
2 221,09 231,57 -10,48 109,84 10,48 Olumlu
3 221,34 232,29 -10,96 120,07 10,96 Olumlu
4 221,45 239,26 -17,81 317,09 17,81 Olumlu
5 221,72 241,87 -20,15 405,98 20,15 Olumlu
6 222,06 242,34 -20,29 411,64 20,29 Olumlu
Ortalama 228,64
Standart Sapma 8,71
R=Ss*2,83 24,65
% RSD 3,41
Horrat r<2 1,70
R Ongbriilen 2,00
>W2 1457,1
YW2/2n 60,71
N 12
SR:N YW2/2n 7,79
Degerlendirme: Horrat > 1,5

Yontemin tekrar iiretilebilirligi beklenenden yiiksektir

Horrat = Bulunan Horrat Degeri, R Ongériilen= Ongériilen Horrat Degeri, X1= 1. Cihaz analiz sonucu, X2= 2. Cihaz analiz sonucu,
> W?= Farklarin karelerinin toplami, N= Toplam analiz sayisi, SR= Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi.

Horrat r= Measured Horrat value, R predicted= Predicted Horrat Value, X1= Analyse results of the first equipment,X2= Analyse
results of the second equipment, YW?= The sum of squares of differences, N= Total analyse number, SR= Standart deviation of the

reproducibility.

Tablo 8. Yontemlerin validasyon parametreleri yoniinden karsilastirilmasi.

Table 8. Comparison of methods in terms of validation parameters.

Validasyon Parametreleri

FLD + o-Fitaldialdehit tiirevlendirmesi

DAD + Benzoil kloriir tiirevlendirmesi

Analiz siiresi 40 dakika 32 dakika

Histamin Cikis Zamani 18-19. dakika 20. dakika

Linearite Dogrusal Dogrusal

LOD 1,03 ppm 9,34 ppm

LOQ 1,38 ppm 10,66 ppm
Korelasyon Katsayisi (R) 0,9997 0,9744
Geri Kazanim (%) % 100 % 88

Gergeklik (T-testi) Onemli Fark Yok Onemli Fark Var

Grubbs Testi Uygun Uygun

Yontemler Arast Karsilastirma (t-testi)

Tekrar edilebilirlik

iki Yontem Arasi
Onemli Fark Var

Uygun
Normal

iki Yontem Arasi
Onemli Fark Var

Uygun

Beklenenden Yiiksek

Tekrar iiretilebilirlik (Horrat)

Tartisma ve Sonu¢
Histamin diizeyleri igin belirlenen uluslararast kri-
terler su iriinlerinin pazarlanmasim kisitlamaktadir. Bu
bakimdan balik ve diger deniz hayvanlarinda histamin
diizeylerinin resmi ve 6zel kurumlar tarafindan izlenmesi
ve kontrolii i¢in hizli tarama tekniklerinin (test kiti vb.)
yaninda hassas sonuglar verebilen dogrulugu kanitlanmis

giivenilir referans analiz yontemlerinin gelistirilmesi ve
kullanilmas1 gerekmektedir.

Calismada, histaminin tespiti i¢in Ozdestan ve Uren
(29) tarafindan yapilmis DAD dedektor ve tiirevlendirme
ajan1 olarak benzoil kloriiriin kullanildigr modifiye yon-
tem ile Antoine ve ark. (2) tarafindan yapilmig FLD
dedektor ve o-fitaldialdehit tiirevlendirme ajani ile 6n
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kolon tiirevlendirmesi yapilan HPLC yontemi kullanilmis
ve validasyon parametreleri yoniinden karsilastirilmistir.
Benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan HPLC y6ntemi
i¢in 8,33ppm, 16,65 ppm, 83,3 ppm, 166,65 ppm’lik, o-
fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanllan HPLC ydntemi
icin 0,3 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 200 ppm’lik
caligma standartlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan standart-
lardan HPLC’de yapilan enjeksiyonlar sonucu standartin
cikis zaman belirlenmis ve kromatografik profil ortaya
konmus ve o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan
HPLC yontemi 18-19 dakika igerisinde pik verirken ve
kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisinin 0,999 ol-
dugu saptanirken, benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullani-
lan HPLC ydnteminin piki 20 dakikada verdigi gozlen-
mis ve korelasyon katsayisi 0,974 olarak bulunmustur.
Her iki yontemde de kalibrasyon egrisinin linearitesini
belirlemek amaciyla yapilan F testi sonucuna gore kalib-
rasyon egrilerinin dogrusal oldugu tespit edilmistir. Sme-
la ve ark. (32), Malle ve ark. (26), Veciana-Nogues ve
ark. (40), Eerola ve ark.(7), Luten ve ark. (25) tarafindan
biyojen aminler iizerine 6n kolon tiirevlendirmesi ve
kolon sonrasi tlirevlendirmesi kullanilarak yapilan calis-
malarda analiz siirelerinin 30-60 dakika arasinda sonlan-
dig1 bildirilmistir. Calismada her iki yontem igin de top-
lam analiz siiresinin ve histamin ¢ikis siiresinin yontem-
lerle benzerlik gdsterdigi belirlenmistir.

Tespit ve 6l¢iim limiti ¢aligmalari i¢in her iki yon-
temde de istavrit balig1 numuneleri kullanilmistir. Teshis
caligmalari icin istavrit baligindan homojenize edilerek
alinan 6rnek numune dilue edilmis standartin goriilebil-
digi son degerde 10 kez paralel olarak HPLC’ye enjeksi-
yon yapilmis ve diliisyon faktorleri géz 6niinde bulundu-
rularak mevcut olan LOD ve LOQ degerleri hesaplan-
mustir. Buna gore o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullani-
lan HPLC yonteminde tespit edilen Slgiim limiti (LOQ)
1,38 ppm ve benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan
HPLC yonteminde 10,66 ppm olarak tespit edilmistir.
Benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan HPLC y6ntemi
ile elde edilen LOQ degeri, Vosikis ve ark. (41) tarafin-
dan benzer tiirevlendirme ajan1 ve DAD dedektorii kulla-
nilarak yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen 9 ppm’lik
degere, Tahmouzi ve ark. (33) tarafindan yapilan ve UV-
vis dedektér, FLD dedektor ve benzoil kloriir ve OPA
tirevlendirmeleri kullanilmasini konu alan literatlirde
elde edilen 4,5 ppm’lik LOQ degeri, tez ¢alismasinda o-
fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan HPLC y6ntemi
ile elde edilen degere yakinlik gostermektedir.

Her iki yontemde de dogruluk ¢alismalarinda serti-
fika gergek degeri 253 ppm olan FAPAS T2775QC
(Konserve balik) numunesi kullanilmistir. Yapilan geri
kazanim c¢aligmalar1 sonrasinda elde edilen sonuglarda o-
fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan HPLC yontemi-
nin geri kazanim degeri % 100, benzoil klorir tiirevlen-
dirmesi kullanilan HPLC yo6nteminde ise % 88 oldugu
bulunmustur. Degerlendirme ydniinden uygunluk kontro-

lii, AOAC (3)’e gore yapilmigtir. Buna gore ppm diize-
yinde konsantrasyonlarda geri kazanim degeri % 80-110
arasinda olmalidir. Bu kriterler ¢ercevesinde her iki yon-
temin de geri kazanim orani uygun olarak tespit edilmis-
tir. ki farklh FLD dedektér ve OPA tiirevlendirmesi
kullanilan HPLC yonteminin karsilagtirildigt Simat ve
Dalgaard (31) tarafindan ton ve ringa balig: ile yapilan
calismalar sonucunda elde edilen geri kazanim degerleri
% 99-103 arasindadir. Kose ve ark. (24) tarafindan degi-
sik balik tiirlerinde ELISA ve tez calismasina benzer bir
HPLC-DAD yonteminin kullanmildigr g¢alismadan elde
edilen geri kazanim degerleri % 87.7 - % 98 arasindadr.
Bu arastirmada o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan
HPLC yo6ntemi ve benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullani-
lan HPLC yontemli ile elde edilen tez geri kazanim c¢a-
ligmalarindan saglanan sonuglar literatiirle ortiismektedir.

FAPAS T2775QC (Konserve balik) numunesi kul-
lanilarak elde edilen sonuglarin degerlendirme yoniinden
uygunluk kontroliinde, ISO 5725-2’de belirtildigi iizere,
her iki yontem igin yapilan paralel ¢aligmalar da dahil
olmak tizere tim g¢alismalarda normal dagilimda sapan
verilerin tespit edilmesi i¢in Grubbs Testi, iki yontemin
karsilagtirilmasinda t-testi kullanilmistir (21). Sistematik
hata (bias), t-testi ve Grubbs Testi hesaplamalarinda
Microsoft Excel (2007) programi kullanilmigtir. Grubbs
Testi degerlendirmesine gore iki yontemde de verilerin
kendi aralarinda normal dagilim gosterdigi tespit edilmis-
tir. T-testi degerlendirmesinde o-fitaldialdehit tiirevlen-
dirmesi kullanilan HPLC ydnteminde saptanan degerlerin
sertifikali referans materyalin gercek degerine yakin
oldugu ve gergek degerle analiz sonuglari arasinda 6nem-
li bir fark bulunmadigi, benzoil kloriir tiirevlendirmesi
kullanilan HPLC yonteminde ise, analiz sonuglar1 ve
sertifikali referans maddenin gercek degeri arasinda
onemli bir fark oldugu bulunmustur. T-testi ile iki yon-
tem arasi farkin ortaya konulmasi i¢in yapilan karsilas-
tirmada fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0.5).

Sertifika gergek degeri 253 ppm olan FAPAS
T2775QC (Konserve balik) numunesi her iki yontem i¢in
tekrar edilebilirlik ve tekrar iiretilebilirlik ¢caligmalarinda
da kullanilmistir. Yontemlere uygun olarak ekstraksiyon
sonrasi yapilan HPLC’ye enjeksiyonlar1 sonrasinda bulu-
nan sonuglarda degerlendirme yoniinden uygunluk kont-
roliinde ISO 5725-2°de belirtildigi iizere her iki yontem
icin yapilan paralel ¢aligmalar da dahil olmak iizere tek-
rar edilebilirlik i¢in yapilan tim caligmalarda normal
dagilimda sapan verilerin tespit edilmesi i¢in Grubbs
Testi yapilmistir. Grubbs Testi sonuglarina gore, her iki
yontem i¢in elde edilen verilerin dagilimi normaldir.
Tekrar edilebilirlik limiti i¢in NMKL (28) rehberine gore
kesinlik parametreleri igerisinde, kisa zaman araliginda
bir personelin bir analizinin paralel ¢aligmalar1 arasindaki
farkin 6nemli olup olmadiginin belirlenmesinde F testi
kullanilmustir. F testi sonuglarina gore her iki yontemde
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de yapilan paralel ¢aligmalar arasinda 6nemli bir fark
bulunamamugtir. Tekrar {iretilebilirlik i¢in FLD dedektor-
li iki farklit HPLC cihazi ve DAD dedektorlii iki farkl
HPLC cihazinda o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi ve ben-
zoil kloriir tiirevlendirmesinin kullanildigt HPLC ydn-
temleri kullanilarak bir dizi analiz yapilmis ve Horrat
Degeri hesaplanmustir. Yilmaz (43)’a gore yapilan deger-
lendirme sonucunda benzoil kloriir tirevlendirmesi kul-
lanilan HPLC yontemi i¢in elde edilen sonuglara gore
yontem tekrar iiretilebilirligi beklenenden daha yiiksektir.
Buna karsilik o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan
HPLC yonteminde ise tekrar iretilebilirlik normaldir.

Calismalar sonucunda, FLD dedektér ve o-
fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan HPLC yontemi-
nin, DAD dedektér ve benzoil kloriir tiirevlendirmesi
kullanilan modifiye HPLC yontemine gore daha uzun
analiz siiresine sahip olmasina karsin daha kisa zamanda
histamin piki verdigi bulunmustur. O-fitaldialdehit tiirev-
lendirmesi kullanilan HPLC yontemi ile elde edilen 6l-
¢lim limiti degeri benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullani-
lan HPLC yontemini ile bulunan degerden daha disiik-
tir. Yapilan validasyon calismalarina bagli olarak o-
fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan HPLC ydnte-
minde elde edilen geri kazanim orani diger yonteme gore
daha iyidir. Icerisinde bilinen diizeyde histamin bulundu-
ran sertifikali referans materyal ile her iki yontemde de
elde edilen analiz sonuglarinda uygulanan t-testi hesap-
lamalar1 iki yontem arasindaki farkin anlamli oldugunu
ortaya koymustur (p<0.5).

Her iki yontemde de elde edilen verilerle sertifikali
referans materyalin gergek degeri arasinda O6nemli bir
farkin olup olmadiginin belirlenmesinde uygulanan t-testi
sonucuna gore benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan
HPLC yonteminde elde edilen verilerin sertifika degeri
ile arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.5).

O-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullanilan HPLC
yonteminde elde edilen veriler sertifika degeri ile uyum-
ludur. Tekrar iiretilebilirlik parametresi igin FLD dedek-
torlii iki farklit HPLC cihazi ve DAD dedektorlii iki farkli
HPLC cihazinda o-fitaldialdehit ve benzoil kloriiriin
kullanildigt HPLC yo6ntemleri kullanilarak bir dizi analiz
yapilmis Horrat Degeri hesaplanmistir. Yilmaz (43)’a
gore yapilan degerlendirme sonucunda o-fitaldialdehit
tirevlendirmesi kullanilan HPLC yonteminde tekrar
iiretilebilirlik normaldir. Benzoil kloriir tiirevlendirmesi
kullanilan HPLC yoéntemi i¢in elde edilen sonuglara gore
yontem tekrar iiretilebilirligi beklenenden daha yiiksektir.
Benzoil kloriir tiirevlendirmesi kullanilan HPLC yonte-
minde tekrar iretilebilirlik i¢in ortaya ¢ikan bu farkin,
HPLC cihazlarinin rutinde kullantminin fazla olmasi
sonucunda zamana bagli olarak cihaz hassasiyetinde bir
azalma olustugu sekilde yorumlanabilir.

Sonug olarak, balik ve balik iiriinlerinde histamin
diizeylerinin tespiti i¢in analiz siiresi, uygulanabilirligi,
hassasiyeti ve giivenilirligi bakimindan rutin analizlerde

FLD dedektor ve o-fitaldialdehit tiirevlendirmesi kullani-
lan HPLC ydnteminin daha uygun oldugu goriilmektedir.
Ancak son yillarda ilerleyen teknoloji ile birlikte tiirev-
lendirmeye ihtiya¢ duymaksizin, daha diisiik limitlerde
Olciim yapmaya imkan taniyan, daha iyi pik ayrimi sag-
layan, hizli, glivenilirligi % 99 olabilen LC/MS-MS yon-
temleri gida analizlerinde yerini almaya baslamistir. Bu
bakimdan tilkemizde histamin kontrolii yapan kamu ve
6zel gida kontrol laboratuvarlarinda mevcut olan LC/MS-
MS cihazlar ile validasyon caligmalari yapilarak daha
hizli, giivenilir ve hassas yontemlerin gelistirilecegi kani-
sina varilmistir.
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