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AKRILAMIDIN GIDA MADDELERINDE OLUSUMUNA ETKi EDEN
FAKTORLERIN INCELENMESI ve MIKTARININ TAYINi

OZET

Akrilamid patates cipsleri, biskiivi ve kahve gibi ¢esitli gida maddelerinde siklikla
bulunan, sicaklikla olusan gida zehirlerinden biridir. Akrilamidin bazi1 nérotoksik
ve karsinojenik etkiler gdsterdigi ispatlanmis ve Uluslararast Kanser Arastirma
Ajanst tarafindan insanlar i¢in olast karsinojen olarak 2A grubunda
simiflandirilmistir. Bu ¢aligmanin amaci akrilamidin tayini i¢in ucuz, basit ve
duyarli bir yontem gelistirmek ve Tiirkiye’de iiretilen bazi gidalarin akrilamid
seviyelerini gostermektir. 80 Ornegin akrilamid derisimi foto diyot dizisi
detektorli yiiksek performansli sivi kromatografisi ile incelenmistir. Akrilamid ve
metakrilamid (i¢ standart) isokratik eliisyon teknigi kullanilarak bir ters faz
kolonu (GL Sciences, Inertsil® ODS-3) ile ayrilmustir. Hareketli faz (asetonitril:
su, 2: 98, v/v) 0.5 mL.dak akis hizinda pompalanmis ve analitler 200 nm dalga
boyunda ortalama 15 dakika i¢inde detekte edilmistir. Ornekler kat1 faz temizleme
kullanilarak hazirlanmis ve sisteme ek ekstraksiyon veya on deristirme basamagi
uygulanmadan enjekte edilmistir. Akrilamid ppb seviyelerinde yeterli
kromatografik ¢oziiniirliikle detekte edilmistir. Sonug olarak, gidalarda bulunan
akrilamid miktarinin pigirme sartlarina bagli olarak degistigi ve 6zellikle kahve ve
patates cipsleri olmak Tlizere bircok Ornekte nispeten yiliksek bulundugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, gida analizi, sivi kromatografisi, Tiirk gidalari
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INVESTIGATION of FACTORS THAT INFLUENCE the OCCURRENCE
of ACRYLAMIDE in FOODS and ITS DETERMINATION

ABSTRACT

Acrylamide is one of the heat-generated food toxicants, which was frequently
found in various foodstuffs such as potato chips, biscuits and coffee. It has been
demonstrated that acrylamide possesses some neurotoxic and carcinogenic effects
and is classified in Group 2A as a possible carcinogen to humans by International
Agency for Research on Cancer. The aim of this study was to develop an
inexpensive, simple and sensitive method for determination of acrylamide and
indicate acrylamide levels of some foods produced in Turkey. Acrylamide
concentration of 80 samples was examined using high performance liquid
chromatography coupled to diode array detection. Acrylamide and
methacrylamide (internal standard) were separated using isocratic elution
technique by a reversed phase column (GL Sciences, Inertsil® ODS-3). Mobile
phase (acetonitrile: water, 2:98, v/v) was pumped at 0.5 mL.min" flow rate and
analytes were detected at 200 nm wavelength within an average time of 15 min.
Samples were prepared by utilizing solid phase clean-up and injected in to the
system with no further extraction or pre-concentration steps. Acrylamide was
detected at ppb levels with adequate chromatographic resolution. As a result, it
was observed that the amount of acrylamide in foods varies due to cooking
conditions and was found to be relatively high in many of the samples, especially
in coffee and potato chips.

Keywords: Acrylamide, food analysis, liquid chromatography, Turkish foods
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GIRIS ve AMAC

Gida maddelerinde akrilamid varligmin tespit edilmesi, 6zellikle son on yilda
dikkatleri beslenme ve insan sagligi iliskisine yogunlastiran, konu ile ilgili
endiistriyel iiretim standartlarina ve kalite kontrol yaklasimlarina farkli bakis
acilar1 ve uygulamalar getiren, ayn1 zamanda WHO ve FAO gibi orgiitlerin de
oncelikli olarak ele aldig1 konulardan biridir (JECFA, 2005).

1950’11 yillardan itibaren endiistride genis Olglide kullanilan akrilamidin insan
yasamina etki eden bagka bir yoniiniin daha agiga ¢ikmasi, konunun ¢ok boyutlu
olarak yeniden ele alinmasinin gerekliligini ortaya koymustur. Beslenme
yonilinden ele alindiginda akrilamid, pisirilmis besin maddelerinin biiylik bir
kisminda meydana gelebilen, ¢esitli mekanizmalarla nérotoksik ve karsinojenik
etkiler gosteren ve Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi tarafindan 2A
kategorisinde degerlendirilerek “insanlar i¢in olasi karsinojen” olarak tanimlanan
bir maddedir (IARC, 1997).

Akrilamid konusunun, son yillarda bilim diinyasinin ve insan sagligiyla ilgilenen
orgiitlerin giindemine yerlesmesinin belki de en Onemli nedeni, gidalarda
bulunma miktar1 en yliksek toksik etkili bilesiklerden biri olmasi ve bu durumun
giiniimiize kadar fark edilmemis olmasidir.

Konunun bilim diinyasina girisi ise 1997 yilinda Isve¢’te gerceklestirilen bir tiinel
ingaat1 sirasinda yasananlara dayanmaktadir. Tiinel duvarlarinin ingaati sirasinda
nehir yatagindan kaynakli su sizintisin1 engellemek amaciyla, baglayici harca su
tutucu 6zelliginden dolay1 akrilamid katilmis ve bir siire sonra ¢evrede biiyiikbas
hayvan ve balik oOlimleri goriilmeye baslanmigtir. Bunun {izerine yapilan
incelemede cevreye biiylik miktarda akrilamid sizdigi ve bu sizintinin hayvan
Oliimlerine neden oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak, yayilan akrilamidin
cevrede yasayan insanlar1 ve ingaatta ¢alisan personeli de etkiledigi diisiiniilmiis,
yapilan analizlerde bireylerin kaninda akrilamidin hemoglobin ile reaksiyonu
sonucunda ortaya ¢ikan bazi katilma {iriinlerine rastlandigi rapor edilmistir
(Hagmar ve ark., 2001). Bolgede yasayan insanlarin, hayvanlarin ve iiretilen gida
maddelerinin akrilamid stliphesi ile analizi, dikkatlerin geriye doniik olarak
insanlardaki olast akrilamid maruziyetine yonelmesine yol agmigtir (Tornqvist,
2005a). Bununla baglantili olarak yiiriitiilen hayvan deneylerinde, pisirilmis yem
ile beslenen hayvanlarin kaninda akrilamid katilma {irlinlerine rastlanmus,
dolayistyla  pisirilmis  gidalarin  olast  bir akrilamid kaynagi olarak
degerlendirilebilecegi fikri dogmustur. Yapilan bir c¢aligmada, hemoglobine
baglanan akrilamid katilma iirlini miktarinin, pismis yemlerle beslenen
sicanlarda, pismemis yemlerle beslenen siganlara gore fark edilir olgiide artis
gosterdigi saptanmis ve pisirilen yiyeceklerin akrilamid igerdigi goriisli ortaya
atilmigtir (Tareke ve ark., 2000). Es zamanli yapilan bazi caligmalarda ise
akrilamid ile calisan kisilerdeki maruziyetin 80-100 pg.giin™ degerine kadar
yiikselebildigi rapor edilmistir (Bergmark, 1997; Tornqvist ve ark., 1998).
Sonugta bu bulgular da IARC tarafindan 2A kategorisinde degerlendirilen
akrilamid ile ilgili endigeleri iist diizeye ¢ikarmistir. 2002 yilinda yapilan bir
calismada ise yiiksek sicakliga maruz birakilan bazi gidalarin yiiksek miktarda
akrilamid igerdigi tespit edilmis (Tareke ve ark., 2002) ve bu tespit basta Isveg,
Ingiltere, Norveg, Isvicre, Almanya ve Amerika Birlesik Devletleri olmak iizere



bircok iilkenin resmi gida komisyonlar1 tarafindan da onaylanmistir (Ruden,
2004). Bu bulgulan takiben, gidalarda akrilamid olusum yollar ile ilgili ¢ok
sayida arastirma yapilmis ve bu maddenin esas olarak, gidalarin i¢inde bulunan
aminoasitlerden ve glikoz gibi indirgen sekerlerden, Maillard reaksiyonu ile
meydana geldigi belirlenmistir (Mottram, ve ark., 2002; Stadler ve ark., 2002).

Sunulan tez ¢aligmasi ile amaglanan, belirtilen konuya yonelik olarak gidalarda
akrilamid varliginin tespiti i¢in yeni bir analitik yontemin gelistirilmesi ve
ozellikle tlilkemizi biiylite¢ altina alarak kapsamli bir incelemenin yapilmasidir.
Tezin kapsami iki temel kisimdan olusmaktadir. Birinci kissmda HPLC cihazi
kullanilarak akrilamidin gidalardaki miktarinin tayini i¢in yeni bir ydntemin
gelistirilmesi yer almaktadir. Yontem gelistirme basamaklar1 baslica analiz
sartlarinin belirlenmesi, gerekli iyilestirmelerin yapilmasi, sistem uygunluk
testleri ve validasyon ¢aligmalarindan olusmaktadir.

Ikinci kisimda ise gelistirilen yontemin cesitli gida maddelerine uygulanmasi,
elde edilen verilerin degerlendirilerek analizi yapilan {irlinlerin akrilamid icerigi
bakimindan profilinin ¢ikartilmasi ve sonuglarin yorumlanmasi yer almaktadir.
Bu kisim kapsaminda analizi yapilmis olan gida maddeleri Cizelge 1°de
gruplandirilarak verilmistir:

Cizelge 1. Tez calismasi kapsaminda analiz edilen gida tiirleri

Yiyecekler Icecekler | Geleneksel Gidalar
Kahvaltilik gevrek | Hazir kahve Tahin helvasi
Hazir ¢corba fcme suyu Baklava
Ekmek Cay Tath
Biskiivi Siit tozu Tiirk Kahvesi
Cipsler Simit
Cikolata Borek
Hazir kek
Misir patlagi
Seker
Ketgap
Cerez

Tez caligmalar1 sonucunda gelistirilen analiz yontemi, tilkemizde gida endiistrisi
alaninda tretim yapan kuruluslarin kolaylikla uygulayabilecegi nitelikte, analiz
arac ve gerecleri ucuz, dogru ve kesin sonuglar veren bir yontem 6zelligindedir.

Geligsmekte olan iilke statiisiinden gelismis iilke statiisiine ge¢me cabasindaki
iilkemizde, bir¢ok alanda oldugu gibi gida iiretimi ve kontrolii alaninda da
iyilestirmelere gerek oldugu aciktir. Bu ise hem giincel yaklasgimlarin
benimsenmesi hem de yeni gelismelerin ortaya cikartilmasiyla saglanabilir. Bu
bakis agisiyla degerlendirildiginde tez konusunun, {ilkemizin bu alandaki
sayginligini, rekabet giliclinii ve iiretim kalitesini artirabilecek nitelikte oldugu
distiniilmektedir.



KAYNAK BIiLGiSi

Akrilamid ilk kez 1893 yilinda Alman bilim adami Charles Moureu tarafindan,
akrilil kloriiriin benzendeki doygun c¢ozeltisine amonyak eklenmesi yoluyla
sentezlenmistir (Carpenter, 1957). 1930’Iu yillara kadar kullanimi sinirlt olan
akrilamidin Onemi, tekstil ve yapay kaucuk {retiminde akrilik fiberlerin
kullantminin yayginlagmasiyla artmistir. 1954 yilinda American Cyanide firmasi
tarafindan ticari akrilamid tretimi ile endistriyel tiketim artmis, akrilamidin
polimerlesmesi ve sentezi lizerine yeni yontemler gelistirilmistir (Bayer, 1949;
Calvin, 1952).

Gilinlimiizde akrilamid, akrilonitrilin bakir katalizi veya siilfiirik asit ile hidrolizi
yoluyla veya enzimatik yollarla elde edilmektedir. 1999 yili verilerine gore
diinyada yillik akrilamid tiretimi 400.000 tondur (OECD, 2001). Akrilamid en
cok poliakrilamid ve tiirevlerinin iiretilmesinde kullanilmaktadir. Bu tiirevler ise
bliylikk oranda i¢me suyu, atik su, kagit, maden ve petrol islemede
kullanilmaktadir. Akrilamidin endiistriyel kullanim alanlar1 ve yiizdeleri Sekil
1’de gosterilmistir.

Akrilamid
Polimer akrilamid Monomer akrilamid Akrilamid harci
(%80-85) (%15-20) (%10)

Su ve atik isleme Poliakrilamid iiretimi Madencilik
Kagit iiretimi Tekstil Baraj- tiinel insaati
Petrol isleme Baglayici Diger

Madencilik
Kaplama

Sekil 1. Akrilamidin tiiketim yoniinden endiistriyel dagilim

Gilinlimiize kadar akrilamidin kimyasal 6zelliklerini, kullanimini ve toksisitesini
farkli yonlerden ele alan ve birbiriyle ortiisen yaklagimlarin gelistirildigi bircok
derleme yayinlanmistir (Blank, 2005; Friedman, 2003; http-1; LoPachin, 2005;
Rice, 2005; Shipp ve ark., 2006; Smith ve Oechme, 1991; Stadler, 2005; Tacymans
ve ark., 2004; Tornqvist, 2005b).



Akrilamidin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri:

79-06-1 CAS numarasina sahip olan akrilamidin diger isimleri etilen
karboksamid, propenoik asit amid, akrilik amid ve vinil amiddir. CAS
adlandirmasi 2-propenamid seklindedir ve CH,-CHCONH, molekiil formiiliine
sahiptir. Molekiil agirlig1 71.08 olan akrilamid, benzenden kristallendirilir ve oda
sicakliginda kokusuz, tatsiz, beyaz renkli kati kristaller halinde bulunur.
Bilesiminde %50.69 karbon, %7.09 hidrojen, %19.71 azot ve %22.51 oksijen
elementlerini igerir. 30 °C suda 2155 mg.mL’, metanolde 1550 mg.mL™,
etanolde 862 mg.mL’, asetonda 631 mgmL’, etil asetatta 126 mg.mL’,
kloroformda 26.6 mg.mL", benzende 3.46 mg.mL", heptanda 0.068 mg.mL
¢ozlinilirliige sahiptir ve oktanol-su dagilim katsayist (log P) -0.78’dir. Erime
noktasi 84.5 °C, 25 mm Hg basincina sahip ortamdaki kaynama noktasi 125 °C ve
parlama noktas: 138 °C’dir. 25 °C’deki yogunlugu 1.127 gmL™, 20 °C’deki
buhar basmci 0.007 mm Hg’dir. %50 (a/h) sudaki ¢ozeltisinin pH degeri 5.2-6.0
arasindadir. Yakici veya tahris edici 6zelligi yoktur. Hem zayif asidik hem de
zayif bazik karaktere sahip olan akrilamidin iki ve {i¢ boyutlu molekiil sekilleri
Sekil 2°de goriilmektedir.
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Sekil 2. Akrilamidin molekiil yapisinin iki ve ii¢c boyutlu gésterimi

Akrilamid iki farkli fonksiyonel gruba sahip monomerik bir yapidir. Elektronca
zayif bir ¢ifte bag ile bir amid grubuna sahiptir ve kimyasal reaksiyonlara bu
gruplar araciligiyla katilmaktadir. Akrilamid, sahip oldugu ¢ifte bag ile amonyak,
aminler, alkoller gibi niikleofilik maddelerle Michael tipi katilma reaksiyonlar1
verirken, Diels — Alder reaksiyonlarina ve serbest radikallerle ¢esitli reaksiyonlara
da girer. Amid grubu ise hidroliz, dehidrasyon ve aldehitlerle kondensasyon
reaksiyonlart verebilmektedir. Polimerlesmesi, sodyum persiilfat ve sodyum
bisiilfit gibi serbest radikal kaynaklar1 kullanilarak baslatilmakta, reaksiyon
sartlarna baghh olarak dogrusal veya c¢apraz bagli polimerler elde
edilebilmektedir. Erime noktasinin iizerindeki sicakliklarda veya UV 151k altinda
da kolayca polimerlesebilmektedir. Bu reaksiyonlarinin yani sira akrilamid,
viicutta metabolizasyonu esnasinda CYP2E1 enzimi araciligtyla bir epoksit tiirevi
olan glisidamide doniismektedir. Glisidamid, akrilamidin  zararlarinin
degerlendirilmesi agisindan anahtar bir role sahiptir; ¢iinkii akrilamid, toksik
etkilerinin biiylik bir kismmi bu madde araciligiyla gostermektedir. Glisidamid
molekiiliiniin iki ve ti¢ boyutlu molekiil sekilleri Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 3. Glisidamidin molekiil yapisinin iki ve ii¢c boyutlu gésterimi



Akrilamidin Toksikokinetik Ozellikleri

Akrilamidin gastrointestinal sistemden absorpsiyonu hizli ve yiiksek verimle
olmaktadir (Ikeda ve ark., 1987; Marlowe ve ark., 1986). Deney hayvanlari
kullanilarak yapilan ¢alismalarda, farelerde oral uygulamay1 takiben, akrilamidin
maksimum serum konsantrasyonuna 30 dakikada, glisidamid seviyelerinin ise pik
degerlerine 2 saatte ulastig1 belirtilmektedir (Doerge ve ark., 2005a; Twaddle ve
ark, 2004).

Farelere ve siganlara i.p., oral gavaj ve diyet yoluyla yapilan uygulamalar
sonucunda elde edilen serum akrilamid seviyelerinin karsilastirildigt bir
calismada, (i.p. uygulama degerinin %100 olarak kabul edildigi belirtilmistir)
farelerdeki serum seviyelerinin gavaj ile %32-50 ve diyet ile %23, sicanlarda ise
strastyla %60-90 ve %28-47 seviyelerine ulastigi bulunmustur (Doerge ve ark.,
2005a ve 2005b). Akrilamidin dermal absorpsiyonuna yonelik olarak goniilliiler
lizerine yapilan bir ¢aligmada cilt {izerine uygulanan %50 akrilamid ¢ozeltisi
takiben 24 saat iginde absorpsiyonun %26 oraninda goriildigii belirtilmistir
(Fennell ve ark., 2005). Farkli yontemler kullanilarak, akrilamidin siganlarindaki
dermal absorpsiyonuna yonelik yapilan caligmalarda ise %21-30 oraninda
absorpsiyon gozlendigi rapor edilmistir (Ramsey ve ark., 1984; Sumner ve ark.,
2003). Sumner ve ark. (2003) si¢anlar ve fareler lizerinde yaptiklari deneylerde,
akrilamidin absorpsiyonu takiben 24 saat i¢cinde viicudun degisik bolgelerine
dagildigini tespit etmislerdir. Calismada inhalasyonla maruz birakilmayi takiben
en yliksek dagilimin kanda, sonra deri, testisler ve karacigerde oldugu
belirtilmektedir.

Carlson ve Weaver’in (1985) calismasinda, oral alim sonrasi en ¢ok karaciger ve
testislerde, dermal alim sonrasinda en fazla deride; i.v. uygulamada ise en ¢ok
kan, deri ve karacigerde yayilim oldugu belirtilmistir (Miller ve ark, 1982;
Ramsey ve ark., 1984). Tkeda ve ark. (1983) gebe hayvanlar (si¢an, tavsan, kopek
ve domuz) iizerine yaptiklar1 deneylerde genel olarak organ ve fetiisteki
dagilimlarda, tiirlere gore anlamli farkliliklar olmadigini tespit etmislerdir.
Yapilan calismalarda akrilamid iceren iirlinlerle beslenen annelerde, gobek
kordonu ve anne siitii araciligiyla bebege akrilamid aktarimi oldugu tespit
edilmistir (Sorgel ve ark., 2002). Bu gecisin sigara igen annelerde igmeyenlere
gore daha fazla oldugu bulunmustur (Schettgen ve ark., 2003). Benzer bir
durumun akrilamidli yemle beslenen ineklerin siitlerinde ve besi kuslarinin
yumurtalarinda da goriildiigl rapor edilmistir (Kienzle ve ark., 2005; Pabst ve
ark., 2005;).

Akrilamidin metabolizasyonu iizerine fare, sican ve insan deneklerinin
kullanildig1 bir¢ok calisma bulunmaktadir. Baglica metabolik yolaklar akrilamid
ve metaboliti olan glisidamidin glutatyon ile konjligasyonuna dayanmaktadir
(Shipp ve ark., 2006). Akrilamidin metabolizasyonu Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 4. Akrilamidin genel metabolizasyon yolaklar:

Doerge ve ark. (2005a ve 2005b) akrilamidin toksikokinetik &zelliklerini
aydinlatmak {izere yiriittiikleri c¢aligmalarinda, akrilamidin ilk gegiste
eliminasyona ugradigini rapor etmislerdir. Goniilliller kullanilarak yapilan
caligmalarda akrilamid metabolitlerinin oral uygulamay: takiben 24 saat i¢inde
%34 (Fennell ve ark., 2005), 72 saat icinde %60 oraninda (Fuhr ve ark., 2006)
idrarla atildigi ve baslica atilan metabolitlerin N-asetil-S-(3-amino-3-
oksopropil)sistein (%72 oraninda) ve S-(3-amino-3-oksopropil)sistein (%14
oraninda) oldugu belirlenmistir. Fareler ve sicanlarda yapilan c¢alismalarda da
baslica metabolitin N-asetil-S-(3-amino-3-oksopropil)sistein oldugu ve bu
maddenin sicanlarda ve farelerde toplam metabolit miktarinin sirasiyla %67 ve
%41’ini  olusturdugu, glisidamid kaynakli metabolitlerin ise si¢anlarda ve
farelerde sirasiyla %33 ve %59 oldugu rapor edilmistir (Sumner ve ark., 1992).
Yapilan baska calismalarda da bu sonuglarla ortiisen sonuglara ulasilmigtir
(Fennell ve ark., 2005; Kadry ve ark., 1999; Miller ve ark., 1982).

Akrilamidin ayrica CYP2EI ile okside olarak glisidamide doniismesi de soz
konusudur (Bergmark ve ark., 1991); buna gore akrilamid, alimindan hemen
sonra epoksiti olan glisidamide doniismektedir (Calleman ve ark., 1990). Bu
bulgu "C ile isaretlenmis izotoplar kullanilarak yapilan bir calisma ile de
dogrulanmigtir (Sumner ve ark., 1992). Glisidamid kimyasal etkinlik bakimindan
akrilamide gore daha aktiftir ve akrilamide goére hemoglobin ve DNA ile ¢ok daha
fazla etkilesmektedir (Paulsson ve ark., 2002; Segerback ve ark., 1995).

Marlowe ve ark. (1986) tarafindan yapilmis bir calismanin sonuglarina gore,
akrilamid mideden yiiksek verimle emilmekte, karaciger bobrek ve pankreas
tarafindan elimine edilmekte ve plasentaya gecmektedir. Frantz ve ark. (1995),
1C isaretli akrilamid kullanarak yaptiklari bir ¢alismada %30 civarindaki dermal
absorpsiyon sonrasinda idrarda %14, dokularda %7, deri ve solunumla verilen
havada %4, feges, plazma ve kirmizi kan hiicrelerinde %1 oraninda isaretli
bilesiklere rastladiklarini rapor etmislerdir. Isaretli akrilamid kullanilarak yapilan
bagska bir calismada ise oral, dermal veya inhalasyon yolu ile uygulanan
akrilamidin %40-70 oraninda idrar, %5—6 oraninda feces, %6 oraninda solunum,
%15 oraninda saftra ile atildig1 belirtilmektedir (Shipp ve ark., 2006).



Akrilamidin Toksikolojik Degerlendirmesi

Gilinlimiize kadar akrilamidin toksik Ozelliklerinin ve etki mekanizmalarinin
aydimnlatilmasina yonelik bir¢ok arastirma yapilmigtir. Ortak bir goriis olarak,
akrilamidin akut toksik etkilerinin yalmzca 100 mg.kg™ ve iistii dozlarda ortaya
ciktigt ve LDsy degerlerinin genellikle 150 mgkg '’ iizerinde oldugu
belirtilmektedir (JECFA, 2005). Farkli hayvan tiirleri kullanilarak yapilan
deneylerde akrilamidin toksik etkilerini gosterdigi baslica bdlgenin sinir sistemi
oldugu tespit edilmistir. Akrilamide yeterli dozda siirekli maruz birakilma
sonucunda periferal sinirlerde dejenerasyonun meydana geldigi, uzun siireli
maruz birakilma durumunda ise beyindeki Ogrenme ve hafiza gibi bilissel
fonksiyonlarin yiiriitiildiigii bolgelerdeki (serebral korteks, talamus, hipokampus)
noronlarda dejenerasyon ve morfolojik degisiklikler goriildiigii belirtilmistir
(Burek ve ark., 1980; Chapin ve ark., 1995; Friedman ve ark., 1995; Johnson ve
ark., 1986; Tyl ve ark., 2000; Wise ve ark., 1995). Icme suyu vasitastyla 90 giin
boyunca akrilamid verilmis siganlardaki noronal dejenerasyonun elektron
mikroskopuyla incelendigi bir ¢alisma sonucunda NOAEL degeri ndronlardaki
bozulmalar i¢in 0.2 mg.kg”.giin™, diger dokularda neoplasma dist lezyonlar i¢in
ise 5 mgkg'.giin" olarak saptanmustir (Burek ve ark 1980). Ureme iizerine
yiriitillen calismalarda 7 mg.kg™.giin” {izerindeki dozlarda erkek kemirgenlerde
fertilitede azalma ve sperm sayisi ve morfolojisinde olumsuz degisiklikler
gozlenmistir. Ek olarak, erkek kemirgenlerde iireme hiicrelerine mutajen etkili
oldugu tespit edilmis, lireme ve gelisim {lizerine yliriitiilen deneyler i¢in genel
NOAEL degeri 2 mg.kg”.giin™ olarak saptanmustir. Bu konu iizerine yayinlanan
bir raporda sinir sistemi bozukluklar1 yoniinden ele alindiginda NOAEL degeri
0.2 mg.kg ' .giin” diger sistemler ve organlar yoniinden ele alindiginda NOAEL
degeri 2 mg. kg .giin" olarak kabul edilmistir (JECFA, 2005).

Akrilamidin memeli hiicrelerinde in vivo ve in vitro olarak klastojenik ve
mutajenik etkili oldugu ve akrilamidin glisidamide metabolizasyonunun akrilamid
genotoksisitesi i¢in Onemli bir basamak oldugu belirtilmektedir. Yapilan
calismalarda CYP2EI aracilikli oksidasyonun DNA katilim {iriinlerinin olusumu
icin baskin yolak oldugu ve glisidamidin klastojenik etkiden sorumlu baslica
bilesik oldugu bulunmustur.

Akrilamid ve glisidamidin hemoglobin ve diger proteinler ile katilma reaksiyonu
tiriinleri olusturdugu bir¢ok calisma ile gosterilmistir (Barber ve ark., 2001a;
Bergmark ve ark., 1991; Hashimoto ve Aldridge, 1970; Maniere ve ark., 2005;
Paulsson ve ark., 2002, 2003a, 2003b). Akrilamidin organizmadaki baslica
reaksiyonu, sahip oldugu o, B doymamis C=C c¢ifte baginin, protein ve aminoasit
yapilarindaki amin ve tiol gruplar ile etkileserek meydana getirdigi Michael tipi
katilma reaksiyonudur. Akrilamidin, hemoglobinlerin N-terminal ucu ile bu
reaksiyon araciliiyla etkilestigi (Bergmark ve ark., 1993; Tareke ve ark., 2000)
ve baslica katilma iirlinleri olarak N-(2-karbamoiletil) valin ve N-(2-karbamoil
hidroksietil) valini olusturdugu rapor edilmistir (Fennel ve ark., 2005). N-(2-
karbamoiletil) valin ve N-(2-karbamoil hidroksietil) valinin molekiil yapilar
Sekil 5°de verilmistir.
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N-(2-karbamoiletil)valin N-(2-karbamoil hidroksietil)valin
Sekil 5. N-(2-karbamoiletil)valin ve N-(2-karbamoilhidroksietil)valin’in molekiil yapilar:

In vitro olarak akrilamid, DNA’nin azot gruplari, adenin ve guaninin bazi amino
gruplar1 ile katilma reaksiyonlar1 vermektedir (Solomon ve ark., 1985).
Akrilamidin baglica mutajenik etkisinin, viicutta biyotransformasyonu sonucu
olusan epoksiti olan glisidamid yoluyla ortaya ¢iktig1 (Calleman ve ark., 1990) ve
akrilamid - glisidamid uygulanmis hiicrelerde A¢—G,, G,—Cy ve G,—T tarzi
baz degisimlerinin normalden daha sik goriildiigii rapor edilmistir (Besaratinia ve
Pfeifer, 2004; Gamboa da Costa ve ark., 2003). e izotoplu akrilamid
kullanilarak yapilan deneylerde akrilamid ve glisidamidin fare ve si¢anlara i.p.
uygulanmasindan sonra farkli organlarda basta N7-(2-karbamoil-2-hidroksietil)-
guanin ve N3-(2-karbamoil-2-hidroksietil)-adenin olmak iizere bir¢ok katilma
tirtiniinii yiiksek oranlarda meydana getirdigi saptanmistir (Segerback ve ark.,
1995). N7-(2-karbamoil-2-hidroksietil)-guanin ve N3-(2-karbamoil-2-
hidroksietil)-adeninin molekiil yapilar: Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 6. N7-(2-karbamoil-2-hidroksietil)-guanin ve N3-(2-karbamoil-2-hidroksietil)-adeninin
molekiil yapilar

Farkli ¢alismalarda bunlara ek olarak glisidamidin akrilamide gore daha fazla
katilma {iriinii olusturdugu (Gamboa da Costa ve ark., 2003), guanin kaynakli
katilma triinlerinin adenin kaynaklilara gére 75 - 100 kat daha fazla oldugu
(Twaddle ve ark., 2004) ve katilma {irtinlerine daha ¢ok karaciger, akciger ve
bobreklerde rastlandigi belirtilmistir (Doerge ve ark., 2005¢).

Genel olarak bakildiginda, igme suyu yoluyla akrilamid verilen sicanlarda, farkli
bolgelerde tiimor goriilme sikliginda artisa rastlandigi belirtilmistir (Johnson ve
ark., 1986; Rice, 2005). Akrilamidin, fare ve siganlarin akciger, cilt, merkezi sinir
sistemi, tiroit ve lreme organlarinda mezotelyoma, adenokarsinoma veya
adenoma tipinde tiimorler olusturdugu yapilan uzun ve kisa vadeli deneylerle
ispatlanmistir (Bull ve ark., 1984a; Bull ve ark., 1984b; Friedman ve ark., 1995;
Johnson ve ark., 1986).

Akrilamide maruz kalma diizeyinin tespitinde kullanilan en &nemli yontem,
biomarker olarak goriilen hemoglobin katilma iiriinlerinin analizidir. Isci saghg
lizerine yapilan ¢aligmalarda mesleki maruziyet sonucu akrilamid almig bireylerin
kanlarinda bu biomarkerlara rastlandig1 rapor edilmistir. (Hagmar ve ark., 2001;
Perez ve ark., 1999; Paulsson ve ark., 2006). Yapilan ¢aligmalarda akrilamid
maruziyeti ve olusan katilma iiriinii miktar1 arasinda korelasyon oldugu (Fennell



ve ark., 2005; Hagmar ve ark., 2001), ayrica sigara igen bireylerdeki biomarker
miktarinin igmeyenlere gore daha fazla oldugu belirtilmektedir (Hagmar ve ark.,
2005). Maruz kalinan akrilamid miktar1 ile hemoglobin katilma iirlinii miktari
arasinda her ne kadar pozitif bir korelasyon goriilse de bu yontemin dogrulugu ve
kesinligi iizerine hala belirsizlikler s6z konusudur. Bunun sebebi analiz yapan
laboratuarlar arasinda ol¢lime yonelik farkliliklarin var olmasi ve validasyonu
saglanmis resmi bir analiz yonteminin heniiz bulunmamasidir.

Insanlarin endiistriyel yolla veya kazara akrilamide maruz kalmasi iizerine
yiiriitiilen epidemiyolojik ¢alismalar, insanlarda akrilamid toksisitesi bakimindan
en duyarli sistemin sinir sistemi oldugunu isaret etmektedir. Akrilamide
meslekleri nedeniyle maruz kalmis bireyler {izerine bir¢ok epidemiyolojik
inceleme yapilmistir. Biitiin olarak ele alindiginda akrilamid maruziyetinin kanser
sonucu Oliimlerle iligkilendirilemeyecegi ve organ diizeyinde kansere yakalanma
riskinde doza bagimli bir artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit
edilmistir. Yalnizca yliksek kiimiilatif dozda akrilamid alan bireylerde pankreas
kanseri goriilme riskinde iki kat artig oldugu belirtilmektedir (JECFA, 2005).

Akrilamidi, endistriyel iiretim ve tiikketim kademelerinde, mesleki maruziyet
sonucu alan bireyler iizerinde yapilan calismalarda akrilamide mesleki
maruziyetin kanser veya 6liim vakalarinda anlamli bir artisa yol agmadig1 rapor
edilmistir (Collins ve ark., 1989; Hogan ve Scott, 1990; Marsh ve ark., 1999;
Sobel ve ark., 1986). Ancak yapilan bir baska ¢alismada mesleki maruziyet
sonucunda pankreas kanseri goriilme sikliginda artig oldugu belirtilmistir (Schulz
ve ark., 2001).

Hollanda, Isveg, Isvigre, Italya ve Norvec’te yasayan halklarin, beslenme yoluyla
akrilamide maruz kalmalar1 ve hastalanma risklerinin arastirildigi ¢aligmalarda,
kanser goriilme sikliginda akrilamid alimiyla iligkilendirilebilecek bir artiga
rastlanmadig1 rapor edilmistir (Dybing ve Sanner, 2003; Konings ve ark., 2003;
Mucci ve ark., 2003; Mucci ve ark., 2004; Pelucchi ve ark., 2004; Svensson ve
ark., 2003).

AKkrilamidin Gidalarda Olusum Yollar:

Akrilamid, yiiksek karbonhidrat ve diisiik protein icerikli bitkisel kaynakli
tiriinlerin pisirme ve benzeri termal uygulamalar sirasinda yiiksek sicakliga maruz
birakilmas: sonucu meydana gelmektedir. Akrilamidin gidalarda olugumunu
aciklayan bircok mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin en etkini,
asparajin ve indirgen sekerler iizerinden ylriiyen Maillard reaksiyonuna
dayanmaktadir. Serbest halde bulunan asparajin akrilamidin en 6nemli prekiirsorii
olarak kabul edilmektedir. Asparajin ve akrilamidin molekiil yapilar1 Sekil 7°de
verilmistir.
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Sekil 7. Asparajin ve akrilamidin molekiil yapilar



Serbest halde bulunan asparajin indirgen sekerlerle Maillard reaksiyonu ile
etkilesmekte, renk ve tadin yani sira akrilamidi de meydana getirmektedir. Akrilik
asit iizerinden ylirliyen olusum yollarinin da var oldugu ancak asparajin yolu
kadar etkili olmadig1 yapilan literatiir incelemelerinde goriilmiistiir. Akrilamidin
gidalarda olusum yollar1 Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. Akrilamidin gidalarda olusum yollar1

[k kez 1912 yilinda Louis-Camille Maillard tarafindan ortaya konan (Maillard,
1912) ve bu nedenle kendi adiyla anilan Maillard reaksiyonu, sekerlerin ve
aminoasitlerin, renk pigmentleri olusturmak iizere etkilesmelerini agiklayan bir
reaksiyondur. Istya maruz birakilmis gidalarin kizarmasina veya kahverengi renk
almasina neden olan, bir bagka deyisle yedigimiz yiyeceklerin giizel gériinmesini
saglayan “kizarma” reaksiyonu Maillard reaksiyonudur.

Maillard reaksiyonu, gidalarda akrilamid olusumunun temel mekanizmas1 olarak
goriilmektedir. Bir aminoasit olan asparajinin bu reaksiyon araciligiyla akrilamide
doniistiigli yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (Mottram, ve ark., 2002; Stadler
ve ark., 2002). Asparajinin tek basina termal olarak akrilamid olusturabildigi de
rapor edilmis olmakla birlikte (Yaylayan ve ark., 2003) asparajinin akrilamide
doniigsebilmesi i¢in indirgen 6zellikli sekerlere ihtiya¢ duydugu birgok ¢alismayla
kanitlanmistir (Becalski ve ark., 2003; Stadler ve ark., 2003; Stadler ve ark.,
2004; Zyzak ve ark., 2003). Asparajinin akrilamide donligme mekanizmasi Sekil
9°da verilmistir.

10



H,N

o OH
HaN Ry OH - H,0 o N\C/R‘
o + —_—
o NH, o Rz R2\H‘\

Ara urun 1
Asparajin Indirgen Seker (Schift bazi)

-C0y
H
OH
HzN HzN on
N OH (ltHz o
[
+ - o N OH
| o N\\ )\rC‘H = J\(
R C
' |
Ry R

J

Ara urun 3 ;

Ara urun 2

{ Eliminasyon
MH;
HzC/Y

(o]
Akrilamid

Sekil 9. Asparajinin akrilamide doniisme mekanizmasi

Pisirme siiresi ve sicakligi ile akrilamid olusumu arasinda dogrusal bir iligki
olmakla birlikte ayn1 gida tiplerinin farkli iiriinleri veya ayni iiriinlerin farkli
tarihlerde tiretilmis olanlar1 arasinda bile akrilamid igerigi bakimindan farkliliklar
goriilmektedir. Benzer bir durum evde pisirme s6z konusu oldugunda da ortaya
cikmaktadir. Gidanin 6zellikle sahip oldugu asparajin ve indirgen sekerler
(baslica fruktoz ve glikoz) yoniinden bilesimi, tiirli, saklama kosullari, donemsel
degisiklikler de akrilamid miktar1 iizerine farkliliklara yol agmaktadir. Yapilan
calismalarda pH degeri ve su igeriginin de akrilamid olusumuna etki ettigi ve
ortamda Maillard reaksiyonuna girmeye uygun diger aminoasitlerin bulunmasinin
akrilamid olusumunu azalttig1 belirtilmektedir.

3-aminopropionamidin de akrilamid olusumunda olduk¢a etkili bir prekiirsér
oldugu tespit edilmistirr Bu maddenin asparajinden akrilamid olusumu
reaksiyonunda bir ara madde oldugu, asparijinin dekarboksilasyonu sonucunda
olustugu ve akrilamide doniistiigii yapilan caligmalarla saptanmistir (Granvogl ve
ark., 2004; Stadler, ve ark., 2004; Zyzak ve ark., 2003).

Pirtivik asit de akrilamid olusumu ile sonu¢lanan reaksiyonlara katilmaktadir.
Maddenin amonyak varliginda sirasiyla piriivik asit, laktik asit, akrilik asit ve
akrilamid yoniinde degisime ugradig: belirtilmektedir (Wronowski ve Yaylayan,
2003; Yaylayan ve ark., 2005a, 2005b).

Gidalarda akrilamid varliginin kanitlanmasindan sonra diinya ¢apinda birgok
resmi kurulus bu maddenin olusumu ve azaltilmasi iizerine c¢alismalar
baslatmistir. Yayimnlanan raporlarda, yiiriitiillmekte olan {iretim basamaklarinda
yapilan iyilestirmelerle, patates cipslerindeki akrilamid miktarlarinda %30-40
oraninda azalma saglanabilecegi belirtilmektedir (JECFA, 2005). Ancak bu
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tyilestirmelerin papates cipsi lreticileri tarafindan hangi yayginlikta uygulandigi
belirsizdir. Benzer 6neriler ve durumlar kahve ve kahvaltilik gevrekler i¢in de s6z
konusudur.

Gida modelleri kullanilarak yapilan c¢aligmalarda akrilamid miktarinin
azaltilabilmesi icin bircok segenegin bulundugu belirtilmektedir. En verimli
yontem, prekiirsor madde olan asparajinin pisirme Oncesinde gidaya asparajinaz
enzimi katilarak segici olarak yok edilmesidir. Bunun yani sira asparajinin
azaltilmasma yonelik alternatif yontemler de vardir. Akrilamid miktarinin
azaltilmasi i¢in Onerilen diger yontemler ise temel gida kompozisyonunun
degistirilmesi (Maillard reaksiyonuna asparajinle yarigmali olarak giren
aminoasitlerin katilmasi gibi) ve pisirme sartlarinin degistirilmesidir (sicakligin
diisiiriilmesi  gibi). Ne var ki bu Onerilerin biiyiikk o6lcekli iiretimlere
uygulanabilirligi heniiz tam olarak degerlendirilmemistir. Bu noktada iiretim
yontemlerinin tiikketici memnuniyeti, {irlinlerin besleyicilik 6zellikleri ve olasi
zararli madelerin olusumu iizerine etkilerinin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

Akrilamid Analizlerinin Analitik Degerlendirmesi

1950’11 yillarda endiistriye giriginden itibaren akrilamidin miktar tayinini konu
alan bir¢ok caligsma yapilmistir. Yayinlarin sayica ¢cok ve detayli olmasi nedeniyle
temelde birkag¢ gruba ayrilarak ele alinmasi daha kolay ve verimlidir. Kullanilan
yontemleri kullanim sikligina gore gaz kromatografisi, sivi kromatografisi ve
bunlarin disindaki teknikleri igeren diger analitik yontemler olarak ii¢ ana gruba
ayirmak miimkiindiir.

Agirlikli olarak GC-MS ve LC-MS/MS tekniklerinin kullanildig1 ¢aligmalarda
arastirmacilar yeni yontemler gelistirmek yerine genellikle daha Onceden
yayinlanmis olan yontemlerin farkli uygulamalar1 {izerine yogunlagmislardir.

Sivi Kromatografisi Yontemleri

Sivi kromatografisi kullanilarak yiiriitiilen ¢aligmalarda akrilamidi yiiksek oranda
¢cozebilme giicii nedeniyle baslica ekstraksiyon ¢oziiciisli olarak su tercih edilmis
ve bazi 6rneklerin igerdigi yagda ¢oziinen bilesikler apolarligi yiiksek ¢oziiciilerle
armdirilmistir. Ornekler genellikle kati faz ekstraksiyonu ile temizlenmis, s1vi-sivi
ekstraksiyonu nadiren tercih edilmistir.

Kromatografik ayirma islemlerinde basta Hypercarb olmak iizere ¢ok cesitli ters
faz kolonlar1 kullanilmistir. 50 — 250 mm arali§inda uzunluga, 2 — 4.6 mm
genigliginde i¢ ¢apa sahip olan ve 3 — 10 um caph partikiillerle doldurulmusg
kolonlarin kullanildigi ¢alismalarda genellikle teorik tabaka sayisi 10.000’1 gecen
ayirimlar gerceklestirilmistir.

Calismalarda ¢ok ¢esitli hareketli faz bilesimlerinin kullanildig1 goriilmektedir.
Akrilamid yap1 olarak polaritesi yliksek bir madde oldugu icin harekletli faz
bilesimleri de buna bagli olarak yiliksek polaritede tutulmustur. Miktar tayini
islemlerinde ¢ogunlukla kiitle spektrometrisi ve foto diyot dizisi detektorler tercih
edilirken, analizlerde ppb seviyesinde tayinler yapilabilmistir. i¢ standart olarak
genellikle izotoplu akrilamid tiirleri, metakrilamid ve butiramid tercih edilmistir.
Sivi kromatografisi kullanilarak yapilan caligmalarin baslica teknik o6zellikleri
Cizelge 2’de verilmistir.
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Cizelge 2. S1vi kromatografisi kullanilan yontemlerin teknik o6zellikleri

Ekstraksiyon Yontemi veya

Hareketli Faz,

Detektor, IS,

LOD, LOQ,

Ornek Kartusu Kolon ve Boyutlari Akis Hizi, Ty Enjeksiyon Hacmi | Arahk Kaynak
. T
5 mM Heptansiilfonik 0.025 pg.mL
Sican Asetonitrille ¢oktlirme, Luna C3(2) (Phenomenex) asit : M. e%)}? r(l;g.lo)m UV-200 nm, 01 ng-l Barber ve
plazmasi filtrasyon 250 mm x 3 mm x 5 pm ' a7 20 uL L pe.m 4 | ark.,2001b
0.5 mL.dak ', 5.4 dak 0.1 -100 pg.mL
Akrilamid Partisil 10 PAC (Whatman) | Metilen kloriir: MeOH Ludwig ve
poimerlori | Vietanol, filtrasyon 250 mm x 4.6 mm (90:10), 1 mL.dak”!, | VY240~ 100 ppm Besand, 1977
T
i Su %100 2 ug.mlL = —
Patates Oasis HLB, Carrez I ve II, Atlantis dC18, HILIC, et -1 He.m -1 Gokmen ve
. Zorbax, Luna (Waters), 0.5 — 1mL.dak uv-226, -, -, 4 ug.mL
kizartmasi Filtrasyon, ’ R ark., 2005
50mmx 2.1 mmx 5 pm 7-12 dak 0.1 -2 pg.mL
Kahve Isolute Multimode (IST) Hypercarb (Thermo) % 0.1 Formik asit, MS/MS, 2 ug.L-l, Granby ve
(300 mg) 50 mmx 2.1 mmx 5 pm 0.2 mL.dak™',3.70 dak | [*Hs] AA, 10 pL 2-30pg L’ Fagt, 2004
MeOH: CH,Cl
Cesitli Partisil 10 PAC (Whatman) e. S UV-240 nm, 1 ppm, -, Husser ve
Polimerler | 108/ 50 mL MeOH 250 mm x 4.6 mmx 10 pm | (-5 Benzamid, [0 pL | 1 16 ppm ark., 1977
' K L dak™!, 4.2 dak s pp .
. MeOH: 1 mM NH;- .
Patates . Aquasil C;g (Thermo) . MS/MS, RIS Becalski ve
Su, Oasis HLB (Waters) Format (16:84) 13 -1
Kizartmasi 250 mm x 2.1 mm x 5 pm 0.175 mL.dak "’ ["C5]AA, 10 uL 10-500 ng.mL ark., 2004
I ng mL!
Kizarmig G Hypercarb (Thermo) %0.1 Formik asit: ACN | MS/MS, B Taubert ve
patates 400 mM Perklorik asit, 50mmx2.1mmx5um | (98:2)0.3 mL.dak’ MAA, 10 uL 3ngmL o, Ak 2004
1-10000 ng.mL
-1
10 ugkg °,
T:gtg:r’ Su, Isolute Multi-Mode 300 mg | Hypercarb (Thermo) %100 Su MS/MS, 30 He kg_ 1 EZ]SIZ 1111;/:
P (IST), 50 mmx 2.1 mmx 5 pm 0.4 mL.dak™" [’H;]AA, 10 uL ng.kg . )
kizartmasi 25-2000 pg.kg 2002
- % 0.01 F ik asit: - ..
E?lllllvjénhk Su, Isolute Multimode 2, 2x2 > (SSh}(l)(?vev); RDzﬁlilg)]DIE506ml 3m X NOIetanol ?61?; - ESI-MS/MS, -, 45 ngmL l, Riediker ve
Accubond I1 SCX 1, 1 mL 7 [PC5] AA, 50 uL | - Stadler, 2003
krakerler 6 mm 0.35 mL.dak




Cizelge 2. (Devam) Siv1 kromatografisi kullanilan yontemlerin teknik 6zellikleri

Su, Oasis HLB 6 mL; Bond Synergi Hydro-RP % 0.5 MeOH MS/MS, 10 ug.kg_l., - Andrzejewski
Kahve -1 13 1
Elut-Accucat 25mmx 2 mmx 4 um 0.2 mL.dak ["C5]AA, 1L 8 — 3600 ng.mL" ve ark., 2004
-1
0.2 ngmL ,
Japon . Atlantis dC,g (Waters) MeOH : Su (10:90), MS/MS, -1 Ono ve ark.,
yemekleri | W Mixed-Mode SPES00mg | 150 o U mx 3um | 0.1 mL.dak’! PH;]AA, 2 ul (2)68 nifgg | 2003
— ng.m
Kizarmis Primesphere 5C3-HC % 0.1 Asetik asit: MS/MS, MAA,

P - Ahn ve ark
ekmek ve Su, Isolute M-M 300 mg (Jones) | (Phenomenex) %2.1 ACN [*H;]AA, [PC5]AA O’ 0’1 100 me L' | 2002 © ark.
patates cipsi 250 mm x 3.2 mm X 5 um 0.5 mL.dak™! 50 uL R me.

. B
i - MeOH: Su: Formik asit 9.2 mgkg ,
Cikolata Su, Carrez I ve I, Tsolute Shodex RSpak DE-413L O S FOMIKASIL | 1N S, PH,] AA, EKE Delatour ve
tozu, kakao : (Showa Denko) (30:70:0.007) 12.5 mgkg
MultiMode-500 -1 60 uL .1 | ark., 2004
ve kahve 150 mm x 6 mm 0.6 mL.dak 10 — 2500 pg kg

i - -% 0.5 MeOH + % 0.1 -

Cesitli . Syﬁ“gl Hydro-RP RSN uda) | ESEMS/MS, 10 pgke ™, -, Roach ve
\dalar Su, Oasis HLB (Waters) (Phenomenx) se S _?u [°C4] AA, 20 uL. 8 _ 3600 L ark.. 2003
£ 250 mm x 2 mm x 4 pm 0.2 mL.dak ’ - ng.m -

i - % 0.1 formik a. : %

Patates Su, Strata-X-C SCX (Slzlllll:rtiinlil};gio RP 001 fo m(ﬁll(n ; (le\l/lég%) ° MS, [2H3] AA, =" | Peng ve ark.,
kizartmasi (Phenomenex) 250 mm x 2 mm x 4 pm (96:4) 0.5 mL dak”! 25 uL 10 - 100 ng.mL 2003
- P -1
P.atates. Mightysil RP-18 GP Su: MeOH (80:20), ESI-MS, ! ng.mL_l, Inoue ve ark.,
cipsleri ve Su, filtrasyon (Kanto) 0.2 mL.dak™! [3C,] AA, 20 uL Sng.mL", 2003
kizartmalari 100mmx2mmx 5 um < mL.da ! UK 5—1000 ng.mL"
ACN: 5 mM Formik

E;‘;ZE MeOH: Su (5: 95, V/v), Alltima Cjg LC (Alltech) | 4ot (5,9?) oz MS/MS, -, 30 pekg, Konings ve
P direkt enjeksiyon 150 mmx 3.2 mmx 5 pm e [*H;] AA, 5 uL 50-2000 pg.kg' | ark., 2003
kizartmasi mL.dak

. . 1
P.ata.t.es‘ cipsi, LiChrospher 100 CN ACN: % 1 Asetik asit MS/MS 10 pg.kg»l, Hoenicke ve
biskiivi, Hekzan, Su, Carrez I ve 11 (Merck) 50:50). 0.7 mL.dak"! H,] A;\ 10 uL 30 ug.kg™, ark.. 2004
tahillar 250 mm x4 mmx 5 pm (50:30), 0.7 mL.da } s 5-1500 pg.kg” i
Et, patates Su, Isolute Multi-Mode 300 m, Hypercarb (Thermo) %100 Su, 0.2 deak'1 ESI-MS/MS, 10 pgkg', -, Tareke ve

p g yp ) ) ng.kg

kizartmast (IST) 50 mm x 2.1 mm x Spm 3.40 dak [°Cs] AA, 20 pL 10— 5000 pgkg" | ark., 2002




Cizelge 2. (Devam) Siv1 kromatografisi kullanilan yontemlerin teknik 6zellikleri

L . 10 pg.L!
Cesitli Su, filtrasyon, dogrudan Hypercarb (Thermo) -1 | ESI-MS/MS 1 Rydberg ve
gidalar enjeksiyon 50 mm x 2.1 mm x S5pm %100 Su, 0.2 mL.dak [*C3] AA, 20 uL }O—FggO(I)Jug L ark., 2003
ipsi 1 mM

lggit:ks “PSL 1 gy + CH,Cl,, Oasis MAX ve Hypercarb (Thermo) fomata(r(goorllgful\r/[nCOH MS/MS, 6 ngkg', -, Becalski ve

> : 13 -1
kahve, tahil Oasis MCX, ENVI-carb 150 mm x 2 mm x Spm icinde) 0.175 mL. dak™! [PCs]1AA, 5 uL 10-500 ng.mL ark., 2003
Patates Su, Isolute Multi-Mode 300 mg | Hypercarb (Thermo) % 0.1 Formik asit ESI-MS/MS, -, 2ngL", Pedreschi ve
kizartmast (IST) 50 mm x 2.1 mm x Spm 0.250 mL.dak ™’ [’H;] AA, 10 pL 2-30ng.L"! ark., 2005
Patates 2 M NaCl, Oasis HLB 200 mg | Atlantis dC;s (Waters) %0.1 Formik asit, 0.2 ESI-MS [Hi] AA, | ™ 100 ng.g™! Young ve
kizartmasi ve MCX 150 mg 6 cc (Waters) | 150 mmx 2.1 mmx 5 pm | mL.dak’ B 11002000 ng.g! | ark., 2004

. ODS-AL-302 (Nalco) 150
ls)Eiiizllilrilamid Su dogrudan enjekte edilmi mm x 4.6mm X 5 pm ; FAA | 0.01 MH,30,, UV (210 nm), O.On(? ppm. 001 Ver Vers,
;oK g ! 3 (YMC) 100 mm x 7.8 mm x | 0.6 mL.dak ™" 100 uL bpr, 1999
tirtinleri 9 um 0.01 — 5 ppm

%2 Formik asit: su: -1
Avustralya Bond Elut Accucat MAX-MCX | Aqua C;g (Phenomenex) l\/ol eOI(_)Irr(r;%a S 21) sy MS/MS, }2l2g tgi}(g 36 Croft ve ark.,
. .79, 2 .

yemekleri 600 mg 3 mL 150 mm x 2.0 mm x 3 pm 0.2 mL.dak”" ["H3]AA, 10 uL 20 - 2000 pg kg’ 2004

i 0.84 g KH2PO4 (960
Sudaki ) . - Hypersil-ODS (HP) S ( UV (210 nm), 0.003 ppm, 0.01 1 o vrers,
Poliakrilamid | Su dogrudan enjekte edilmis 200 mm x 2.1 mm x 5 um mL suda): 40 mL 50 uL. ppm, 1999
tiriinleri ’ # MeOH, 0.3 mL.dak ™’ H 0.01 — 5 ppm

RCM-100 (Waters) 100 UV (210 nm)
Poliakrilamid | Asetonitril-su, basamakl mm x 8§ mm x 10 pum; FAA | 0.02 M H,SO, L0 mL/dak 0.5 ppm, 5 ppm, Tsene. 1990
tirtinleri ekstraksiyon (Bio-Rad) 100 mm x 7.8 0.6 mL.dak ™" ) &
100 uL
mmx 10 um
Gidalar, anne . . . Su: asetik asit, org. -, 1 ngmL"’ Sorgel ve
siitii, dokular Stvi-sivi ekstraksiyonu Ters faz, Belirtilmemis coziicii (Oranlart yok) MS/MS, 20 puL 1~ 1000 ng.mL" ark.. 2002
Seker Basamakli sivi-sivi ekstraksiyon f\ifrgzgnla?l)ODS-z MeOH: su (65:43) MS-, 200 pptr Cutie ve ark.,
4 1.0 mL.dak ™" 100 uL 200 — 2000 pptr 1986

250 mm x 4.6 mm




Cizelge 2. (Devam) Siv1 kromatografisi kullanilan yontemlerin teknik 6zellikleri

T
Patates Su, Isolute Multimode SPE Hypercarb (Thermo) %0.1 Formik lasit, I[EstI-]ll\:i/MS, 111 ; ;gnlﬁﬂf 2 Pedreschi ve
R . - 3 5 . 5
triinleri (IST) 300 mg 50 mm x 2.1 mm x Spm 0.25 mL.dak 10 uL 230 ng.L’" ark., 2005
Biskiivi, Luna PhenylHexyl ACN : 1 g.L Asetik asit MS. [2C.] AA 6.6 ngkg”, Jezussek ve
ekmek, Carrez I ve II, Extrelut 20 NT (Phenomenx) (suda) (Gradient: 30:70 20 ’L 3 ’ 19.6 pgkg™”, Schieberle,
patates cipsi, 250 mmx 4.6 mm x 5 pm > 60:40) 0.8 mL.dak ™! H - 2003
Brezilya Oasis HLB (Waters) p-Bondapak Cig — %0.1 Asetik asit, MS/MS, [2H3] AA, | 2 ng.mL'l, - Arisseto ve
yiyecekleri | 200 mg, 6 mL 300mmx 3.9mmx5um | 0.6 mL.dak’ 0.1 uL 2-20000 ng.mL™" | ark., 2007
: T
Doku kiltiiri Ekstraksiyon yapilmami 11{3 d;all'Pak Con (RESD) 0.001 N H,S0, UV (210 nm) é Eg.ﬁt’l’ Freshour ve
cozeltileri yon yap ? Hm, 3 mL.dak ™" & 4| ark., 1985
1 -1000 ng.mL.

% 10 asetik asit : -1

Hong Kong Su, Oasis HLB (Waters) Hypercarb (Thermo) H;) etanil)sle(é' SSI ESI-MS/MS i ; E;ig 10 Leung ve
. . 13 .
Yemekleri 200 mg, 6 mL I50mmx 2.1 mmx 5 pm 0.2 mL.dak " ["C3]1 AA, 20 uL 372000 pg.ke’ ark., 2003
. . - . 3 mM Formik asit

Patates cipsi, | Suile ASE100 ekstraktort, IonPac ICE-AS1 (Dionex) ACN: Su (30:70) UV (202 nm) - -, Hofler ve
kizartmasi Mixed Mode SPE 500 mg 250 mm x 4 mm x 7.5 um ] -1 10— 1000 pg.mL™" | ark., 2002

0.15 mL.dak

3 mM Formik asit
Patates cipsi, | Suile ASE100 ekstraktort, TonPac ICE-AS1 (Dionex) ACN: Sﬁr(rgl(l),;z)s)l UV (202 nm) -, Cavalli ve
kizartmasi Mixed Mode SPE 500 mg 250 mm x 4 mm x 7.5 pm 0.15 r.nL dak'.l 10— 1000 pg.mL™" | ark., 2004
Cevresel Su. - Partisil-10 ODS-2 Su %100, 2 mL.dak'l, UV (208 nm), [*Hi] | -, -, Skelly ve
iriinler ’ 250 mm x 4.6 mm 5.4 dak AA,20 uL 1-500 ppm, Husser, 1978
Cesitli gida Su, Bond Elut C18 ve Bond Hypercarb (Thermo) %0.1 Asetik asit MS, 9ng.g”',30ng.g’, | Takatsukive
maddeleri Elut Accucat 600 mg (Varian) | 50 mm x 2.1 mm x 5 pm MeOH: Su (95:5) [°C]JAA, 10 pL - ark., 2003

0.25 mL.dak "’
Bebek Su, Oasis HLB SPE Atlantis dC18 MeOH: %1 Formik asit | MS/MS, 0.1-5ng.mL"", Jiao ve ark.,
Mamalari (200 mg & mL) (210 mm x 1.5 mmx 5 um) | (10:90) 0.2 mL.dak™" BC5-AA, 10 uL 0.3 ngkg”, 2005

| ng kg




Cizelge 3. Gaz kromatografisi kullanilan yontemlerin teknik o6zellikleri

- Ekstraksiyon Yontemi . Detektor, IS / Tiirev | LOD, LOQ,
Ornek veya Kartusu Kolon ve Boyutlar Analiz Sartlar Enjeksiyon Hacmi Aralk Kaynak
Bildircin eti, . 2 B .
oreanlar Su, 1-propanol, Carrez I ve | FFAP (Agilent) 60 °C > 240 °C MS/MS, “H;-AA, 3.5 ugke ", Kienzle ve
g ’ II, Extrelut 20 NT 30mx 0.32 mm x 0.25 pm 2 ul 10 pgkg™”, - ark., 2005
yumurtasi
4 gL’ .
Kavrulmus . BGB Wax o o MS, BC;3-AA, MAA, 2 Amrein ve
badem ve findik | SW Carez Lve Il Filtrasyon | 0" 6 o5 1m x - 70°C=220°C 50 L. 10pg L 1 | ark, 2005
10 — 1000 pg.L
- Fenil — metilpolisiloksan o
Laboratuari¢i | \ro 001 Silikajel (12:88) kolon, 100°C, 7 mL/dak | hiroien-Fosfor N , | Pantusa ve
hava detektort, -, 2-3-5 uL | 0.01- 10 pg.mL ark., 2002
30mx0.53 mmx 1.5 pm
Sigan siyatik Su. Filtrasvon DB-23 (JW) 75°C>155°C ECD 200 °C, Br, 3ugg’, -, Raymer ve
siniri ’ Y 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm 40 mL/dak 1pL 22-74pgmL" | ark., 1993
Akrilamid jelde Su. filtrasvon DBwax (JW) 100 °C > 170 °C ECD 300 °C, Br, 3 ppb, 10 ppb, Bologna ve
liretilen {irlinler ’ Y 30 m x 0.53 mm x 1.00 um 40 mL/dak 1 ulL 5-100 ppb ark., 1999
1R4F Kentucky | Duman 2-propanolde DB-225 (JW) o o MD-MS, *H; AA, B White ve
sigara dumani ¢oziilmiis 30 mx 0.25 mm x 0.25 pm 40 °C>220°C, 5uL »-02-8pg ark., 1990
Kizartilmig Su, Carbograph 4 1000 mg HP PAS 1701 (Agilent) 65 °C > 250 °C MS, N,N-Dimetil-AA | 5 pgkg'., -, Tareke ve
Gidalar (LARA) 25mx 0.32 mm X 0.25 um ’ /Br, 2 uLL 5-500 pg.kg’ ark., 2000
Karbonhidratli, | Su, Carbograph 4 1000 mg BPX-10 (Varian) 65°C > 250 °C. - MS, N,N-Dimetil-AA | 5 pgkg'., -, Tareke ve
proteinli gidalar | (LARA) 30 mx 0.25 mm x 0.25 pm > ve [PCi]AA, 2 uL 5-500 pg.kg’ ark., 2002
DB 17 (J&W) o ° MS, Metakrilamid -1 Castle ve
Domates Su, Bond-Elut 500 mg 30'm x 0.25 mm x 0.2 ym 65 °C>250"C, /Br, 1 uL lpugkg, -, - ark., 1991
I
Patates Su, Isolute Multimode SPE | CP-Sil 24 CB Lowbleed, 8S°C>175°C > | 1o b oy oy f ng‘mi_l’ ?hlfr':‘i'
kizartmasi 500 mg 30 mx 0.32 mmx 0.5 pm 175 °C > 250 °C - B Hs AR, - Ong.mL”, | Takada ve
) ) 20-1000 ng.mL" ark, 2005
MS, 2,3-dibromo-2-
DB 17 (J&W) o o o . -1 Castle ve
Mantar Su, Bond-Elut 500 mg 30 m x 0.25 mm x 0.2 ym 65 °C>250"°C gl:tlllp“ripyonamld/ lpgkg™, -, - ark., 1993
Kizarmis ekmek Su. Kimvasal islem DB 17 (Agilent) 85°C>175°C MS, Metakrilamid / 25 no ke - - Ahn ve ark.,
ve patates , myasatiy 30 mx 0.25 mm x 0.2 um 175 °C > 250 °C Br, 1 uL HEKE - 2002




Cizelge 3. (Devam) Gaz kromatografisi kullanilan yontemlerin teknik ozellikleri

Karbonhidrath BGB Wax 60 °C>186 °C> MS, Propionamid, - SFOPH,
Gadalar Su, Extrelut NT20 (Merck) | 35 % 025 mm x 025 um | 186 °C > 250 °C e 10-30 ngke' | (2003)
MS/MS, [*H;]AA, 3pgL’, .
Gadalar Su, Kimyasal islem Carbowax 20 M (Fluka) 70 °C > 220 °C MAA ve butiramid, | 10 pg.L” Biedermann
10mx 0.25 mmx 0.4 pym 1 ve ark., 2002
jyns 10—-100 pg.L
.
| Su, Isolute Multi-Mode | CP-Sil 24 CB (Varian) 85°C>175°C > | MS,H;JAA/Br, | .2 hemb . Ono ve ark.,
Japon yemekleri | 556 o (1ST) 30mx 025 mmx 025 um | 175 °C > 250 °C " 40 ng.mL", 2003
& ' OB a 20-1000 ng.mL""
. 2 ugkg”, Tateo ve
' ) 10 — 4000 pg. L' | 2003
- Su, n-hegzan, Sep-Pak Plus | DB-Wax o o MS, [13C1]AA / Br, 9 ng.g'l, Nemoto ve
Cesitli gudalar | ) "0 i1 (Waters) 30mx025mmx025mm | 20 €7240°C 2L 30ng.g’, - ark, 2002
Stabilwax Crossbond 13 1
Cesitli gidalar | Su, - Carbowax (TR) 40 °C > 220 °C MS, [FC;] AA/Br, | Sugke’,-, | Robarge ve
15 m x 0.25 mm x 0.25 mm 1 uL 5-1000 ug.kg ark.,2003
SPME (Supelco) CP-Sil 8 CB (Varian) 50 °C>100 °C > o 5ugkg’, -, Lagalante ve
Tahill gidalar 1505 pDMS) 30mx026mmx 025 um | 100 °C >250 °C MS, Sililleme, T il | 5500 o kg | Felter, 2004
Su, Carrez I ve II, ZB-WAX (Agilent) 65°C>170°C > MS, [*Cs] AA/Br, | 2pgkg’, -, Pittet ve
Tahilli gidalar I
Florisil kolon 30 mx 0.25 mm x 0.25 pm 170 °C >200 °C 2 ulL 5-500 pg.kg ark., 2004
Perez ve
Icme suyu, Dietil eter, s1vi-sivi DB5 MS (Agilent) 100 °C > 240 °C MS/MS, [*H;] AA, 0.003 el - - Osterman-
kahve ekstraksiyon 30mx0.32 mmx 1 um 240 °C > 320 °C 1 uL AU HEL Golkar,
2003
. Metanol, BP 21 (Agilent) FID-15 m, o ° Pedersen ve
Patates cipsi Soxhlet ekstraksiyonu MS 30 mx 0.25 mm x 0.25pm 75°€>230°C FID ve MS, -, 2.5 pL Olsson 2003
Zencefilli kek | Musluk suyu, sivi-sivi BGB-Wax (BGB) 70 °C > 220 °C, MS, [“Cs] AA, 10-60 pgkg', | Amrein ve
ekstraksiyonu 12mx0.25 mmx 0.25 pm 0.175 mL/dak MAA, 1 uL 60— 3000 ug.kg” | ark., 2004
Sinir dokulari Su, basamakli ekstraksiyon | Cam % 5 FFAP (GasChromQ) | 145 °C ECD, -,2 uL 9.5 pg, 10 pg, Poole ve
homojenati 1.80mx 2.0 mm x 0.2 pm 10 —100 pg ark., 1981




Cizelge 3. (Devam) Gaz kromatografisi kullanilan yontemlerin teknik ozellikleri

Patates tiriinleri | Su, sivi-sivi ekstraksiyonu Carbowax 20 M (Fluka) 70 °C > 200 °C MS, MAA, - -, Amrein ve ark.,
10mx0.25 mmx 0.4 um Butiramid, 1 uL 2003
Jezussek ve
Gevrekler, Carrez I ve II, Extrelut 20 FFAP (Quadrex) o o 2 1 .
patates cipsi NT 30 mx 0.32 mm x 0.25 pm 60 °C>240°C [H:] AA, 2 L, 4ngke’, - - §(c):gl3eberle,
DB-WAX (Agilent) o o MS/MS, [*Hs] AA, .1 | Hoenicke ve
Tahilli gidalar Hekzan, Su, Carrez [ ve II 30'm x 0.25 mm x 0.25 um 70 "C>230"C ms -, 30 ugkg, - ark., 2004
: o o 0.1 },lg.].;l
1 . . DB-WAX (Agilent) 80°C>220"C 1 Lee ve ark.,
Patates Uirtinleri | Kati faz mikro ekstraksiyon, 30'm x 0.25 mm x 0.25 um 1 mL.dak™", 9.88 dak MS, -, - 0.3 ug.L 1 | 2007
1-1000 pg.L
. 25gL"
Pilav, domates Metgnol, hekzanla Supelcowax-10 (Supelco) 60 °C > 240 °C MS, -, 1 ul 75 gL Tateo ve ark.,
sosu temizleme 30mx 0.25 mm x 0.25 pm 1| 2007
0.150-1 g.L
. . 15-40 pgkg"

- Innowax (J&W) 70 °C >240 °C 2 Dunovska ve
Cesitli gidalar Su, n-propanol, hekzan, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um | mL.dak", MS, ['H3;] AA, 1 uL fl(; ;;_?00 ark.. 2006
Cesitli gidalar Oasis HLB (Waters), HP5-MS (Agilent) 60 °C > 200 °C MS/MS, “C; AA, Br, | -, -, 0.5-125 Zhang ve ark.,

st e 200 mg 6 mL 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm 1 mL.dak’, 6.6dak | 1puL ugkg’ 2006
. o o 0.1-3pgkg"

. n-hekzan, NaCl ¢ozeltisi ile | HP-INNOWax 110 °C> 140 °C 13 Zhang ve ark.,

Cesitli gidalar | ) i aksiyon 30mx 025 mmx 0.25 um | 140 °C > 240 °C ECD, 7C; AA, T uL 3';1(1;_15 2006
: o T
Cesitli gidalar Su, Oasis HLB SPE GC Glass %5 FFAP (Qudrex), 165 °C ECD, Br, 5 uL 0.032 pg.L™, http-2

200 mg 6 mL (Waters)

2mx 3 mm

0-5pugL’




Dogru akim polarografilerine goére daha diisiik derisimlerde tayinlerin yapildigi
diferansiyel pulse yontemlerinde 1 mg.kg"’dan daha diisiik derisimlerde tayinlere
olanak saglanmistir; bu deger dogru akim tiirleri i¢in 100-5000 mg.kg"' olarak
tespit edilmistir. Bu calismalarda akrilonitril, etil akrilat ve bazi akrilamid
tiirevlerinin analizi etkiledigi tespit edilmistir (MacWilliams ve ark., 1965; Betso
ve McLean, 1976; McLean ve ark., 1978).

Bu tekniklerin yani sira kapiler elektroforez (Bermudo ve ark., 2006a ve 2006b)
ve mikroemiilsiyon elektrokinetik kapiler kromatografisi (Bermudo ve ark., 2004)
tekniklerinin kullanildigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda detektor
olarak genellikle UV-goriiniir alan detektorleri kullanilmis ve hassasiyeti artirmak
icin On deristirme ve tiirevlendirme islemleri uygulanmstir.

Bu c¢aligmalarin yani sira akrilamid olusumu ve miktar tayini {izerine yapilan
analitik caligmalarin incelendigi ve gelecek arastirmalara yonelik Onerilerin yer
aldig1 birkag derleme de yayinlanmistir (Wenzl ve ark., 2003; Castle ve Eriksson,
2005; Zhang ve ark., 2005).
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GERECLER
Kullanilan Maddeler

%99+ Olciisiinde elektroforez safliktaki akrilamid standart maddesi Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Akrilamid
standart maddesine ait analiz sertifikast EK 1°de verilmistir (Aldrich Katalog No:
14,866-0, Lot No: 02113EC-334).

%098 olclistinde HPLC safliktaki metakrilamid standart maddesi Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Metakrilamid standart
maddesine ait analiz sertifikas1 EK 2’de verilmistir (Fluka Katalog No: 64090,
Lot No: 1212682).

%098 Olciisiinde titrasyon safliktaki butiramid standart maddesi Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Butiramid standart
maddesine ait analiz sertifikas1 EK 3’de verilmistir (Fluka Katalog No: 19240,
Lot No: 444984/1).

%98 olgiisiinde GC safliktaki N,N-dimetilakrilamid standart maddesi Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Almanya) firmasindan satin alinmigtir. N,N-
dimetilakrilamid standart maddesine ait analiz sertifikast EK 4’de verilmistir
(Fluka Katalog No: 38873, Lot No: 402416/1).

Hareketli fazin hazirlanmasinda kullanilan ve uzak mor 6tesi bolgede kullanima
uygun %99.9 Slgiisinde HPLC safliktaki E Chromasolv® asetonitril Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Almanya) firmasindan satin alinmistir (Riedel-de Haen
Katalog No: 34888, Lot No: 1262M).

Analizlerde kullanilan bidistile su tamami cam malzemeden olusan aparat
kullanilarak Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim
Dali Laboratuari’nda iiretilmis ve 0.2 um gozenek ¢apl seliiloz asetat filtreden
siiziilerek kullanilmustir.

Kullanilan Cihazlar

HPLC analizlerinin tamami Shimadzu (Japonya) firmasinin iiriinii olan LC-20AT
model gradient pompa, CBM-20A model iletisim {iinitesi, CTO-10ASvp model
kolon firmi, SPD-M20A model foto diyot dizisi detektorii ve DGU-20AS5 model
gaz giderme iinitesinden olusan yiiksek performanslt sivi kromatografisi cihazi ile
gergeklestirilmistir. Numuneler Rheodyne (ABD) marka 77251 model manuel
enjeksiyon portuna bagli 10 pL hacimli loop vasitasiyla Hamilton (isvigre) 22
gauge siringa ile enjekte edilmistir. Analizlerde elde edilen veriler Intel Pentium 4
islemcili bir bilgisayara yiiklenmis olan Shimadzu LabSolutions LCsolution v1.11
SP1 veri analiz programi ile degerlendirilmistir.

UV-spektrofotometrisi ile yapilan incelemelerde Shimadzu (Japonya) firmasinin
iriini  olan UV-2401PC model c¢ift 151tk yollu UV-spektrofotometresi
kullanilmigtir. Veriler UV/PC Personal Spectroscopy Software Version 3.7
programi tarafindan islenmistir.

Numunelerin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Heidolph (Almanya) marka Reax
Top model vorteks, Bandelin (Almanya) marka RK 100H model ultrasonik
banyo, Sigma (Almanya) marka 1-6 model santrifiij, Ohaus (Isvigre) marka
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Explorer E12140 model analitik terazi, 100-1000 pL ve 10-200 pL aralifinda
calisabilen Eppendorf (Almanya) marka Research model pipetorler, 0.2 pm
gbzenek capina sahip Orange Scientific (Belgika) marka 13 mm ¢apli steril PVDF
membran filtreler ve 0.2 um gdézenek capina sahip Orange Scientific (Belgika)
marka 35 mm c¢apli steril seliiloz asetat membran filtreler kullanilmistir.

Numune analizlerinde akrilamide girisim yapmast muhtemel maddelerin
temizlenmesi i¢in kullanilan ve 30 pm partikiil capli 30 mg dolgu maddesi igeren
1 mL hacimli Oasis HLB kati faz ekstraksiyon kartuslar1 Waters (ABD)
firmasindan satin alinmistir. Kat1 faz ekstraksiyon kartusuna ait analiz sertifikasi
EK 5’de verilmistir (Waters Katalog No: WAT(094225, Lot No: 066A36115A).

Ayirma ve miktar tayini islemleri 3 pm ¢apinda partikiil iceren 150 x 4.6 mm
boyutlarindaki GL Science (Japonya) marka Inertsil ODS-3 ters faz kolonu
kullanilarak yapilmistir. Kolona ait kolon performans raporu EK 6’da verilmistir
(GL Sciences Katalog No: 5020-01771, Lot No: 5J182477).

23



YONTEMLER
Hareketli Fazin Hazirlanisi

Analizler boyunca isokratik sisteme dayali bir hareketli faz akis1 kullanilmistir.
Asetonitril: su (2: 98, h/h) bilesimindeki hareketli faz ¢ozeltisi 250 mL’lik
porsiyonlar halinde A kalite cam malzeme kullanilarak hazirlanmis, ¢6zliinmiis
gazlarin uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilmis ve
devaminda 0.2 pm goézenek capli steril selilloz asetat filtreden siiziilerek
kullanilmustir.

Standart Cozeltilerin Hazirlamisi

Akrilamid standart stok ¢ozeltisi, 14.2 mg standart madde tartilip 50 mL bidistile
suda ¢oziilerek hazirlanmustir. Elde edilen ¢ozeltinin derisimi 3.99x10~ M (0.284
mg.mL", 284 ppm) olarak hesaplanmistir. Bu ¢ozelti deneylerin yiriitiildigii
calisma araligina bidistile su kullanilarak seyreltilmistir.

Metakrilamid standart stok c¢ozeltisi 17.0 mg standart madde tartilip 50 mL
bidistile suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozeltinin derisimi 3.99x107
M (0.340 mg.mL"', 340 ppm) olarak hesaplanmistir. Bu ¢ozelti analizlerde
kullanilan sabit derisime bidistile su kullanilarak seyreltilmistir.

Akrilamidin Numunelerden Ekstraksiyonu

Analizi yapilacak numunelerden 50 — 200 mg araliginda tartim alinmis ve tartilan
numune bir polipropilen santrifiij tlipline aktarilmistir. Tiip icerigine 10 mL
bidistile su eklenmis, igerik el ile 30 saniye calkalandiktan sonra vorteks ile 90
saniye boyunca 2500 rpm devirde karistirilmistir. Karisim 5600 rpm (3000 x Q)
devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki berrak kisimdan 2-3 mL
almmis ve 0.2 pm goézenek c¢apli PVDF filtreden siizlilmiistiir. Ekstraksiyon
islemi bu sekilde tamamlandiktan sonra elde edilen ¢ozelti kat1 faz ekstraksiyon
kartusu ile temizleme icin kullanilmistir.

Akrilamid Ekstrelerinin Kati1 Faz Ekstraksiyonu ile Temizlenmesi

PVDF filtreden silizme islemi sonrasinda toplanan siiziintii kat1 faz ekstraksiyonu
ile temizleme icin kullanilmisgtir. Kat1 faz ekstraksiyonu kartuslari, sirastyla 1 mL
metanol ve 1 mL bidistile su gecirilerek sartlandirilmis ve siiziintiiniin 1 mL’si
onceden sartlandirilmis olan bu kartuslardan gegirilerek temizlenmistir.
Temizleme islemi sirasinda kartustan ¢ikan ilk 10-12 damla atilmis, sonrasindaki
10 damla (yaklasik 0.5 mL) analiz islemleri i¢in kullanilmistir.

Analiz Parametreleri

UV-spektrofotometrisi ile yapilan Ol¢iimlerde maddenin maksimum absorbans
verdigi dalga boyunu tespit edebilmek amaciyla 200 — 400 nm dalga boyu
araliginda 0.1 nm duyarlilikta spektrum taramasi yapilmistir.

HPLC analizleri i¢in asetonitril: su (2: 98, h/h) bilesiminde hazirlanan hareketli
faz kolona 0.5 mL.dak™" akis hiziyla génderilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL,
kolon sicakligi 25 °C olarak segilmistir. Analitlerin detektdr yanitlart 200 nm
dalga boyuna ayarli foto diyot dizisi detektor ile Olglilmiis ve cihaza bagh
bilgisayara kaydedilmistir.
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Analizlerde kat1 faz ekstraksiyonu kartusundan gegirilerek elde edilen
temizlenmis numuneye analizden hemen Once sabit derisimdeki metakrilamid
cozeltisi katilmigtir. Analizlerde akrilamid ve metakrilamid sinyalleri sirasiyla 6.3
+ 0.1 ve 145 £ 0.1 dakikalarda gbzlenmis ve analizler 20. dakikada
sonlandirilmistir. Numunelerin kat1 faz ekstraksiyonu ile temizlenmesi nedeniyle
kolonun analiz dis1 apolar maddelerden arindirilmasi i¢in ek bir yikama programi
uygulanmamustir.

Her 10 analiz sonrasinda kolondan asetonitril: su (30: 70, h/h) ¢ozeltisi gecirilmis
ve kolonun tekrar sartlanmasi saglanmaigtir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Uluslararas1t Harmonizasyon Konferansi (ICH) tavsiyelerine uygun olarak yapilan
validasyon ve sistem uygunluk testleri sonucunda, gelistirilen yontemin yeterli
analitik kalitede veri sagladig1 tespit edilmistir. Ucer kez tekrarlanan analizler
sonucu elde edilen veriler pik normalizasyonu degerleri kullanilarak
degerlendirilmis ve incelenen gidalardaki akrilamid igerikleri hesaplanmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Yiiksek performansh sivi kromatografisi yiiksek ayirma gliciiniin yani sira,
dogruluk ve tekrar edilebilirlik gibi analitik agidan son derece Onemli
ozelliklerinden dolay1 hemen her ¢esit numunenin analizinde kullanilabilen etkili
bir ayirma teknigidir. Miktar tayininin sdz konusu oldugu tiim kalite kontrol
laboratuarlarinda sivi kromatografisi sistemleri vazgegilemez bir yere ve
istiinliige sahiptir.  HPLC kullanimi sonucunda elde edilen sonuglardaki
istatistiksel uyum ve kesinlik, bu yonteme ait dezavantajlar olarak bilinen ¢oziicii
maliyeti, yliksek saflikta ¢oziicii kullanimi ve uzun analiz siiresi gibi parametreleri
onemsiz kilmaktadir. Genel olarak, kullanilan detektore de bagl olmak kosuluyla,
cok diisiik derigimlerdeki tayinlere olanak saglamasi da HPLC ig¢in ayrica bir
istiinliiktiir. HPLC teknigi ile yapilan c¢aligmalarin ve yayinlanan makalelerin
uluslararas1 saygin kurum, kurulus ve basimevlerince Oncelikli olarak kabul
gérmesi de kullanilan teknigin gecerliligini gostermektedir. Bu yontem sayesinde
bilim diinyasinin son yillarda iizerinde 6nemle durdugu ve gecerliligini giinden
giine arttiran konulardan olan akrilamidin gidalardaki analizi ve hangi grup
besinlerde hangi miktarlarda bulundugunun saptanmasi da kolaylikla ele alinabilir
hale gelmistir.

HPLC teknigi kullanarak gidalardaki akrilamid igeriginin saptanmasi
calismalarina yontem gelistirme asamasi ile baslanmistir. Tayin i¢in 6zgilin bir
analiz yonteminin gelistirilebilmesi i¢in sabit ve hareketli faz se¢imi, uygun analiz
kosullarin belirlenmesi ve yontem gegerliliginin arastirilmasi basamaklarindan
sonra gelistirilen yontemin gercek numunelere uygulanmasi asamasi da
tamamlanmig ve ylriitilen calismalar sonucunda 6zgiin degeri yiiksek ve
uygulamada pratik bir analiz ger¢eklestirilmistir.

Akrilamidin tilkemizde iiretilen gidalardaki miktarinin tayini i¢in kullanilabilecek
uygun bir analiz yonteminin gelistirilmesi ¢aligmalarina, evrensel bir yontem olan
UV-spektrofotometrisi ile akrilamidin UV ve goriiniir bolgedeki davranislarinin
incelenmesi ile baslanmigtir. Akrilamidin sudaki ¢oziiniirliglinlin yiiksek olmast
nedeniyle, ¢oziicii olarak su kullanilarak 1.60x10™* M (11.4 pg.mL", 11.4 ppm)
derigiminde akrilamid stok ¢ozeltisi hazirlanmis, bu ¢ozeltiden bir seri seyreltme
yapilarak maddenin UV-goriinlir bolgedeki absorpsiyonu incelenmistir. Bu
asamada destekleyici bilgi saglamasi agisindan akrilamidin kimyasal yapisi da
degerlendirilmis ve m elektronlarindan kaynakli smirli bir konjiigasyona sahip
olmasit nedeniyle UV bdlgede tayin icin kuvvetli kromofor gruplara sahip
olmadig1 ve floresans vermedigi sonucuna varilmigtir. Yapilan 6n denemelerde
maddenin UV bolgedeki spektrumu alinmis ve beklendigi gibi 6zellikle uzun
dalga boylarinda absorpsiyona rastlanmamistir. Ancak yapilan deneylerde 200 nm
yakinlarinda belirgin absorbans sinyali gozlenmis ve hazirlanan bir seri
kalibrasyon c¢ozeltisinin analizi ile akrilamidin belirtilen dalga boyunda Esitlik
1’e uyan, derisime bagli dogrusal yanitlar verdigi tespit edilmistir. Bu dalga
boyunun sonraki asamalarda gelistirilecek olan HPLC yonteminde de sinyallerin
tespitinde kullanilabilecegine karar verilmistir. Akrilamidin UV bolgedeki
spektrumu Sekil 10°da ve 6l¢lim parametreleri Cizelge 4’de verilmistir.

A= 12293.71x M + 0.007 (r = 0.9999) (Esitlik 1)

Burada, A: absorbans; M: molarite’dir.

26



3.000,

2,000

R~

1.000-

-0.020

1300 Z00.0 2500 300.0 3s0.0 4000
‘wavelength [nm.)

Sekil 10. Akrilamidin 190-400 nm arahgindaki UV-goriiniir bélgedeki spektrumu
(C=1.68x10* M =11.4 ppm)

Cizelge 4. Akrilamidin UV-spektrofotometrik analizine iliskin veriler

Parametre Deger

Tarama Arahg 190 nm — 400 nm
Tarama Modu Hizlh

Aralik Genisligi 1.0

Olciim Arahg 0.05

Derisim 1.60 x 10* M (11.4 ppm)
Dalgaboyu (nm.) 199.90

Absorbans 2.088

Yiiriitiilen deneylerin tiim asamalarinda, 1s18a bagli olasi bir polimerlesmeyi
onlemek icin standart ¢ozeltiler karanlik ortamda, aliiminyum folyo ile kapli cam
kaplarda saklanmis ve giinliik olarak hazirlanmistir.

HPLC analizleri i¢in yontem gelistirme c¢alismalarina maddenin kromatografi
kolonunda yeterli siire tutunabilmesi i¢in uygun kolon (sabit faz) ve hareketli faz
secimi ile baslanmistir. Akrilamidin ¢ok yiiksek polaritede (oktanol/su dagilim
katsayist log P = -0.78) bir madde olmasi nedeniyle ters faz kolonlarda diisiik
tutunma gosterebilecegi diistinlilmiistiir. Ters faz kromatografi kolonlar1 {izerine
genis capli bir inceleme baglatilmig, bu noktada Cs ve C;s yapisinda dolgu
maddeleri ile doldurulmus HPLC kolonlar i¢ yiizey alani, boyut, icerdigi silika
yapis1 gibi parametreler agisindan incelenerek maddeyi tutabilecek giicte, yiiksek
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verimlilige sahip bir kolon arastirilmistir. Yapilan incelemelerde Cg dolgu
maddeli kolonlarin yeterli apolar yapiya sahip olmadiklari i¢in akrilamidi
alikoymada yetersiz kalacagi diisiincesine varilmis ve segenek disi birakilmustir.
Cis dolgu maddeli kolonlardan Supelco, Teknokroma, Phenomenex ve GL
Sciences firmalarinin iiretimi olan ve Nucleosil, Hypersil ve Inertsil dolgu
maddeleri ile doldurulmus kolonlar incelenmistir. Avantaj — dezavantaj
iligkilendirmesi yapilarak yiiriitiilen incelemelerde timii 4.6 mm c¢apinda olan
100, 150 ve 250 mm uzunluklarindaki kolonlardan 250 mm uzunlugundakilerin
akrilamidi fazlaca tutabilecegi, gereksiz ¢Oziicli sarfiyatina yol acacagi, analiz
sliresini ve maliyetini artirabilecegi, 100 mm’lik kolonlarin ise digerlerine kiyasla
kisa olmalar1 nedeniyle maddelerin ayirim katsayisini diistirebilecegi, dolayistyla
da yeterli kalitede bir ayirim yapilamayacag: diisiiniilmiistiir. Incelemelerde
oktadesil silan (ODS) yapisinin kimyasal g¢esitlemeleri olan ODS, ODS-2 ve
ODS-3 iizerinde de durulmus, ODS-2 kolonlarin karbon ytikiiniin fazla olmasina
ragmen ODS-3 kolonlarin digerlerine gore en az %50 daha fazla yiizey alanina
sahip oldugu disiiniilerek, kisa siirede yliksek coziiniirlikle madde analizine
olanak saglamasi bakimindan ODS-3 kolonlarin kullanilmasina karar verilmistir.

Bir bagka degisken olarak kolon dolgu maddelerinin ¢aplarinin analize olasi
etkileri de degerlendirilmistir. 3 ve 5 pm partikiil ¢apl kolonlara yonelik olarak
yapilan degerlendirmede diisiik partikiil ¢apli kolonlarin yiiksek geri basing
olusturmalarma karsilik, ayni uzunluktaki 5 pm ¢apl partikiil iceren kolonlara
gore daha iyi ayirim sagladigi diislintilmiis bu nedenle ¢oziintirliigii artirmak igin
3 wm partikiil ¢apli kolon kullanilmasinin yararli olacagina karar verilmistir.
Sonugta, GL Sciences firmasinin iiriinii olan 3 um partikiil ¢apl Inertsil ODS-3
dolgu maddesi ile doldurulmus olan 4.6 x 150 mm boyutlarindaki HPLC kolonun
kullanilmasina karar verilmistir.

Hareketli faz se¢imi i¢in yiiriitiilen ¢aligmalara genel kullanima sahip, gorece
ucuz HPLC c¢oziiciileri olan metanol, asetonitril ve su bilesimli hareketli fazlarin
denenmesi ile baglanmistir. Bu ¢aligmalarda akrilamidin yiiksek polariteye sahip
olmas1 dolayisiyla hareketli fazin apolarligit son derece diisiik tutulmaya
calisilmig, bu nedenle hareketli faz bilesimindeki organik ¢6ziicii oranlar1 hacimce
%5’in lizerine ¢ikarilmamistir. Calismalarda akrilamidin kolonda kalmasini en
fazla %100 sulu hareketli fazin sagladigi saptanmis ancak %100 sulu ¢ozeltilerin
kolon 0mriinii azaltacagi ve uzun vadede kolona zarar verebilecegi diisiincesiyle
bu hareketli fazdan vazgecilmistir. Metanol-su ve asetonitril-su bilesimine sahip
hareketli fazlar iizerine yapilan degerlendirmede ise birbiri yerine kullanilmaya
oldukca uygun olan bu ¢ozeltilerden asetonitril-su ¢ozeltisi daha diisiik viskozite
ve daha yliksek ayirma verimi sagladigi i¢in uygulamada tercih edilmistir.
Incelemelerde, asetonitrili %2 (h/h) oraninda igeren sulu hareketli fazin
akrilamidin uygun degerde tutunmasini sagladigi goriilmiis ve bu hareketli fazin
calisma boyunca kullanilmasina karar verilmistir.

Kolon ve hareketli faz se¢cimi esnasinda i¢ standart se¢imi i¢in de c¢alismalar
yuritilmiistir. Bilindigi tiizere kromatografiyi icine alan tiim yontemlerde
kromatografik parametrelerin iyi ayarlanmasi ve giinden giine sabit tutulmasi son
derece onemlidir. Clinkii maddelerin alikonulma zamanlar1 ve sinyal biiytikliikleri
analiz kosullariyla son derece ilintilidir. Hareketli faz bilesiminin, kolon
sicakliginin, detektér veriminin hatta kolonun fizikokimyasal durumunun daima
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en st seviyede veya aym degerlerde tutulmast her zaman miimkiin
olamamaktadir. Ciinkii, 6zellikle biyolojik sivi, ekstre veya benzeri karisik yapili
ornek analizleri s6z konusu oldugunda, basta kolonun kimyasal yapisi olmak
lizere bircok aletsel bilesen bu Orneklerden kotii yonde etkilenmektedir. Aletsel
parametrelerde meydana gelebilen degisimlerin yani sira, analiz yapandan
kaynaklanan degisimlerin de goriilebilmesi, kromatografik calismalarda ic
standart kullanimin1 gerekli hale getirmektedir. I¢ standart maddeler kimyasal
yapt ve davranig benzerlikleri nedeniyle ortam degiskenlerinden analiz edilen
maddeler gibi etkilenen ve analiz edilen numuneye degismez derisimde katilan
maddelerdir. Tayin islemleri bu maddelerin sinyalleri referans alinarak
yapildiginda analiz kosullarina bagli degisikliklerden kaynaklanan hatalar
engellenmekte, sonuglarin daha dogru ve kesin elde edilmesi saglanmaktadir.

Bu baglamda, analizlerde i¢ standart olarak kullanilabilecek maddeler
arastirilmistir. Yapisal benzerlik, polarite, ¢oziiniirliik ve detekte edilebilirlik gibi
baslica parametreler géz Oniine alinarak yiiriitiilen arastirmalarda, gerek kimyasal
yapilarindaki benzerlik, gerekse gidalarda bulunmamalarindan dolayi ilk etapta
metakrilamid, butiramid ve NN-dimetilakrilamid maddelerinin i¢ standart olarak
kullanilabilecek en uygun maddeler olduguna karar verilmistir. Maddelerin ve
akrilamidin molekiil yapilar1 Sekil 11°de verilmistir.

N H;C NH,
N
Hzc/W CHs
@] @]
N,N-dimetilakrilamid Butiramid
CH,
NH, NH,
H,C =
2 HzC
@] @]
Metakrilamid Akrilamid

Sekil 11. I¢ standart olarak kullamlabilecek maddelerin ve akrilamidin molekiil yapilar

Belirtilen maddelerin segilen kolon ve hareketli faz sartlarindaki davraniglari
incelenmis ve kullamlabilirligi tartistlmistir. Incelemelerde metakrilamid ve
butiramidin 15. dakika civarinda kolondan ¢iktig1, NN-dimetilakrilamidin ise
belirtilen kosularda uzun siire kolondan ¢ikmadig: tespit edilmistir. Metakrilamid
maddesi, standardinin HPLC saflikta olmasi ve esit derisimdeki butiramid
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sinyallerine gore daha yiiksek sinyal vermesi nedeniyle tercih edilmis ve
alikonulma zamani ve sinyal biiyiikliigli agisindan kullanilabilir olduguna karar
verilmigtir. Butiramid, metakrilamid ve akrilamide ait kromatogram Sekil 12°de
verilmistir.
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Sekil 12. Akrilamid (2.1 pg.mL™"), butiramid (1.84 pg.mL"') ve metakrilamid (2.08 pg.mL™")
¢ozeltilerinin kromatogrami

Akis hizinin akrilamidin tutunmasina ve sinyal biiyilikliiklerine yaptigi etkinin
incelenebilmesi i¢in bir seri deney yiiriitiilmiistiir. Caligmalarda akrilamid
(1.20x107 M, 8.6 ng.mL", 8.6 ppb) ve metakrilamid (4.61x10° M, 392 ng.mL",
392 ppb) iceren standart ¢ozelti, daha Once tespit edilen hareketli faz ve kolon
sartlarinda, akis hiz1 0.3 — 0.7 mL.dak™" araliginda degistirilerek analiz edilmis ve
sonuclar degerlendirilmistir. Deneyler sonucunda akis hiz1 diistiik¢ce akrilamid ve
IS’nin kolondan ¢ikis siirelerinin uzadigi, pik alanlarmin biyldigl, pik
tabanlariin genisledigi ve pik morfolojilerinin simetrisini kaybederek kotiilestigi;
akig hiz1 artirlldiginda ise gelis zamanlarinin azaldigi, pik tabanlarmin daraldigi,
sinyal alanlarimin azaldigi ve pik morfolojilerinin diizeldigi tespit edilmistir.
Akrilamidin tutunma zamaninin ve sinyal siddetinin akis hizina bagh degisimleri
Esitlik 2 ve Esitlik 3’de verilmistir:

Tr=-14.6356 x Fg + 14.275 (r = -0.9688) (Esitlik 2)

Burada, Tgr: tutunma zamani; Fr: akis hizi; r: korelasyon katsayisi’dir.
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A=-5815.25 x Fr + 8474.855 (r =-0.9848) (Esitlik 3)
Burada, A: alan; Fr: akis hizi; r: korelasyon katsayisi’dir.

Olumsuz bir etken olarak, akis hizinin artistyla birlikte kolon basincinin ¢ok
yiiksek degerlere ulastig1 (yaklasik 150 bar) tespit edilmis, dolayisiyla yiiksek
basinci ve pik morfolojilerinin bozulmasini engellemek igin ortalama bir deger
olan 0.5 mL.dak" degeri akis hiz1 olarak se¢ilmistir. Akis hiz1 — tutunma zamani
ve akis hizi — akrilamid sinyali grafikleri sirasiyla Sekil 13 ve Sekil 14°de
verilmistir.
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Sekil 13. Fg- T grafigi Sekil 14. Fg — A grafigi

Kolon sicakliginin akrilamid analizlerine etkisini inceleyebilmek i¢in yiiriitiilen
calismalarda kolon sicakligi 15 — 55 °C araliginda degistirilerek akrilamid ve
IS’nin gelis zamanlari, sinyal alanlari ve kolon basinci gibi degiskenler
incelenmistir. Deneyler sonucunda sicakligin artmasiyla maddelerin gelis
zamanlarmin azaldigi, pik morfolojilerinin iyilestigi ve kolon basincinin diistiigii
gozlenmistir. Sicaklik — kolon basinci ve sicaklik — tutunma zamani iliskileri
Esitlik 4 ve Esitlik 5’de verilmistir:

P=-0.65 xT+99.55 (r=-0.9996) (Esitlik 4)
Burada, T: Kolon sicakhigi; P: basing; r: korelasyon katsayisi’dir.
Tr=-0.00792 x T + 6.638 (r =-0.9939) (Esitlik 5)

Burada, Tgr: tutunma zamani; T: kolon sicakhgi; r: korelasyon katsayisi’dir.

Sicaklik artisinin  ¢dzlicli  viskozitesini azalttigl i¢in basinci dislirdiglii ve
molekiillerin kinetik enerjilerini artirdi§i i¢in maddelerin gelis zamanlarinm
kisalttig1r sonucuna varilmistir. Sicaklik degisiminin akrilamidin sinyal siddetine
belirgin bir etkisine rastlanmamistir. Calismalarda genel olarak tiim sicakliklarin
kullanilabilir oldugu goriilmiis ancak yiliksek sicakligin maddeler ve kolon
kimyas1 ilizerine bozucu etki gdstermesi ihtimali de goz Oniinde tutulmustur.
Ciinki kisa vadede yiiksek sicakligin etkileri hissedilmese de uzun vadede aletsel
ve analitik problemler yarattig1 bilinmektedir. Yontem gelistirmede amacglananin
hemen her laboratuarda kullanilabilecek genel bir analiz yontemi gelistirmek
oldugu goz oniine alinarak standart oda sicakligi olan 25 °C nin ¢aligma sicakligi
olarak secilmesine karar verilmistir. Sicaklik — basing, sicaklik - tutunma zamani
ve sicaklik — akrilamid sinyali iligkilerini gosteren grafikler sirasiyla Sekil 15,
Sekil 16 ve Sekil 17°de verilmistir.
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Aletsel bir degisken olarak detektoriin sinyal toplama frekansinin etkisi de
incelenmistir. Sinyal toplama frekans1 40.00 — 0.78 Hz araliginda degistirilerek
giirtiltii ve pik morfolojileri iizerine etkileri degerlendirilmistir. Frekansin artisi ile
cihaz giriltisiiniin arttifi ve pik morfolojilerinin 1iyilestigi belirlenmistir.
Giiriiltintin ~ disik tayin limitlerine inebilmede bir engel olusturdugu
diisiiniildiginden veri toplama frekans1 diisiik tutulmus ve 1.56 Hz olarak
belirlenmistir.

Yukarida belirtilen 6n arastirmalar dogrultusunda yiiriitiilen analizlerde, akrilamid
ve IS igeren standart c¢ozeltinin analizi yaklasik 20 dakikada tamamlanmistir.
Gelis zamanlarina gére maddeler sirasiyla, AA i¢in 6.3 + 0.1 ve IS i¢in 14.5 £ 0.1
dakikada detekte edilmistir. Standart maddelere ait kromatogram Sekil 18’de
goriilmektedir.
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Sekil 18. Akrilamid (AA, 2.85 — 11.43 ppb) ve metakrilamid (MAA, 392 ppb) iceren
¢ozeltilerin kromatogram

Sekil 18’de de goriildiigli gibi, analitlerin kolondan ¢ikis1 yaklasik 15 dakikada
tamamlanmistir. Maddelerin analizin 6zellikle ilk dakikalarinda kolonda
kalmalar1 sayesinde, sinyallerinin 6rnekten ileri gelen analiz dis1 bilesenlerin
sinyalleriyle ¢cakismasi engellenmis ve sonugta yontemin segiciligi arttirilmistir.
Biitiin olarak ele alindiginda, yontemin gida {iriinlerinin analizine uygun oldugu
distiniilmektedir.

Analizler esnasinda kaydedilen kromatogramlar analiz cihazinin bagl oldugu
bilgisayara yiiklii olan veri analiz programi ile degerlendirilmistir. Akrilamidin ve
metakrilamidin (i¢ standart) detektor yanitlari, pik normalizasyonu (PN) yontemi
kullanilarak birlikte degerlendirilmistir. PN degeri, sinyal alaninin tutunma
zamanina boliinmesiyle hesaplanmistir. Validasyon c¢aligsmalari, akrilamidin
degisen derisimlerine karsi i¢ standardin sabit bir derisimi kullanilarak, yani
analitin PN degeri i¢ standardin PN degerine oranlanarak yiiriitilmiistiir. PN
degerlerinin alan yanitlarina tercih edilmesi ile alet, ortam veya analizci kaynakl
degisimlerden ileri gelen ve analizi etkileyen faktorlerin etkisi en aza indirilmistir.
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Validasyon caligmalar1 6ncesinde HPLC sisteminin ve gelistirilen yOntemin
yeterli kalitede kabul edilebilir veri sagladiginin tespiti i¢in sistem uygunluk
testleri yapilmistir. Bu testlerde teorik tabaka sayisi, kuyruklanma, asimetri,
kapasite, se¢icilik ve ¢oziiniirliik faktorleri, pik alanlarinin ve gelis zamanlarinin
bagil standart sapmalari (BSS) hesaplanmistir. Birlesik Devletler Farmakopesi
(USP) olgiitlerine gore yapilan degerlendirmede HPLC yonteminin analiz
yapmaya uygun oldugu diisiincesine ulasilmistir. Sistem uygunluk testlerinin
sonuclar1 Cizelge 5’de verilmistir.

Cizelge 5. Sistem uygunluk testlerinin sonuclar1 (Sabit faz: GL Sciences Inertsil® Cg
(150x4.6 mm., 3 pm); hareketli faz: CH;CN: H,O (2: 98), h/h)

Parametre Analiz degeri | Tavsiye edilen deger
Tutunma zamani (dak) 6.3+0.1 N/A
Kapasite faktorii (k') 11.9 >2
Asimetri faktorii (Ay) 1.1 0.95<x<1.2
Kuyruklanma faktorii (T) 1.1 <2
Secicilik faktorii (o) 8.4 >1
Coziiniirliik faktorii (R;) 26.9 >2

Teorik tabaka sayis1 (N) 18496 > 2000
Tutunma zamanmin %BSS 0.06 <1

Pik alanimin %BSS 1.37 <15

Gelistirilen yontem, analitik yontemlerin validasyonu {izerine Uluslararasi
Harmonizasyon Konferansi (ICH) tarafindan yayinlanan kilavuzda belirtilen
Oneriler dogrultusunda valide edilmistir. Bu kilavuz dogruluk, kesinlik,
dogrusallik, aralik, tayin alt sinir1, saptama siniri, segicilik, saglamlik ve sistem
uygunluk testlerinin yapilmasini 6nermektedir.

Yontemin  dogrulugunu ve  karmasik numunelere  uygulanabilirligini
belirleyebilmek amaciyla standart katma yontemine dayali geri kazanim
calismalar1 yapilmistir. Analit dis1 bilesenlerin yontem ile yaptigr etkilesim,
bilinen derisimde akrilamid - metakrilamid karigiminin, 6nceden analiz edilmis
numunelere katilmasi ve analiz edilmesi yoluyla tespit edilmistir. Geri kazanim
verileri 3 farkli numuneye (kahve, biskiivi ve patates cipsi) katilan 3 farkl
derisimdeki ¢ozeltinin 3’er kez analiz edilmesi ile elde edilmistir. Tekrarlanan
deneyler sonucunda elde edilen veriler, dogrusallik ¢aligmalari sonucunda elde
edilen kalibrasyon denklemi kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore numune bilesenleri analize konu olan maddelerin tayinine olumsuz
etkide bulunmamaktadir. Yontemin dogruluguna iliskin deneysel veriler Cizelge
6’da sunulmustur.
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Cizelge 6. Yontemin dogruluguna iligkin yiiriitiilen calismalarin sonuglar: (n=3)

Derisim Eklenen AA | Bulunan AA Geri Kazanim
Numune Yiizdesi (ng.mL™") (ng.mL™") Yiizdesi
50 2.85 2.79 98
100 8.55 8.30 97
150 14.26 14.11 99
50 2.85 2.74 96
Kahve 100 8.55 8.38 98
150 14.26 13.83 97
50 2.85 2.68 94
100 8.55 8.13 95
150 14.26 13.26 93
Kahve numunesi ortalama geri kazanimi 96
50 2.85 2.79 98
100 8.55 8.13 95
150 14.26 13.97 98
50 2.85 2.77 97
Biskiivi 100 8.55 8.21 96
150 14.26 13.54 95
50 2.85 2.71 95
100 8.55 8.30 97
150 14.26 13.54 95
Biskiivi numunesi ortalama geri kazanimi 96
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Cizelge 6. (Devam) Yontemin dogruluguna iliskin yiiriitiilen ¢calismalarin sonuc¢lari (n=3)

50 2.85 2.79 98
100 8.55 8.04 94
150 14.26 13.54 95
50 2.85 2.79 98
P:it;stfs 100 8.5 8.47 99
150 14.26 13.97 98
50 2.85 2.71 95
100 8.55 8.21 96
150 14.26 13.83 97
Patates cipsi numunesi ortalama geri kazanimi 97
Ortalama geri kazanim 96

Standart sapma 1.65

% Bagil standart sapma 1.71

Giiven araligi (0=0.05 anlamlilik diizeyinde) 0.62

Yontemin kesinligi tekrar edilebilirlik calismalariyla saptanmistir. Bu amagla,
yontemin dogrusalliginin tespitinde kullanilan 8.55 ng.mL" derisimdeki akrilamid
¢oOzeltisi ayn1 giin iginde ve ardigik 3 giin siire ile belirlenen kosullarda analiz
edilmistir. Sonuglara ait standart sapma, bagil standart sapma ve giliven araligi
degiskenlerinin istatistiksel olarak degerlendirildigi incelemede gelistirilen
yontemin kesinlik bakimindan yeterli analitik hassasiyete (%BSS <2.0) sahip
oldugu tespit edilmistir. Kesinlik sonuglar1 Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Kesinlik calismalarinin istatistiksel degerlendirmesi

1. Giin (n=8) | 2. Giin (n=8) | 3. Giin (n=8) | Giinler arasi (n=24)
Ortalama 0.079 0.080 0.080 0.080
SS 0.001 0.001 0.001 0.001
% BSS 1.18 1.26 1.69 1.38
GA 0=0.05 0.0006 0.0007 0.0009 0.0004

SS: Standart sapma; BSS: Bagil standart sapma; GA: Giiven araligi

Yontemin dogrusalligii test etmek icin 4.01 x 10° M — 2.01 x 107 M (2.85 —
11.43 ng.mL") araliginda akrilamid ve metakrilamid standartlarini igeren seri
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¢Ozeltiler hazirlanmis ve belirtilen analiz kosullarinda analiz edilmistir.
Dogrusalligin giin i¢i ve giinler arast uygulamalardaki degisimini tespit edebilmek
icin deneyler 3 giline yayilarak yiiriitiilmiistiir. Toplanan veriler en kiiciik kareler
metoduyla degerlendirilmis, buna gore egim, kesim ve bu degerlerinin standart
sapmalart ile korelasyon katsayist hesaplanmistir. Korelasyon katsayisinin 0.9998
bulundugu deneylerde yontemin belirtilen aralikta dogrusal sonuclar verdigi ve
Lambert-Beer yasasina uydugu sonucuna varilmistir. Yontemin giin i¢i ve giinler
arasi dogrusalligina iliskin istatistiksel veriler Cizelge 8’de sunulmustur.

Cizelge 8. Giin ici ve giinler arasi dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

1. Giin (n=5) | 2. Giin (n=5) | 3. Giin (n=5) | Giinler arasi1 (n=15)
Arahk (ng.mL™") 2.85-11.43
Egim 8.44x 107 8.54x 107 8.62x 107 8.53x 107
Kesim 7.77x 107 7.63x 107 6.66 x 107 7.35x 107
rx? 8.13x 10 8.13x 10 8.13x 10 2.44 x 107
Ty’ 5.79x 107 5.93x 107 6.04x 107 1.78 x 107
Zxy 6.86x 10" 6.94x 10 7.01x 10" 2.08 x 10
Kesim SS 8.54x 10" 1.43x 107 5.64x 10" 2.41x 107
Egim SS 9.47x 10” 1.59x 10 6.28 x 107 1.54x 10"
r 0.9999 0.9998 0.9999 0.9998
GAg0s +£9.02x10° | £1.51x10* | £5.96x 107 +8.48x 107

¥x?: x kareler toplami; Ty*: y kareler toplami; £xy: x ve y degerleri ¢arpimi toplami; SS: Standart
sapma; r: Korelasyon katsayisi; GAy— 5 Giiven araligi (0.05 anlamlilik diizeyinde)

Yontemin caligma araliginin  belirlenmesinde, analizlerde elde edilebilecek
akrilamid sinyallerin biiyiikliikleri ve bunlara karsilik gelen derisimler g6z oniine
alimmistir.  Yapilan analizlerde kromatografik sisteme enjekte edilen
numunelerdeki akrilamid derisimlerinin ¢alisma araliginda oldugu tespit
edilmistir.

Yontemin saptama sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ), kalibrasyon esitliginin
egimi ve kesim degerinin standart sapmasi kullanilarak hesaplanmistir. Kesimin
standart sapmasinin egime oraninin kullanildig1 hesaplamalarda elde edilen oran
degeri saptama sinir1 i¢in 3.3, tayin sinir1 igin ise 10 ile ¢arpilmistir. Hesaplamada
kullanilan istatistiksel veriler dogrusalligin giinler aras1 c¢alismalarindan elde
edilmistir. Bu yolla hesaplanan LOD ve LOQ degerleri Cizelge 9°da verilmistir.
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Cizelge 9. Yontemin saptama sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri

1.set (n=8) | 2.set(n=8) | 3.set(n=8) | Ortalama (n=24)
Aralik (ng.mL™") 2.85-14.26
Kesim SS 8.54x10% | 143x10* | 5.64x10™ 241x 107
Egim 844x10° | 854x10° | 8.62x107 8.53x 107
LOD (ng.mL™) 0.34 0.55 0.22 0.93
LOQ (ng.mL™") 1.01 1.67 0.65 2.82

LOD: Limit of detection (Saptama sinir1); LOQ: Limit of quantitation (Tayin alt sinir1)

Kromatografik yontemlerin en 6nemli parametrelerinden olan ve analizi yapilan
maddenin, numunedeki girisim yapabilecek diger maddelerin varliginda dahi tam
ve dogru olarak tayin edilebilecegini gdstermesi anlamina gelen segiciligin
belirlenmesi i¢in numune analizlerinde elde edilen kromatogramlar analitik olarak
degerlendirilmistir. Segiciligin belirlenmesinde ayirim faktdriiniin 1.0’den biiyiik
olmas1 referans alinmig, akrilamid ve IS icin ayirim faktorleri hesaplanmistir.
Numunelerin genelinde ayirim faktoriiniin hedeflenen degerin iizerinde oldugu
bulunmustur. Bu sonu¢ ile yontemin yeterli secicilige sahip oldugu kabul
edilmistir.

Yontemin saglamliginin test edilmesi i¢in mobil fazin organik ¢éziicii icerigi, akis
hizi, dalga boyu, kolon sicakligi ve kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) kartusunun
sartlandirma basamaklar lizerinde kiiglik degisiklikler yapilarak akrilamid ve IS
sinyalleri iizerine etkileri incelenmistir. Bunlara ek olarak akrilamid ve
metakrilamidin analizlerde kullanilan polipropilen ve cam bazli yardimei
malzemelerin temas yiizeylerine adsorpsiyonu iizerine de birtakim incelemeler
yapilmustir. Sonucta bu degisikliklerin akrilamid analizlerine anlamli etkilerde
bulunmadig tespit edilmistir.

Miktar tayininin temel basamaklarindan biri olarak akrilamidin gida
maddelerinden ekstraksiyonu igin sivi-sivi, Soxhlet ve kati faz ekstraksiyonu
yontemlerinin  kullanilabilirligi  incelenmistir.  Yapilan ©n incelemelerde,
ekstraksiyon i¢in tercih edilecek yontemin akrilamidin yan sira gidalarin i¢inde
bulunabilecek baska maddeleri de c¢ekebilecegi, bu olumsuz durumun
olabildigince engellenmesi gerektigi {iizerinde durulmustur. Diger gida
bilesenlerine ait sinyallerin analizler esnasinda akrilamid veya IS pikleri ile
girisim yapmas1 veya yiiksek polariteli hareketli faz nedeniyle yeterince
stiriiklenememesi sonucu kolonda birikerek analiz sartlarin1 bozmasi, yiiksek
olasiliklt bir ihtimal olarak degerlendirilmistir. Bu noktada 6zellikle apolarlig
ylksek (yagda ¢oziinen) maddelerin ekstre edilmemesinin kolon sagligi ag¢isindan
bir gereklilik oldugu sonucuna varilmistir. Akrilamidin ¢oziiniirlik 6zellikleri
incelendiginde en fazla suda ve metanolde ¢oziindiigii goriilmiistiir. Ters faz
kromatografilerde kolonda tutunabilecek bir¢ok apolar maddenin metanolde
¢Oziindiigli ve akrilamidin sudaki ¢6ziliniirliigiiniin en yiiksek oranda gerceklestigi
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g0z Oniine alinarak, ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak suyun tercih edilmesinin yararli
olacagina karar verilmistir.

Ekstraksiyon ic¢in yontem gelistirme ¢aligmalarina numunelerde bulunan
akrilamidin tamamini c¢ekebilecek ¢oziicii cinsi, hacmi ve uygulama yolunun
belirlenmesi ile baglanmistir. Yapilan literatiir incelemelerinde akrilamidin sudaki
¢Oziiniirliigliniin yiiksek olmasindan dolayr gida maddelerinde bulunabilecek
ortalama akrilamid miktarinin suda tamamen c¢oOziinecegi fikrine ulagilmustir.
Bir¢ok kaynakta 2 — 3 g numunenin igerdigi akrilamidin 100 mL ¢oziicii ile
yiiksek verimle g¢ekilebilecegi belirtilmektedir (Wenzl ve ark., 2003; Castle ve
Eriksson, 2005; Zhang ve ark., 2005). Bu bilgi 1s181inda ¢oziicii sarfiyatinin ve
gerekli numune miktarinin distik tutulabilmesi i¢in 50 — 200 mg numuneye
karsilik ¢oziicii olarak 10 mL su kullanilmasina karar verilmistir.

Numunenin ¢oziicii ile muamele edilme siiresinin ekstraksiyon verimine etkisinin
incelendigi deneylerde verimin, 90 saniyelik uygulama siiresine kadar artis
gosterdigi, bu siireden sonra zamandan bagimsiz olarak dogrusal bir grafik
sergiledigi goriilmiistiir. Bu saptamalar dogrultusunda ekstraksiyon siiresi olarak
2 dakikanin yeterli olacagi sonucuna varilmigtir. Cam veya polipropilen
malzemenin analizlere etki etmedigi bulgusundan yola c¢ikilarak yapilan
uygulamada, uygun sekilde pargacik boyutu diisiiriilen numuneler tartildiktan
sonra bir polipropilen santrifiij tlipiine alinms, tizerine 10 mL distile su eklenmis,
30 saniye karigtirildiktan sonra 90 saniye makine ile 2500 rpm devirde
calkalanmistir. Uygulanan ekstraksiyon yonteminin hem kimyasal hem de fiziksel
etkileri olmasi nedeniyle, ¢oziinmeyen partikiillerin ¢oktiiriilmesi i¢in bu sekilde
hazirlanan karisim yiiksek devirde (5600 rpm = 3000 x ¢) santrifiij edilmis ve
tistteki berrak kisimdan 2-3 mL alinarak sonraki islem basamaklarina geg¢ilmistir.

Calkalama sirasinda fiziksel veya kimyasal etkilerle ekstreye gecmis olan apolar
ozellikli bilesenlerin ekstreden temizlenmesi i¢in uygulama kolayligina sahip ve
etkili bir yoOntem olmasi nedeniyle kati faz ekstraksiyonunun (SPE)
kullanilmasina karar verilmistir. Bu amaca yonelik olarak kullanilabilecek SPE
kartusu tiplerinin belirlenebilmesi i¢in yapilan literatiir incelemelerinde numune,
ekstraksiyon tipi ve ekstraksiyon kosullarina gore birgok SPE kartusunun
kullanildigr goriilmiistiir. Kullanilan ¢6ziicliniin su olmasi ve akrilamidin polar
ozellikli bir madde olmasi nedeniyle ters faz prensibine gore ¢alisan Oasis HLB
SPE kartusunun (Waters) kullanilmasina karar verilmistir.

Ekstraksiyon kartusunun sartlandirilmasi lizerine yapilan calismalarda, {iretici
firmanin tavsiye ettigi sartlandirma basamaklar1 olan ve kartustan sirasiyla 1 mL
metanol, ImL su ve 1 mL numune gegirilmesini tavsiye eden yontem referans
almarak metanol, su ve numune hacimlerindeki degisimin temizleme islemine
etkileri arastirilmistir. Yapilan testlerde baslangic basamaginda gegirilen metanol
ve su miktarinin artirilmasinin yonteme bir katkis1 goriilmemekle birlikte
azaltilmas1 durumunda numune kromatogramlarinda yabanct madde sinyallerinin
artis gosterdigi gozlenmistir. Ayrica gecirilen numune miktarinin artirilmasinin da
kirliliklerin artisina yol actigi belirlenmistir. Bunun {izerine {iretici firma
tarafindan tavsiye edilen sartlandirma basamaklarina bagli kalinmasina karar
verilmistir. Bu sekilde gerceklestirilen temizleme islemi icin santrifiij sonrasinda
alian ekstrenin 1 mL’si SPE kartusundan gegirilmistir. Numunenin ekstraksiyon
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kartusunda gecirilmesi sirasinda kartustan c¢ikan ilk 10 -12 damla kartusta
sartlandirma isleminden kalmis olabilecek su ile seyrelmemesi icin atilmis,
sonraki 10 damla (yaklasik 0.5 mL) alinarak bir polipropilen vialde
biriktirilmistir.

Literatiir caligmalarinda aminoasit ve proteinleri uzaklastirmak i¢in Carrez I ve II
¢ozeltilerinin kullanildig1 belirtilmektedir (Delatour ve ark., 2004; Hoenicke ve
ark., 2004; Gokmen ve ark., 2005). Bu uygulama yararli sonuclar dogursa da
genel olarak bakildiginda uygulama basamaklarinin artmasi nedeniyle akrilamid
geri kazanimimi digiirecegi ve madde kaybina yol agacagi aciktir. Gelistirilen
yontemde bu nedenle ek bir ¢oktiirme islemi uygulanmamustir.

Yukarida belirtilen temizleme isleminden sonra elde edilen numuneye i¢ standart
katilmis ve analiz edilmistir. Bunun icin temizlenmis olan numunenin 0.4 mL’si
alinmus, lizerine 0.1 mL metakrilamid ¢ozeltisi katilmis ve kromatografik sisteme
enjekte edilmistir.

Uygulanan ekstraksiyon ve temizleme yontemi Sekil 19°da gosterilmistir.
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Sonraki 10 damla alir ilk 8-10 damla atilir

/;? Vortex
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Sekil 19. Uygulanan ekstraksiyon ve temizleme yontemi

Calismanin olabildigince genis bir yelpazede gergeklestirilebilmesi igin birgok
farkli gida maddesi piyasadan toplanmis ve analiz edilmistir. Calismada cesitli
kaynaklardan saglanan 80 farkli numunenin analizi, belirlenen kosullarda
gergeklestirilmis, analizler sonucu elde edilen kromatogramlardan bazilar1 Sekil
20 - Sekil 30°da verilmistir.
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Sekil 20. Baklava numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 21. Ekmek kabugu numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 22. ECB bebe biskiivisi numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 23. M siitlii cikolata numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 24. NC kahve numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 25. N kafeinsiz kahve numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 26. NG kahve numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 27. ND cikolata numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 28. Patates kizartmasi numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 29. E sade tahin helva numunesinden elde edilen kromatogram
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Sekil 30. UCK biskiivi numunesinden elde edilen kromatogram

Kromatogramlardan elde edilen sonuglara gore, her numune igerisindeki
akrilamid miktar1 ayr1 ayr1 hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 10°da verilmistir.

Cizelge 10. Analizi yapilan gida iiriinlerinin akrilamid icerikleri (n=3)

Numune Cinsi Bulunan Miktar (mg.kg™)
E Cesme Suyu 0.00
K Su 0.00
E Su 0.00
Tel Kaday1f 0.01
Tulumba Tatlis1 0.02
Toz Seker 0.10
Kiip Seker 0.11
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Cizelge 10. (Devam) Analizi yapilan gida iiriinlerinin akrilamid icerikleri (n=3)

Tel Kadayif (Ev Yapimi) 0.12
P Normal Ketgap 0.12
C Normal Ketcap 0.16
[rmik Helvast 0.17
Baklava Serbeti 0.22
Ekmek Kadayifi 0.22
CM Kahve Beyazlatici 0.24
Gobete Boregi (I¢ Kisim) 0.26
N Cikolatali Kahvaltilik Gevrek 0.32
Antep Fistig1 0.38
LEG Cay 0.43
ECB Bebe Biskiivisi (I¢ Kisim) 0.49
Dondurma Kiilahi 0.53
E Cavdarl1 Biskiivi 0.58
E Sade Tahin Helva 0.58
ithal Yaprak Cay 0.59
LC Patates Cipsi (Agik Renk) 0.68
N Sade Kahvaltilik Gevrek 0.68
LYL Poset Cay 0.83
EKGB Kek 0.90
PO Patates Cipsi 0.90
K Mercimekli Cabuk Corba 1.10
Su Boregi 1.17
M Patates Cerezi 1.25
M Petit Beurre Biskiivi 1.25
UDK Gofret 1.26
Cevizli Baklava 1.32
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Cizelge 10. (Devam) Analizi yapilan gida iiriinlerinin akrilamid icerikleri (n=3)

UKGB Kek 1.35
K Kremali Domates Cabuk Corba 1.38
UCK Biskiivi 1.41
Patlamis Misir 1.42
K Kremali Tavuk Cabuk Corba 1.48
EC Kraker 1.50
Fistikli Saray Burma 1.58
ECB Bebe Biskiivisi (Dis Kisim) 1.66
Kavrulmus Findik 1.68
E Kakaolu Biskiivi 1.76
EEL Kizarmis Ekmek 1.83
ND Cikolata 2.00
Fistik Kahvesi 2.09
LM Patates Cipsi 2.09
S Kakaolu Kaymakli1 Biskiivi 2.12
Simit (Kabuk) 2.36
KME Kahve 2.37
Balli Balli Tatlis1 2.47
EK Biskiivi 2.60
Gobete Boregi (Orta Kisim) 2.83
MYL Elmal1 Biskiivi 2.98
UB Cikolatali Biskiivi 3.25
Ekmek Kabugu (Ev Yapimi) 3.26
U Petit Beurre Biskiivi 3.28
M Beyaz Cikolata 332
M Siitlii Cikolata 3.34
M Findikli Cikolata 341
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Cizelge 10. (Devam) Analizi yapilan gida iiriinlerinin akrilamid icerikleri (n=3)

Patates Kizartmasi (A¢ik) 342
M Balli-Bademli Cikolata 3.53
E Petit Beurre Biskiivi 3.55
Gobete Boregi (D1s Kisim) 3.56
M Antep Fistikli Cikolata 4.01
M Bitter Cikolata 4.61
Kakao 5.35
E Kakao Kremali Gofret 6.01
LC Patates Cipsi (Koyu Renk) 8.57
Mirra Kahve 9.03
E Cifte Kavrulmus Biskiivi 11.39
Patates Kizartmasi (Koyu) 14.45
NC Kahve 17.22
Karamelli Kahve 20.24
JM Kahve 20.71
Vanilyali Kahve 21.30
NG Kahve 22.02
JM Kahve 32.95
N Kafeinsiz Kahve 38.82

Cizelge 10°da goriildiigii gibi, akrilamid farkli gidalarda farkli miktarlarda
bulunmaktadir. Sonuglarin yorumlanmasi ile akrilamidin hangi tip {riinlerde
goreceli olarak az ya da ¢ok bulundugu tespit edilmigtir. Numuneler iizerine
yapilan tekli degerlendirmelerin yani sira numune gruplarina iliskin toplu
degerlendirmeler de yapilmistir. Numune gruplarina iligkin sayisal veriler Cizelge
11°de verilmistir.
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Cizelge 11. Numune gruplarinin akrilamid profili

Numune grubu Numune sayis1 | Ortalama deger + SS (mg.kg")
Su 3 0.00 £ 0.00
Seker 2 0.11 £0.01
Ketgaplar 2 0.14 +£0.03
Caylar 3 0.62 +0.20
Tatlilar 10 0.67+£0.84
Cerezler - gevrekler 5 0.90 +£0.62
Corbalar 3 1.32+0.20
Borekler 4 1.96 £ 1.51
Gofretler - kekler 4 238+243
Ekmek — simit 3 2.48 £0.72
Biskiiviler 15 2.56 +2.65
Cikolatalar 7 3.46 +£0.80
Patates cipsleri 7 448 +5.17
Kahveler 10 17.46 £ 11.97

Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda varilan nokta, diger aragtirmaci gruplarin
bulgular1 ile uyusur nitelikte olmak iizere, akrilamidin yiiksek sicakliga maruz
birakilan gida iirlinlerinde bol miktarda bulundugu ve bu gidalar yoluyla fazlaca
tiketildigidir. Yapilan incelemelerde iirlinlerin farkli sicakliga maruz kalan
bolgelerinde, akrilamid miktarinin uygulanan sicaklikla dogru orantili olarak
arttig1 tespit edilmistir. Deneysel sonuclar gdstermektedir ki akrilamid en fazla
kahve, patates kizartmasi ve ¢ikolata tiirlerinde bulunmaktadir. Bu bulgularin yani
sira yiiksek sicaklikta ve tekrarli pisirme islemine maruz birakilan iiriinlerde
akrilamid miktarin arttig1 (gifte kavrulmus biskiivi gibi) ve geleneksel gida
tiirlerinde goreceli olarak diisiik miktarlarda bulundugu sonucuna varilmistir.

Gidalarla alim yoniinden ele alindiginda akrilamide maruz kalan bireylerde
beslenme yoluyla akut toksik etkilerin goriilme olasiligi oldukca diisiik
goriinmektedir. Ne var ki siirekli maruziyet s6z konusu oldugunda noérotoksik ve
karsinojenik etkilerin goriilebilecegi acgiktir.

Risk Degerlendirmesi

Akrilamidin zararli etkileri ilizerine bir¢cok calisma ve risk degerlendirmesi
yapilmistir. Calismalarin geneli incelendiginde, akrilamidin 6zellikle ndrotoksik
ve karsinojenik etkileri dikkati c¢ekmektedir. 1990 — 2002 yillar1 arasinda
akrilamide yonelik olarak yapilmis olan risk degerlendirmelerinin 6zetlendigi bir
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calismada belirtildigi tizere (Ruden, 2004), akrilamidin deney hayvanlar ve
insanlar icin karsinojenik etkili bir madde oldugu giiniimiizde birgok {iilkenin
resmi saglik ve gida kuruluslarn tarafindan kabul edilmistir. Ne var ki 1988
yilindan oOnceki degerlendirmelerde akrilamidin insanlar ve hayvanlar igin
karsinojenik olmadig1 goriisii yaygindi (Rice, 2005). Bull ve ark. (1984a ve
1984b) ve Johnson ve ark. (1986) tarafindan yapilmis olan ve akrilamidin
farelerdeki karsinojenik etkilerini belirten c¢alismalarin bu tarihten ¢ok Once
yaymlanmis olmasi, konuya o yillarda gerekli hassasiyetin gdosterilmemis
oldugunun bir gostergesidir.

Ulkeler bazinda yetiskinlerin akrilamid alim {izerine yapilan tahminlerde
bireylerin giinde 0.3 — 5.1 pugkg' diizeyinde akrilamid aldigi, bu degerlerin
cocuklarda iki-li¢ kat fazla oldugu belirtilmektedir. Giinliik toplam akrilamid
aliminda baslica pay sahibi olan gida gruplari patates kizartmalart (%16-30),
patates cipsleri (%6-46), kahve (%13-39), hamur isleri ve biskiiviler (%10-20) ve
ekmek (%10-30) olarak tespit edilmistir (JECFA, 2005); diger gida gruplarinin
katkist %10 dolaymdadir. Ne var ki yapilan ¢aligmalarda daha ¢ok bati tarzi
diyetlerin referans alinmasi, dogu tarzi diyetlerin akrilamid profilinin tam olarak
belirlenememesine yol agmaktadir. Bu nedenle, yayinlanan degerlerin diyet
ozellikleri bakimindan biiyiik farkliliklar goriilen iilkelerde ¢ok farkli diizeylere
ulasabilecegi beklenebilir.

Akrilamidin ortalama giinliilk alim miktarlar1 konusunda farkli kuruluslar
tarafindan bir¢ok deger yaymlanmistir. WHO, akrilamidin giinliik alim miktarini
0.3-0.8 pg.kg! araliginda, FDA ise 0.4 pg.kg' olarak belirlemistir (Canady, 2002;
WHO, 2002). Akrilamidin kabul edilebilir giinlik alim dozu (ADI) ise FDA
verilerine gore 0.2 pg.kg'.giin" olarak saptanmigtir (Canady, 2002).

WHO ve FAO tarafindan ortaklasa yayinlanan bir raporda, akrilamide maruz
kalma sinirlarinin (MOE) belirlenmesine yonelik bazi saptamalara yer verilmistir
(JECFA, 2005). 0.001 — 0.004 mg.kg".glin" araligindaki giinliik akrilamid alimi
temel alinarak yapilan saptamalarda, noronlardaki morfolojik degisikliklerin
goriildiigh NOAEL degerine gore (0.2 mg.kg'.glin") hesaplanan MOE degerleri
200-50, diger yan etkilerin gorildiigii NOAEL degerine gore (2 mg.kg'.giin")
hesaplanan MOE degerleri ise 2000-500 araliginda tespit edilmistir. Raporda,
tahmin edilen gilinliik alim miktarlariyla karsilastirildiginda bu degerlerin tehlike
olusturabilecek diizeyden uzak oldugu, ancak yiiksek dozlara maruz kalma soz
konusu oldugunda ndron harabiyeti riskinin goz ardi edilmemesi gerektigi
belirtilmistir. Raporda ayrica 0.001 — 0.004 mg.kg"'.glin" dozlarindaki akrilamid
aliminin kanser olusturma riski {izerine etkisini konu alan ek bir inceleme de
yapilmigtir. Inceleme sonucunda, elde edilen MOE degerlerinin genotoksik ve
karsinojenik bir madde i¢in diisiik sayilabilecek diizeyde oldugu, ancak yine de
insan saglig1 acisindan 6nem tasidigi degerlendirmesine varilmistir.

Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi (EPA), bireylerin akrilamid alim dozuna
karsilik kansere yakalanma riskleri iizerine yaptigi degerlendirmede, kansere
yakalanma olasiligini, hayat boyu 1 pg.kg”.giin” dozunda akrilamid alan kisiler
icin % 0.45, 0.02 pg.kg”.giin" dozunda alanlar igin ise % 0.01 olarak belirlemistir
(http-3). Bu olasilik WHO tarafindan 0.14 pgkg”.giin” i¢in % 0.01 (WHO,
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1996), Norve¢ Gida Kontrol Otoritesi tarafindan 0.08 pg.kg”.giin™ i¢in % 0.01
(NFCA, 2002) olarak belirlemistir.

Tiim bu veriler 1s181nda, akrilamidin insanlar i¢in norotoksik ve karsinojenik bir
tehlike oldugu konusunda uluslararasi yaklagimlarin fikir birligi i¢inde oldugu
aciktir. Ancak akrilamidin insanlar iizerindeki karsinojenik etkisinin sayisal
olarak ifadesi i¢in yeterli diizeyde epidemiyolojik verinin bulunmamasi, kesin ve
giivenilir bir degerlendirme yapilmasini ve net bir sonuca ulagilmasini olanaksiz
hale getirmektedir (JECFA, 2005). Risk degerlendirme komiteleri, akrilamid
riskinin devam etmekte olan karsinojenite ve uzun-donemli ndrotoksisite
calismalari 1s181nda tekrar degerlendirilmesini ve gidalarda akrilamid olusumunun
azaltilmasina yonelik ¢alismalarin devam ettirilmesini tavsiye etmektedirler.

Tiirkiye acisindan degerlendirildiginde ise resmi makamlar tarafindan bu konuya
yonelik yapilmis herhangi bir girisime rastlanmamistir. Bu, ililkemizde yasayan
bireylere yonelik bir risk degerlendirmesinin heniiz yapilmadigi anlamina
gelmektedir. TUBITAK biinyesinde akrilamid analizlerine yonelik ¢alismalar
yapilmakla birlikte bilindigi kadariyla akrilamid kaynakli risklere yonelik bir
rapor yayinlanmamustir.
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SONUC ve ONERILER

Bu calisma, iilkemizde {iretilen gida maddelerinin akrilamid igeriginin ele
alinmas1 yoniinden yiiriitiilmiis 6zgiin bir ¢aligmadir. Foto diyot dizisi detektor ile
tayin iizerine kurulu olan ydntem, basit ve hizli islem basamaklarina sahiptir ve
Oneriler dogrultusunda valide edilmistir. Gelistirilen sivi  kromatografisi
yonteminin baslica avantajlar1 kullanilan kimyasallarin ucuzlugu ve kolay
bulunabilir bir i¢ standarda sahip olmasidir. I¢ standardin pik normalizasyonu ile
birlikte kullanilmasi yontemi dis faktorlerden kaynaklanan etkilere karst daha
dayanikli bir hale getirmistir. Hicbir 6n deristirme ve tiirevlendirme isleminin
yapilmadig1 goz Oniine alinirsa, yontemin tayin ve saptama sinirlarinin foto diyot
dizisi dedeksiyona dayali bir yontem icin oldukga iyi ve MS dedektorlii sistemler
ile karsilastirilabilir 6l¢lide oldugu sonucuna varilabilir. Deneysel ve istatistiksel
incelemeler sonucunda, gelistirilen ydntemin, yalnizca birkag {irtine degil
birbirinden farkli birgok gida ¢esidine uygulanabilir oldugu da net bir sekilde
gosterilmistir.

Calismaya konu edilen ve insan sagligi agisindan zararlari ispatlanmis olan
akrilamidin, iilkemizde iiretilen ve ¢okea tiiketilen gida maddelerinde yiiksek
oranlarda bulunmasi oldukc¢a diisiindiiriiciidiir. Ne var ki, iilkemizde tiretilen ve
tilkketilen tiim gida maddelerinin akrilamid goriintiisiiniin ¢ikartilabilmesi igin
daha kapsamli ve ileri teknolojili ¢alismalara gerek oldugu aciktir. Bu agidan
bakildiginda sunulan tez, uzun soluklu bir arastirmalar zincirinin ancak ilk
halkasini olusturabilecek niteliktedir.
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J

SIGMA-ALDRICH

EK 1 Akrilamid standart maddesi analiz sertifikasi

Sayfa1/1
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CAS Number
Molecular Formula
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INFRARED SPECTRUM
MISCELLANEDUS ASSAYS
SDLUBILITY

USE TEST

QUALITY CONTROL
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eledtrophoresis grade, 299%
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Aldrich

79-06-1
CH_=CHCONH,,
71.08
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WHITE POWDER, CRYSTALLINE
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93% (MINIMUM)
C =250 MGML, H20;
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ANDYOR
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9% *
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MaY, 2004

Faonnie J. Martin, Supervisor
Quality Contral
Milwaukee, Wisconsin USA
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EK 2 Metakrilamid standart maddesi analiz sertifikasi

Certificate Of Analysis Sayfa1/1

J

SIGMA-ALDRICH

CertificatecAnalysis

Methacorylarnide,

Product Name pururn, 298.0% (HPLC)

Product Number 64090

Product Brand Fluka

CAS Number 79-39-0

Molecular Formula H, C=C{CHZ ) COMH,
Molecular Weight §5.10

TEST LOT 1212682 RESULTS
APPEARANCE (COLDR]) WHITE
APPEARAMNCE (FORM) CRYSTALS

ASS5AY (HFPLC) 99.5 % rel
CARBDHN CONTENT 5641 %
HYDROGEN CONTENT G517 %
NITROGEMN CONTENT 16.41 %

NMR SPECTRUM 1H CORRESPONDS
DATE OF QC-RELEASE 277005

Sigma-Aldrich guarantees the 'Sales-Specification’ values only, non-spedfied tests may be induded as additional
infarmation. The current 'Sales-Spedfications' sheet is available on request. For further inquiries, please contact our
Technical Service, Sigma-Aldrich warrants, that its products conform to the information contained in this and other
Sigma-aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse
side of invoice for additional terms and conditions of sale. The values given on the 'Certificate of aAnalysis' are the
results determined at the time of analysis,

Dr. Gert van Look, Manager
Quality Control
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EK 3 Butiramid standart maddesi analiz sertifikasi

Certificate Of Analysis Sayfa1/1

J

SIGMA-ALDRICH

CertificatecAnalysis

Product Name Ettruy:,nl%ea’.o% )
Product Number 19240

Product Brand Fluka

CAS Number 541-35-5

Molecular Formula CHCH,CH,CONH,,
Molecular Weight §7.12
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TITRATION (METHDD) M-DETERMINATION ACCORDIMG TO KIELDAHL
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CAREDN CONTENT 54.72 %

HYDRODGEN CONTENT 10.35 %
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information. The current 'Sales-Spedfications' sheet is available on request. For further inquiries, please contact our
Technical Service. Sigma-Aldrich warrants, that its products conform to the inforrnation contained in this and other
Sigma-Aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the produdt for its particular use. See reverse
side of invaice for additional termns and conditions of sale. The values given on the 'Certificate of Analysis' are the
results determined at the time of analysis,

Dr. Gert van Look, Manager
Quality Cantrol
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EK 4 N,N-dimetilakrilamid standart maddesi analiz sertifikasi

Certificate Of Analysis Sayfa1/1

J

SIGMA-ALDRICH

CertificatecAnalysis

M A-Dirnethylacrylarnide,

Product Name purum, 298.0% (GC)

Product Number 38873

Product Brand Fluka

CAS Number 2650-03-7

Molecular Formula CH=CHCON{CHJ),
Molecular Weight 99,13
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ASSAY (GC AREA %0) 99.9 % REL
APPEARANCE WERY FAIMNTLY BROWNish-TELLOW CLEAR LIQUID
DENSITY D20/4 0.964

REFRACTIVE INDEX N20/D 1475

NMR SPECTRUM 1H CORRESPONDS

DATE DF QC-RELEASE 1400499

DATE OF LAST QC-RECHECK 12/AUG/05

Sigma-Aldrich guarantees the 'Sales-Specification’ values only, non-specdified tests may be induded as additional
information. The current 'Sales-Spedfications' sheet is available on request. For further inquiries, please contact our
Technical Service. Sigma-Aldrich warrants, that its products conform to the inforrnation contained in this and other
Sigma-Aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the produdt for its particular use. See reverse
side of invoics for additional termns and conditions of cale. The valuss given onthe 'Cartificate of Analysis' ars the
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Dr. Gert van Look, Manager
Quality Caontrol
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EK 5 Kati faz ekstraksiyon kartusu analiz sertifikasi

®

SAMPLE EXTRACTION PRODUCTS

Certificate of Analysis

Oasis® HLB Extraction Cartridge

Sorbent: Qasis® HLB 30pm Cartridge Type: 'l. e / 2oAag
Sorbent Batch #: 066A Cartridge Lot# oG AZC\TSA
Part Number: WA 1412 S

Sorbent Test Results (See reverse for description of tests)

Specifi Result Solid Phase Extraction Recovery Test
Rel. Std.
Compound Avg. Recovery % | Dewiation %
Specific Surface Area (m’!g} 727 - 889 779 {n=6) (n=6)
Average Pore Di (A) 73-89 BE Procainamide 99 0.9
Total Pore Volume {cm’/g) 1.18-1.44 1.31 Ranitidine 98 0.7
Avg. Particle Diameter {pm) 25.0-35.0 29.6 Acetaminophen 100 0.8
Fines Content <1.0% 0.1
Cleanliness Test Proprietary Pass
Sorbent Selectivity Test

Peak Identification
1. Dihydroxyacetone
2. Ranitidine 0.08
3. Salicylic Acid

qﬂ 0.06
4. Caffeine
5. p-Toluamide 2 0.4

a.m]
0.001 Tr"TT T
0.00 20.00 40.00 B0.00
Minutes
Resull hi 1 i itions:
k p-Toluamide 237 Column: 3.9 x 150mm
Relative Retention Flow Rate: 1.0 mLimin
Ranitidinefp-Toluamide 0.0463 Mobile Phase:  30:70 (v/v) Methanol /
Salicylic Acid/p-Toluamide 0.200 0.1 M Ammonium Acetate pH 5.10
Caffeine/p-Toluamide 0.465 Temperature: 30.0°C
Cartridge Lot Test Results
Average Sorbent Weight (g) O -5 300 Sorbent Weight Std. Deviation (9) O -y %
Average Air Flow Rate (L/min} -9
Material Approved: .b_o,._(i —F= - — Date 10 April 2006
Quality Contral

Qasis, Symmetry, and Waters are trademarks of Waters Corporation,
© Waters Corporation 2000. Printed in the U.S.A.

WATOS8813

Form 81180, Rev 3

Oasis and Waters ore trademarks of Waters Corporation. © 2004 Waters Corporation

Waters Chromatography 34 Maple Street  Milford, Massachusefts 01757-3696 U.S.A. 508 4782000 www.wolers.com
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EK 6 Analiz kolonu performans raporu

Column Performance Report

Cat.No. 5020-01771
Serial No. 5JI182477

Acquired :  05/10/31 15:38:05
User : TAHARA

Channel A Method

Column Specification

Column Packing Inertsil 0DS-3 3 [um]
Material Lot. No. TQ3-2272
Column Dimension 4.6 1.D. X 150 [mm]
Guarantee N = 19, 000
Test Condition
Mobile Phase : CH3CN / H20 = 65/35
Flow Rate : 1.0 [ml/min]
Pressure : 8.8 [MPa]
Column Temp. : 40 [deg]
Detector UV : 254 nm
Sample Size : 1.0 Lul]
Peak Identity r
| 1 : Acetophenone I
1 2 : Benzene 3
03 3 : Toluene res
| 4 : Naphthalene |
0.2 \ 0.2
£ ! I
= | .
- ‘ | |
| N | f
0.1+ i I | | Lo
. I 5
| | | |
| I | | ||
L S — _ lL S i W | I'__h _:'I L. — -:—.on
0 1 2 3 4 é -] T 8 )
Channel A Results
Peak No. Name Time W1l/2 N=5.54(t/W1/2)"*2 Asy=W0.05/2f
1 Naphthalene 6.40 0.104 20821 1.03
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