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Bu arastirmanin 1. kisminda, 2002 yilina kadar gidalarda olustugu bilinmeyen
Akrilamid maddesi arastirilmistir. Bunun igin piyasadan akrilamid olugma potansiyeli olan
riinler (biskiivi, bebe biskiivisi, cubuk kraker, hazir kek, Tiirk Kahvesi, patates cipsi,
simit, ekmek, kavrulmus badem, kavrulmus findik, kavrulmus yer fistigi, sar1 leblebi, sade
leblebi, kabak cekirdegi, kaju ve Diyarbakir Kadayifi) temin edilerek kati1 faz ektraksiyon
yontemi (SPE) ile LC/MSMS cihazinda analiz edilmistir. Analiz metodu i¢in daha 6nce yapilan
benzer ¢alismalar incelenmis ve modifiye edilerek yeni bir metod olusturulmustur. Metodun
teshis (LOD) ve tespit (LOQ) limitleri sirasiyla 3,50 pg/kg ve 11,67 pg/kg olarak bulunmustur.
Geri kazanim oram fapastan temin edilen T3037QC kodlu kalite kontrol materyali kullanilarak
% 101,79 olarak bulunmustur. Geri kazanim orani igin ayrica standart ekleme metodu
kullanilmis ve buradaki geri kazanim orani da % 97,90 olarak bulunmustur. Metodun rolatif
Ol¢lim belirsizligi % 4,13 olarak bulunmustur. Calismalar 3 paralel olarak gerceklestirilmis ve
ortalama olarak sonug¢ verilmistir. Caligmalardan elde edilen veriler ne Tirkiye’de ne de
Avrupa’da hala resmi bir Akrilamid ‘Maksimum Kahnt1 Limitleri’ yonetmeligi olmadig1 igin

Avrupa Komisyonu (EC), Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)’nin 2007-2008 yillart



arasinda gerceklestirdigi ‘Gidalarda Akrilamid izleme Programi’ verilerinden yola gikarak
cok tiiketilen bazi1 gidalarda akrilamid i¢in ‘Gosterge Degerler’ adi altinda olusturdugu liste baz
alinarak yorumlanmigtir. Sonug olarak bazi lirlinlerin akrilamid miktarlar1 bu listedeki degerleri

gecerken, bazi lirlinlerin akrilamid miktarlarinin bu degerlerin altinda kaldig1 goriilmiistiir .

Arastirmanin 2. kisminda, halk arasinda ¢ok tiiketilen ve kizartilinca akrilamid olugma
potansiyeli yiiksek bir iiriin olan patatese, kizartilmadan once cesitli on islemler (oda
sicakligindaki distile suda farkli siirelerde bekletme, 70°C’deki distile sicak suda farkli
stirelerde bekletme, cesitli konsantrasyonlarda NaCl ve CaCl, igeren oda sicakligindaki distile
suda bekletme ve cesitli konsantrasyonlarda NaCI ve CaCl, iceren 70°C’deki distile sicak suda
bekletme) uygulanarak, olusan akrilamid miktarini azaltma yontemleri arastirilmistir. Tim
kizartma islemleri 170°C’de 7 dakika kizartilarak gergeklestirilmis olup ayrica, 170, 180 ve
190°C’de de 6n islem uygulanmamis patatesler 7 dakika kizartilmis ve sicakligin da akrilamid

olusumu tizerindeki etkisi incelenmistir.

Bu c¢alisma igin sicaklik dereceli patates kizartma makinasi (frit6z), patates kesme
makinast, 2 It hacminde dereceli ve kapakli pvc kap, 200°C’ye kadar 6lgebilen termometre ve

temel mutfak arag-geregleri kullanilmistir. Kizartma yag1 olarak ayc¢icegi yagi kullanilmistir.

Sonug olarak patatese kizartilmadan 6nce uygulanan toplam 20 ayr1 yonteminde az ya
da ¢ok Akrilamid miktarinda azalmaya sebep oldugu ve hem gorsel hem de akrilamid azaltma
orantyla en etkili yontemin ‘5g/L NaCl ve 70°C su icinde 7 dakika bekletme’ oldugu tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, LC/MSMS, SPE
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ACRYLAMIDE IN PROCESSED FOODS BY SOLID PHASE
EXTRACTION METHOD USING A LC/MSMS INSTRUMENT AND INFLUENCE OF
VARIOUS PRETREATMENTS ON ACRYLAMIDE FORMATION IN POTATO FRYING

Ph.D. THESIS

Aydin YILDIZ

UNIVERSITY OF DICLE
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

In the first part of this study, acrylamide, whose formation in foods had not been known
until 2002, was investigated. For this purpose, products having potential of acryl amide
formation (biscuit, baby biscuit, stick cracker, ready cake, Turkish Coffee, potato chip,
bagel, bread, roasted almond, roasted hazelnut, roasted peanut, yellow roasted chickpea,
plain roasted chickpea, pumpkin seed, cashew and Diyarbakir kadayif) were obtained from
market and analyzed by solid state extraction method using LC/MSMS instrument. To find a
proper analysis method, a variety of studies and reports were investigated and modified to
develop a new method. Detection limit (LOD) and quantification limit (LOQ) of the method
were found to be 3,50 ug/kg and 11,67 pg/kg, respectively. Ratio of the recovery was found as
101,79 % by using T3037QC coded quality control material obtained from fapas. In addition,
standard addition method was employed for recovery and this ratio was found as 97,90. The
relative measurement uncertainty of method was found to be % 4,13. Studies were carried out
three parallel and the results were given as average.The results were interpreted in terms of a list
called “indicative Value” for some of the most consumed foods starting from data of
“Monitoring Program of Acryl amide in Foods” carried out by European Commision (EC)
Europen Food Safety Agency (EFSA) between 2007 and 2008, since neither in Turkey nor in

VI



Europe there have still been no an official regulation of “Maximum Residue Limit” for acryl

amide. Consequently, some results exceeded these values, while some of them less than them.

In the second part of the study, various pretreatments (holding in distillated water for
different times at room temperature, holding in distillated water for different times at 70°C,
holding in distillated water containing NaCl and CacCl, at different concentrations for different
times at room temperature and holding in distillated water containing NaCl and CaCl, for
different times at 70°C) were applied to potato, which is very popular and consumed product,
and has a great potential of acrylamide formation when it is fried, before drying to investigate
methods for reducing amount of acryl amide formation. All drying processes were performed at
170°C for 7 min, except those were not pretreated which were dried at 170, 180 and 190°C for 7

min to study effect of temperature on acrylamide formation.

A temperature graduated potato drying machine (chip pan), a potato cutting machine, a
graduated and capped PVC container of 2 It volume, a thermometer capable of measure up to
200°C and basic kitchen equipment were used in the study. Sunflower oil was employed as the

drying oil.

In conclusion, it was determined that totally 20 different methods applied to potato
before drying cause a reduce in amount of acryl amide more or less, and the most efficient
method as both visual and ratio of acryl amide reduction was ‘holding it in water containing
S5g/L. NaCl at 70°C for 7 min’.

Keywords: Acrylamide, LC-MSMS, SPE

VIl



CIZELGE LiSTESI

Cizelge 2. 1. Akrilamidin baz1 polar ve apolar ¢oziictilerdeki ¢OZUNUTTUZH ......vvevvevvvreveeiieiee, 4
Cizelge 2. 2. Akrilamidin bazi fiziksel ve kimyasal 0zelliKIeri ...........cccoovvvviiiivnieniieiree, 5
Cizelge 2. 3. Yapilan bazi ¢caligmalarda bulunan akrilamid dizeyleri...........ccocevviiveiiniieennnnn 18
Cizelge 2. 4. Patates nigastas1 ve sudan olusan gida sistemlerinin 1sitilmasi ile aminoasitler ve
D-glukozdan olusan akrilamid miktarlart ..........coceooiiiiiiiiiiii e 21
Cizelge 2. 5. Gidalarda gosterge akrilamid degerleri..........ocovieiiiniiiiiniiieeee e 40
Cizelge 2. 6. Avrupa Birligi tiyesi tilkelerde akrilamid analizi i¢in kullanilan yontemler.......... 42
Cizelge 2. 7. Cesitli numune enjeksiyon sistemleri ve 6zellikleri ...........cccoovvviiiiiiniiiiiics 49

Cizelge 2. 8. Gidalarda akrilamid analizi ile ilgili LC, LC-MS ve LC-MSMS cihazlan ile

yapilan bazi GalISMAlAr.........cocuiiiiiiiii e 55
Cizelge 2. 9. Gidalarda akrilamid analizi ile ilgili GC, GC-MS ve GC-MSMS cihazlar ile
yapilan bazi alISMALAL ........cocviiiiiiiii e 62
Cizelge 3. 1. SPE metodunda siklikla kullanilan ¢oziiciiler ve polariteleri ............coeovrervennne. 76
Cizelge 3. 2. Akrilamid analizlerinde kullanilan SPE kartuslar ve 6zellikleri ...........c.ccooeenneens 76
Cizelge 3. 3. Akrilamid ve Dsz-akrilamid standartlarinin hazirlanigi............cocoovveniiiiiiniiiiienens 78
Cizelge 3. 4. Metodun LOD ve LOQ degerleri.......ccoviiieiiiieiiiiiieniese e 81
Cizelge 3. 5. Fapas calismasi % geri kazanim deZeri .........coovevrrerierinenie e 82
Cizelge 3. 6. Akrilamid analiz metodunun 6l¢lim belirSizIigl ......ccocvervvivriiiiniee e 85
Cizelge 4. 1. Gidalarda akrilamid igin gosterge degerleri.......cooouvnieriiiiiiiiiniene e 89
Cizelge 4. 2. Biskiivi-Bebe biskiivisi galisma SONUGIATT ........cccveviiiiiiiiiiiiienie e 90
Cizelge 4. 3. Kraker ¢ali$ma SONUGIAIT .......civiiiiiiiieiiiiiiiie et 91
Cizelge 4. 4. Ekmek ¢aligma SONUGIATT ........cocuiiiiiiiiiiiiii e 92
Cizelge 4. 5. Simit ¢aliSma SONUGLATT.......ccuiiiiiiiiiiii e 93
Cizelge 4. 6. Hazir kek galigma SONUGIATT........cocuveiviiiiiiiiiii e 94
Cizelge 4. 7. Bebek mamasi (tahil bazli) calisma sonuglart ..........coceveiviiiiiiiiiiiiiieee 95
Cizelge 4. 8. Kavrulmus kahve calisma sonuglart ..........ccoccveiieiiiiiiiiiiee e 96
Cizelge 4. 9. Kavrulmus kuruyemis ¢aligma SOnuUGIart..........ccceveiiiiiiiiiiiiieiieee s 98
Cizelge 4. 10. Patates-misir cipsi ¢alisma SONUGIAIT .........ocviiiiiiiiiii i 99
Cizelge 4. 11. Diyarbakir kadayifi calisma sonuUGlart ...........ccceviiiiiiiiinii i, 103
Cizelge 4. 12. Patates calisma plani ve uygulanan 6n islemler............ccoovevvnininiiennenene, 105
Cizelge 4. 13. Patates calismasi 1. grup SONUGIATT .....c.eevviiiiiiiiiiiie e 106
Cizelge 4. 14. Patates calismasi 2. grup SONUGIATT .....cveevvviiiiiiiiiiiieere e 108
Cizelge 4. 15. Patates calismasi 3. rup SONUGIATT .....cueevvviiiiiiiiiiiieese e 109



Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 4.

SEKIL LISTESI

1. Gidalarda termal proses sirasinda gerceklesen olaylar . .........coccooeiiieiiiniiniiiiecnens 3
2. Akrilamid’in MoleKUIer YapiST ......cveoviiiiieriiiiie s 5
3. Farkli Sekillerde Akrilamid Olusum Mekanizmalart ...........cccoccoviiiiiininiiiniiiieenes 9
4. Maillard reaksiyonu ile Aroma olusumunun basitlestirilmis $emast ..........cc.cceevene. 12
5. Maillard REAKSIYONU......cc.ciieiiiiiiieieceeie sttt sttt sreeraebesne e 13
6. Maillard reaksiyonu ile akrilamid olusumu . .........ccccoooveiiiniiciicn e, 14
7. Asparajinin enzimatik dekarboksilasyonu ve akrilamid olusumu ..........cccccceveennene 16
8. Akrilamidin glisidamide dONUSTMIL ......ccvevverveeiiiieiiie e 36
9. HPLC cihazinin sematik @OStEITM ......veiveeveeiiiiiiiiiiiisie e 45
10. Kiitle Spektrometresi Blok Diyagrami...........cccocvieiriiieiieieenie e 48
11. ESI iyon kaynagi ¢alisma prensibi sematik gOSterimi ........ccocveveerverieiiiennecnnenene, 51
12. ESI iyon kaynagi dig Orinlimil..........ccceeiueerieieriiiiiienie e 51
13. Kiitle analizorii sematik diyagrami .........coceeoveriieeienesiene e 52
14. Akrilamidin tiirevlerine ait Spektrumlar............ccoceoiiiiieiniiie e 60
1. Akrilamid analizlerinin yapildig1 Agilent 6460 LC/MSMS cihazi..........ccccvvvinennene 65
2. PH MELre CINAZI ...t 66
3. Santrifll] CIRAZI....coviiviiieii e 66
4, VOTteKS KATTISHITICI....viiuviiitieiieitii sttt ettt sttt ettt st st e e nbe e sbe e sreesane e 67
5. HASSAS TEIAZI .....cviviiiiiiiieisie e 67
6. Ultrasonik Su BanyOsSu ........ccviiiiiiiiiiiiiii e 68
T BIBNABT ... 68
8. Orbital GalKalaylCl.....ocveiiiieiiiiiee e 69
9. PIPEt STANAI...ceiiiiiiiiiii e 69
10. Kat1 faz ektraksiyon (SPE) siizme diizenegi ve yapiSi.......cc.ceovvrvrvirineiieneseennens 76
11. Akrilamid kalibrasyon standartlariin bindirilmis kromatogramlari....................... 79
12. Akrilamid kalibrasyon standartlarinin kromatogramlari ve spektrumlari................ 80
13. Standart ekleme metodu kalitatif kromatogram ve spektrum ............cccccceeeveeienns 83
14. Standart ekleme metodu kantitatif kromatogram ve spektrum ..............ccocevvivenns 83
15. Akrilamid Analizinde muhtemel gelebilecek belirsizlik kaynaklart........................ 84
16. Akrilamid kalibrasyon grafifi..........ccceoiriireeiiiiiesesees e 86
17. HPLC cihazinda binary pump degerleri ...........covvereriiieiinieiiiiniere e 87
18. MS/MS cihazinda Source parametreleri............cuiveuerereenreneeieinieseesie e seesieennens 87
19. MS/MS cihazinda acquisition optimizasyon degerleri ..........ccccouvvreereneiieneniennens 87
1. Biskiivi 6rneklerlerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu ...................... 91

X



Sekil 4. 2. Kraker 6rneklerlerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu...............c........ 92
Sekil 4. 3. Ekmek 6rneklerlerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu ....................... 93
Sekil 4. 4. Simit drneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu ............ccceevenee. 94
Sekil 4. 5. Hazir kek 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu ...........c.ccceee. 95
Sekil 4. 6. Bebek mamasi (tahil bazli) érneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu ........ 96
Sekil 4. 7. Kahve 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu .........cc.ccooevvvennnne 97
Sekil 4. 8. Kavrulmus kuru yemis 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu .. 97
Sekil 4. 9. Patates-misir cipsi 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu.......... 99
Sekil 4. 10. Diyarbakir Burma Kadayifi ...........ccooeiiiiiiiiiieece e 102
Sekil 4. 11. Diyarbakir Kadayifi 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu... 103
Sekil 4. 12. P4,P, ve P3’iin kizartilmadan sonraki son halleri ........c.cccccveviviiiieiiniiiec e, 107
Sekil 4. 13. P,4,Ps,Pg Ve P7’nin referans deger P,’ye gore gorsel kiyaslamasi ...........cccceeevenene 107
Sekil 4. 14. Pg,P10,P11 P12,P13,P14,P15 Ve P1g’nin referans deger Pg’ye gore gorsel kiyaslamasi. 109
Sekil 4. 15. P1g,P19,P20 P21,P22,P23,P24 Ve Pys’in referans deger P17’ye gore gorsel kiyaslamasi 110
Sekil 4. 16. Ug grup calisma sonuglarina gore akrilamid miktarinda en yiiksek azalmayi
gosteren On islemlerin (P7,P14 V& Pag) gOrSelleri.....cooiiiiiiiiiiiiiiiie e 111
Sekil 4. 17. Py Ve Pys’in g0rsel K1yaslamast .......ocvvieviiiiiie i 112
Sekil 4. 18. P;-P,-P3-P, kodlu patates 6rneklerinin kromatogram ve spektrumlart .................. 113
Sekil 4. 19. Ps-Pg-P7-Pg kodlu patates 6rneklerinin kromatogram ve spektrumlart .................. 114
Sekil 4. 20. Pg-P15-P11-P1, kodlu patates drneklerinin kromatogram ve spektrumlari............... 115
Sekil 4. 21. Py3-P14-P15-P1g kodlu patates 6rneklerinin kromatogram ve spektrumlart ............. 116
Sekil 4. 22. P17-P1g-P19-Poo kodlu patates 6rneklerinin kromatogram ve spektrumlart ............. 117
Sekil 4. 23. Py;1-P2y-P23-P24 kodlu patates 6rneklerinin kromatogram ve spektrumlart ............. 118
Sekil 4. 24. P,5 kodlu patates 6rnegini kromatogram ve spektrumu .........ccoovveveriieeienennennens 119

Xl



KISALTMA VE SIMGELER

ADI
ALARA
APA
APCI
BHT
CAS
CDC

Cl
DNA
EC
EFSA
El
ELISA
EPA
ESI
FAB
FAO
FDA
GC
GC/MSMS
HBr
HMF
HPLC
IARC
IUPAC
JIFSAN
KBr
LC/MSMS
LDs
LOD
LOQ
MALDI
MRM
MS

: Acceptable Daily Intake

. As Low As Reasonably Achievable

: Aminopropiyonamid

: Atmospheric Pressure Chemical fonization
: Butilhidroksitoluen

: Chemical Abstracts Service

: Centers for Disease Control and Prevention
: Chemical fonization

: Deoksiriboniikleik Asit

: European Commission

: European Food Safety Authority

: Elektron Impact Iyonizasyon

: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

: Environmental Protection Agency

: Elektrospray Iyon Kaynagi

: Fast Atom Bombardment

: Food and Agriculture Organization of the United Nations
: Food and Drug Administration

: Gas Chromatography

: Mass Spectrometry with Gas Chromatography

: Hidrojen Bromiir

: Hidroksi Metil Furfural

: High Performance Liquid Chromatography

: Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi

. International Union of Pure and Applied Chemistry
: Joint Institute for Food Safety and Applied Nutrition
: Potasyum Bromiir

: Mass Spectrometry with Liquid Chromatography

: Lethal Doz 50

: Limit of Dedection

: Limit of Quantification

: Matrix Assisted Laser Desorption lonization

: Multiple Reaction Monitoring

: Mass Spectrometry

Xl


http://en.wikipedia.org/wiki/Atmospheric-pressure_chemical_ionization
http://www.cdc.gov/
http://www.efsa.europa.eu/
http://www.fao.org/
http://en.wikipedia.org/wiki/Food_and_Drug_Administration
http://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_of_Pure_and_Applied_Chemistry
http://www.foodriskcommunications.org/partners/jifsan.aspx

NCI : Negative Chemical lonization

NIH : National Institutes of Health
NIR : Near Infrared Specktroscopy
NOAEL : No Observed Advers Effect Level
NTP : National Toxicology Program
PAH : Poli Aromatik Hidrokarbon
PCI : Positive Chemical fonization
pH : Power of Hidrojen

r? : Correlation Coefficient

RPM : Revolutions per minute

RSD . Relatif Standart Sapma

SCF : Scientific Committee on Food
SIM : Selected Ion Monitoring
WHO : World Health Organization

X1


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.nih.gov%2F&ei=KraSVM2iKPTX7AbGn4GYDw&usg=AFQjCNFXdfYYsjGYZ-zkAvIN3qpbZ1-VVw&bvm=bv.82001339,d.ZWU
http://ec.europa.eu/food/fs/sc/scf/index_en.html




Aydm YILDIZ

1. GIRIS
Akrilamid (2-propenamid-CH,CHCONH;) erime noktas: 84.5°C, kaynama

noktas1 192.6°C, yogunlugu 30°C’ de 1.122 g/mL, molekiil kiitlesi 71.08 g/mol olan,
beyaz renkli kati bir kristaldir.

Akrilamid, sanayide kullanilan poliakrilamid sentezinde monomer olarak yer
almaktadir (Lingnert ve ark. 2002). Poliakrilamid atik ve i¢cme sularinda bulunan
parcacik ve kirliliklerin uzaklagtirilmasinda yararlanilan bir kimyasal olup, kagit, boya
yapistirici, tekstil sanayisi ile kozmetik tirlinleri yapiminda kullanilmaktadir (Vattem ve
Shetty 2003). Poliakrilamid malzemeler ¢ok az miktarda akrilamid igermekle beraber

bu akrilamid suya veya gidaya temas yoluyla gecebilmektedir (Tritscher 2004).

Daha oOnceleri akrilamidin sadece poliakrilamid sentezinde kullanildig:
diisiiniiliirken, 2002 yilinda Isve¢ Ulusal Gida Orgiitii (Swedish National Food
Administration) ve Stockholm Universitesi birlikte yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarini
Upsala'da aciklamislardir. Bu sonuglara gore; Akrilamid, nisasta bazli gidalarin 1s1l
islem gormesi sonucu kendiliginden olusabilmektedir (Tareke ve ark. 2002), (Ren ve
ark. 2006), ( Dogan ve Meral 2006), (Ozkaynak ve Ova 2006), (Gébel ve Kliemant
2007), (Capuano ve Fogliano 2011), (Keramat ve ark. 2011a).

Yillardan beri gidalarin islenmesi amaciyla 1sisal islem uygulanmaktadir. Isil
islem gormiis gidalarda meydana gelen en 6nemli reaksiyon, esmerlesme reaksiyonu
olarak da bilinen Maillard reaksiyonudur. Maillard reaksiyonu, gidalarda istenen bazi
Ozellikleri sunmasinin yani sira, birtakim zararli bilesiklerin de olusumuna Yol

acabilmektedir. Akrilamid de bu istenmeyen zararl bilesiklerden biridir.

Akrilamidin bu sekilde nisasta bazli gidalarda 1s1l islem sonrasi tespit edilmesi
bliylik yanki bulmustur. Bunun nedeni, bu monomerin kemirgenler i¢in kanitlanmis
kanserojen ve insanlar i¢in kanitlanmis norotoksin etkisidir. Ayrica Akrilamid 1994
yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi1 (IARC) tarafindan, Grup 2A ‘insanda
kanserojenik etki yapma olasiligi bulunan bilesikler’ sinifina konulmustur (IARC

1994).

Akrilamidin gidalarda olusumunu gidanin bilesimi ve 1sisal islem kosullari

etkilemektedir. Nisasta bazli iriinlerde 1sisal islem denildiginde akla Maillard



1. GIRIS

reaksiyonu ve dolayisiyla mailarda reaksiyonuna katilan asparajin ve karboniller
gelmektedir. Asparajin tek basina ¢ok fazla miktarda akrilamid olusturma yetenegine
sahip degilken, asparajinin yaninda karbonil varligi ciddi miktarda akrilamid

olusumuna neden olmaktadir.

Akrilamidin, Maillard reaksiyonunun disinda okside olmus lipidler, 3-APA (3-
aminopropiyonamid) bilesigi, akrolein bilesigi ve azotlu bilesikler vasitasiyla da
olustugu ifade edilmektedir (Tacymans ve ark. 2004), (Ciesarova ve ark. 2006), (Knol
ve ark. 2009), (Halford ve ark. 2011).

Akrilamidin patates kizartmasi, kizartilmis ekmek, kahvaltilik tahillar, biskiivi,
kraker, kuruyemis (kavrulmus), unlu mamuller, kahve, patlamis misir ve serbetli
tathilarda olustugu belirtilmektedir (Surdyk ve ark. 2004), (Zhang ve Zhang 2007),
(Eerola ve ark. 2007), (Olmez ve ark. 2008), (Gokmen ve Palazoglu 2008), (Chen ve
ark. 2008).

Gidalardaki indirgen sekerler, yaglar, aminoasitler, karbonhidrat¢a zengin
matriksler, gidanin nemi, pH’1 ve genetik faktorler gidalarda olusan akrilamid miktarini
etkilemektedir (Claeys ve ark. 2005a), (De Vleeschouwer ve ark. 2009a), (Friedman ve
Levin 2008).

Akrilamid disaridan eklenen bir katki maddesi olmadig ve cesitli kosullarin bir
araya gelmesi sonucu kendiliginden olusmasindan dolayr siirlandirilmasi sikintili ve

diinyada ve iilkemizde iist limitleri heniiz belirlenmemis bir analittir.

Son 10 yillik déneme baktigimizda genelde yapilan caligmalar akrilamid analiz

yontemleri ile akrilamidin olusumu ve azaltma yontemleri lizerine yogunlasmistir.

Yapilan calismalara bakildiginda, akrilamid analizi i¢in siklikla kullanilan
yontemler Gaz Kromatografisi (GC), Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi
(GC/MS), Yiiksek Basigli Sivi Kromatografisi (HPLC), Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (LC/MSMS)'dir (Wenzl ve ark. 2003).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Gidalarda Isil islem

Isil islemler (kizartma, firinda pisirme, kavurma, vb.), gidalarin duyusal ve
mikrobiyolojik kalitesini artirmada ge¢misten bugiline kadar kullanilan en Onemli
tekniklerdendir. Bu islemlerde gida maddeleri 90°C ile 250°C arasinda degisen
sicakliklara maruz kalabilmektedir. Bu islem bir taraftan gidanin lezzet ve aromasini
artirict rol istlenirken diger taraftan gidalarin besin degerini ve giivenligini azaltan
birtakim zararli bilesiklerin (termal proses kontaminantlari) olusmasina sebebiyet

verebilmektedir (Tritscher 2004).

Zararli olan baslica termal proses kontaminantlari; Polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, furan, heterosiklik aminler, akrilamid, hidroksimetilfurfural ve

kloropropanollerdir.

(idalarda Termal
Pro=zss

Patojenlerin ] ) I:L‘-l E-:I.'LZ‘L‘EI:‘I.
Yol Edilmesi | Realsivon alctivasyonu
 Eatali=i

: . Tarmal Y ’_l'ﬁ],:n:hi_'l,: _!L;.{; " Amino Asit
Llaillard feloer OHesidasyon Degredasyonu | Reaksiyvonlan
Eealesivonu Degradazsvonue wa {::a N wa -:.; va da
Hidroliz /| Olcsidasyvonu | | Dizer a-é.a.s-‘_:;ﬂnu_
Cada - " Flawvor !
Tolksilcantlan Aroma
L # RE‘L‘L‘L:
-PAH - Furan - Aldshitler
-HAs - Alerilamid - Estonlar
- HMF - MCED - Aromatilk Bilegiller
- hWMalanoidler

Sekil 2. 1. Gidalarda termal proses sirasinda gergeklesen olaylar (Kocadagli 2011).
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2.2. Akrilamid

IUPAC ismi 2-propenamid olan akrilamid (CH,=CH-CO-NH,), oda sicakliginda
beyaz, kristal formda bir maddedir. Reaktif elektrofilik ¢ift bag ve amid grubu igeren

akrilamid hem zayif asidik hem de bazik 6zellik gosterebilmektedir.

Akrilamid ilk kez C. Maurea’a tarafindan, 1893 yilinda 10°C’de akril kloriiriin
doygun benzen ¢ozeltisine yavas yavas kuru amonyak eklenerek kaynatildiktan sonra

siiziilerek amonyum kloriiriin uzaklastirilmasi ve sogutularak akrilamidin ¢oktiiriilmesi

ile elde edilmistir (Aktas 2008).

Cizelge 2. 1. Akrilamidin baz1 polar ve apolar ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirligi (Eriksson 2005)

Coziiciiler Coziiniirliik (30°C’de g/100ml)
Su 215.5
Metanol 155
Dimetilstilfoksit 124
Dimetilformamid 119
Etanol 86.2
Aseton 63.1
Piridin 61.9
Asetonitril 39.6
Etilen glikol monobutil eter 31
Dioksan 30
Etil asetat 12.6
Kloroform 2.66
Dikloroetan 1.50
Benzen 0.35
Karbontetraklorid 0.038
n-heptan 0.0068



http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=/search%3Fq%3Dacrylamide%26espv%3D210%26es_sm%3D93%26biw%3D1366%26bih%3D659&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/IUPAC&usg=ALkJrhhpP8fraqRFAGtJVf-ymxxSYeBNrQ
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Sekil 2. 2. Akrilamid’in molekiiler yapist

Cizelge 2. 2. Akrilamidin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekul Kitlesi 71,02 g/mol
Erime Noktasi 84,5°C
Kaynama Noktas1 192,6°C
Yogunluk 1,13 g/cm®
Cas Numarast 79-06-1

1950’lerden beri endiistriyel uygulamalarda kullanilan akrilamid sentetik bir

monomerdir. Poliakrilamid gibi ¢esitli polimerlerin iiretiminde hammadde olarak

kullanilmakta olup sigara dumaninin bilesenlerinde de bulunmaktadir. Poliakrilamid, su

ve atik su proseslerinde suyun aritilmasinda kullanilmasinin yani sira pulp, kagit ve

maden sanayisininde de kullanilan bir polimerdir (Lingnert ve ark. 2002).

Akrilamidin yapisinda doymamis karbonil grubu oldugundan elektrofiliktir ve

bu yilizden karboksilatlar, aminler ve tiyoller gibi biyolojik molekiillerde yaygin

bulunan niikleofilik gruplarla kolaylikla reaksiyona girebilir (Mills ve ark. 2009).

Akrilamid polimeri toksik Ozellik gostermezken, monomeri toksik o6zellik

gosterebilmektedir (IARC 1994).
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2.2.1. Gidalarda Akrilamid Olusumu

Sigara dumaninda akrilamidin tespit edilmesi, biyolojik materyallerin 1sitilmasi
sonucunda akrilamid olusumunun bir gostergesi olmustur. Isil islem gormiis gidalarda
tanimlanmasi ise kizartilmis yemler ile beslenen farelerde akrilamid ile hemoglobin
arasindaki molekiiler etkilesimin kesfedilmesine dayanmaktadir. Bunun sonucunda
kizartilmis yemlerle beslenen farelerde hemoglobine bagli akrilamid miktart,
kizartilmamis yemlerle beslenen farelerdeki hemoglobine bagli akrilamid miktarina

gore oldukca yiiksek ¢ikmistir (Tareke ve ark. 2000).

2002 yilmin Nisan aymda Stokholm Universitesinden bir grup arastirmaci ve
Isve¢ Ulusal Gida Idaresi ortaklasa basin agiklamasi diizenleyerek nisastaca zengin
gidalarin kizartilmasi veya firinda pisirilmesi sirasinda yiiksek miktarlarda akrilamid
olustugunun tespit edildigini deklare etmislerdir. (Tareke ve ark. 2002). Bu agiklama
kanserojenik bir monomer olan akrilamidin gidalarda da olustugunun ilk tespiti olmasi
miinasebetiyle ¢ok dikkat ¢ekmis ve akabinde diinyanin ¢esitli yerlerindeki bir¢ok
aragtirmaci birbirinden bagimsiz olarak yaptiklar1 tarama c¢aligmalarinda birgok gida
maddesinde degisik miktarlarda akrilamid tespit ettiklerini bildirmislerdir (Ahn ve ark.
2002), (Ono ve ark. 2003). Akrilamidin 1s1l iglem goérmiis ¢ok sayida gida maddesinde
tespit edilmesi tiim diinyada biiyiik ilgi géormiis ve konu ‘ciddi problem’ olarak ele
alimmistir. Bunun basglica sebebi, akrilamidin kemirgenler i¢in kanitlanmis kanserojen
ve insanlar i¢in kanitlanmis norotoksin etkisi ile Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi
tarafindan ‘insan icin olas1 kanserojen’ olarak siniflandirilmis (grup 2A) olmasidir

(IARC 1994).

Isil islem gormiis nisasta bakimindan zengin gidalarda akrilamid tespit
edildiginin bildirilmesinin hemen sonra Avrupa Komisyonu (EC) ve Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) akrilamid konusunda veritabani olusturma karar1 almislardir. Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO) ile Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Isvigre'de 2002 yilmin haziran
ayinda ‘Gidalarda Bulunan Akrilamidin Saghk Uzerine Etkileri’ konulu ortak
toplantida, gidalardaki akrilamid varligi hakkinda uluslarast bir veritaban1 kurulmasi
gerektigini bildirerek, tiim ilgili taraflar1 konuya iligskin verilerini ve devam eden
caligmalarin1 paylagsmaya davet etmislerdir. Bu ¢aba sonucunda Gida Giivenligi ve

Uygulamali Beslenme Ortak Enstitiisii (JIFSAN), akrilamid ile ilgili
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‘http://www.acrylamide-food.org’ adinda resmi bir site agmistir. Arastirmacilar

bulduklart analitik verileri bu web sitesi araciligiyla WHO'ya ulastirabilmektedirler.

Bunun yani sira Avrupa Komisyonu, halk sagligi agisindan muhtemel riskin
degerlendirilmesi i¢in Gida Bilimsel Komitesi'ni (SCF) toplamistir. Komite 3 Temmuz
2002'de yaymnladig: bildiride, gida maddelerinde akrilamid miktarlarinin ALARA (as
low as reasonably achievable) prensibine uygun sekilde miimkiin olan en diisiik
seviyelere indirilmesi gerektigini, akrilamid miktarlarin distiriilmesi ve st limitlerin

belirlenmesi i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ oldugunu bildirmistir (EC SCF 2002).

Avrupa Komisyonu 20-21 Ekim 2003 tarihinde, Avrupa Birligi'ne tiye iilkelerin
temsilcileri, g¢esitli gida sektorleri temsilcileri ve tliketici temsilcilerinin bir araya
geldigi bir toplant1 diizenlemistir. Bu toplanti neticesinde, toplantiya katilan temsilcilere
gidalarda olusan akrilamid miktarlarinin azaltilmasi i¢in yapilmasi gereken seyler 6neri

seklinde bildirilmistir.

2.2.2. Gidalarda Akrilamid Olusum Mekanizmalari

Isil isleme tabi tutulan nisasta bazli gidalarda akrilamid varliginin tespitinin
ardindan akrilamid olusumunda esas mekanizmanin seker varliginda serbest asparajinin
termal degradasyonunu kapsayan maillard reaksiyonu oldugu bildirilmistir (Mottram ve
ark. 2002), (Stadler ve ark. 2002, 2004), (Zyzak ve ark. 2003). Maillard reaksiyonu
ayni zamanda enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu olarak ta tanimlanmaktadir.
S6z konusu reaksiyon karmasik olmasina karsin, dnemli lezzet ve aroma bilesiklerini

olusturmas1 bakimindan istenen bir reaksiyondur (Stadler ve ark. 2004).

Asparajinin akrilamid olusumundaki etkisini daha iy1 anlamak i¢in yapilan bir
calismada patates model sisteminde karbonil igeren bilesiklerin (glukoz, fruktoz, 2-
deoksiglukoz, riboz, gliseraldehid, gloksal ve dekanal) akrilamid olusumuna etkisi
aragtirtlmistir. Sonug olarak karbonil kaynaklarinin asparajin ile 1s1 etkisiyle tepkimesi

sonucu akrilamid olusturabilecegi bulunmustur (Zyzak ve ark. 2003).

Indirgen seker olarak glukoz igeren sisteme asparajin, aspartik asit, glutamin,
glutamik asit, valin ve lisin'den olusan aminoasit karigimini ilave ederek 175°C'de
yapilan calismada aspartik asit, glutamin ve lisin karisgtminda akrilamid olusumunun

gozlemlenmedigi bildirmistir (Becalski ve ark. 2003).
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Asparajinin Maillard reaksiyonundaki 6nemini ortaya koymak {izere yapilan bir
calismada asparajin ve diger aminoasitlere glukoz ya da 2,3-biitandion (diasetil)
varliginda 120-185°C sicaklik araliginda 1sitma islemi uygulamis ve sadece asparajinin

onemli Ol¢lide akrilamid olusturdugu gozlemlenmistir (Mottram ve ark. 2002).

Yapilan bir ¢aligmada 1s1l islem uygulanmamis gidalarda akrilamid olusumunun
gerceklesmedigi, proteince zengin gidalarda 1sil islem sonrasinda kabul edilebilir
seviyede (5-50 ppb) akrilamid olustugu, karbonhidratga zengin gidalarda ise ¢ok daha
yiiksek seviyelerde (150-4000 ppb) akrilamid olustugu belirtilmistir (Tareke ve ark.
2002). Bu durum karbonhidratca zengin gidalarin pisirilmeleri sirasinda bazi
reaksiyonlarin akrilamid olusumundan sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir (Granda

2005).

Akrilamidin hangi aminoasitten olustugunu belirlemek icin yapilan bir
calismada bazi aminoasitlerle Maillard reaksiyonu gerceklestirilmistir. Glukoz
185°C'de sirayla asparajin, aspartik asit, glutamik asit, glisin, sistein ve metionin ile
muamele edilmis ve sonu¢ olarak aminoasidin 1 molii i¢in olusan akrilamid miktarlari;
Asparajin i¢in 221 mg/mol, glisin, sistein ve metiyonin i¢in 0,5 mg/mol'den daha az ve
son olarak glutamik ve aspartik asit i¢in ise 0,5-1 mg/mol olarak tespit edilmistir
(Mottram ve ark. 2002).

Yapilan bir ¢calismada akrilamid olusumunun sicaklik ve siireye bagh degisimi
incelenmistir. Calisma sonucunda akrilamid monomerinin olusmasi i¢in ortam
sicakliginin 120°C’yi gegmesi gerektigi belirlenmistir. Akrilamidin en yiiksek miktarda
olustugu ortam sicakligi ise 160-180°C arasi olarak bulunmustur (Mottram ve ark.
2002), (Tareke ve ark. 2002), (Gertz ve Klostermann 2002), (Gutsche ve ark. 2002),
(Haase ve ark. 2003).

Bagka bir ¢aligmada patates kizartmak i¢in kullanilan yagin sicakligr 185°C'den
165°C'ye diisiiriilmiis ve kizarmis patateslerde olusan akrilamid miktar1 %350, ayni
sekilde 190°C'den 150°C'ye diisliriilmiis ve olusan akrilamid miktar1 %65 oraninda
azaltilabilmistir (Haase ve ark. 2003).

Patatesin kaynar su igerisinde pisirilmesi sirasinda tespit edilebilir diizeyde

akrilamid olugsmadig bildirilmistir (Ahn ve ark. 2002), (Biedermann ve ark. 2002a).
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Gidalarda akrilamid olusumunun en 6nemli yolu Maillard reaksiyonudur. Bunun
disinda da akrolein bilesigi, azotlu bilesikler, 3-aminopropiyonamide ve okside olmus
lipidler tizerinden de akrilamid olusabilmektedir. (Gokmen ve Senyuva 2006b), (Dogan
ve Meral 2006).

Tariagilgliserol
Monoagilgliserol Asparagin Asparagin/karbonil

l AT —CO:\. /M:]illnrd

AT Bugday
Gluteni

Serin

Laktik asit Sistein

Aspartik asit

Sekil 2. 3. Farkli sekillerde akrilamid olusum mekanizmalar1 (Guenther ve ark. 2007)
2.2.2.1. Maillard Reaksiyonu ile Akrilamid Olusumu

Gida kimyas: alaninda ¢ok 6nemli olan Maillard reaksiyonu, ilk olarak 1912
yilinda reaksiyona ismini veren Fransiz kimyaci Louis Camille Maillard tarafindan
rapor edilmesine ragmen, bu reaksiyonun karmasik yapisi ve maillard reaksiyonu
driinlerinin analizi i¢in gerekli teknolojinin yetersizligi nedeniyle 1950'lerin ortasina
kadar ayrintili olarak arastiritlamamustir. Yiiksek basingh sivi kromatorafisi (HPLC), gaz
kromatografisi (GC) ve kiitle spektrometresi (MS) gibi enstriimantal analiz cihazlarinin

gelismesi ile Maillard reaksiyonu iizerine ¢alismalar ivme kazanmistir (Lee ve



2. KAYNAK OZETLERI

Shibamoto 2002). Maillard reaksiyonu ile ilgili ilk tutarli ¢alismay1 1953 yilinda John
Edward Hodge adinda bir kimyager yapmustir.

Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu olarak ta bilinen Maillard
reaksiyonu, 1s1l islem gérmiis gidalarda meydana gelen reaksiyonlar iginde en 6nemli
reaksiyon zinciri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu reaksiyon diisiik molekiil agirligina sahip
ucucu hidrokarbonlar, alkoller, ketonlar, aldehitler, esterler, eterler ile daha az ugucu ya
da ugucu olmayan orta ve ylksek molekiil agirligina sahip polifenoller, peptidler,

kahverengi pigmentler gibi sayisiz kimyasal yapmin olusmasina yol a¢maktadir

(Maillard 1912), (Lee ve Shibamoto 2002), (Mottram ve ark. 2006).

Maillard reaksiyonu, 1s1l islem gérmiis gidalarda renk ve aroma olusumundan
birinci derece sorumlu mekanizmadir. Maillard reaksiyonu sonucu olusan 550 civarinda
ucucu bilesen tanimlanmis durumdadir. Bu bilesiklerin biiylik ¢ogunlugu heterosiklik
yapida olup, furanlar, pirazinler, piroller, piridinler, imidazoller, tiyofenler, tiyazoller ve
oksazoller’dir. Bu bilesiklerin 300'den fazlasi ise 1sil islem goérmiis gidalarin ugucu
bilesenleri arasinda tanimlanmistir. Bu durum gidanin aroma 6zelliklerinin olusumunda
Maillard reaksiyonunun ne kadar énemli oldugunu ortaya koymaktadir (Mottram ve
ark. 2006).

Maillard reaksiyonu bir aminoasit veya proteindeki amino grubu ile (asparajin)
karbonil grubu igeren bir indirgen sekerin (glukoz, fruktoz) kondensasyon reaksiyonu
ile baglar. Reaksiyonun ilk basamaginda aminoasit ya da amin gibi niikleofilik
bilesikler indirgen sekerlerin karbonil gruplarina kolayca eklenerek imin (Schiff bazi)
olustururlar ve bir molekiil su aci8a ¢ikar. Aldoz sekerin reaksiyonunda olusan iminde
a-pozisyonunda bulunan hidroksil grubunun varligi nedeniyle imin, 1,2-eneaminol
tizerinden doniisiime girer. Molekiildeki bu Amadori tipi doniisiim ile Amadori {irlinii
olarak adlandirilan aminoketoz bilesigi (glukozdan: 1-amino-1-deoksiketoz) olusur.
Fruktoz gibi bir ketoz sekerin varlifinda ise benzer bir mekanizma ile Heyns bilesigi
olarak adlandirilan aminoaldoz (fruktozdan: 2-amino-2-deoksialdoz) meydana gelir
(Belitz ve ark. 2009).

Maillard reaksiyonu mekanizmasinin iizerinden farkli karbonhidratlarin

akrilamid olusumu {izerine etkisinin incelendigi bir¢cok ¢alisma yapilmastir.
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Yapilan bir ¢alismada asparajin ile indirgen sekerlerin reaksiyonu sonucu olusan
akrilamid miktar1 incelenmistir. Buna gore akrilamid olusumunda en etkin sekerin
fruktoz, en az etkin sekerin de sakkaroz oldugu sonucuna varilmistir. Fruktoz varliginda
akrilamid olusumunun diger sekerlere gore 2 kat daha fazla olusunda fruktozun L-

hidroksi grubunun 6nemli rol oynadigi belirtilmistir (claeys ve ark. 2005b).

Bagka bir calismada patates model sisteminde farkli karbonillerin akrilamid
olusturabilme yetenegi incelenmis ve glukoz, 2-deoksiglukoz, riboz, gliseraldehid,
glioksal ve dekanal gibi farkli karbonhidrat kaynaklarinin asparajinle akrilamid

olusturdugu tespit edilmistir (Zyzak ve ark. 2003).

Bir diger calismada 180°C'de asparajin aminoasidiyle glukoz, fruktoz, galaktoz,
laktoz ve siikroz gibi karbonil gruplari 1sitilmis ve tiim karbonil gruplarindan yaklasik

miktarlarda akrilamid olustugu bildirilmistir (Stadler ve ark. 2002).

Diger bir ¢alismada ise, asparajin ile farkli 5 monosakkarit ve 2 disakkarit 30
dakika boyunca 170°C'de 1sitilmis ve tiim sekerlerden akrilamid olustugu ve en yiiksek
akrilamid miktarmin glukoz iceren sistemde olustugu bildirilmistir. Yine bu ¢alismada
indirgen bir seker olmayan sukrozun da indirgen sekerlere yakin oranda akrilamid

olusturdugu bildirilmistir (Schieberle ve ark. 2005).

Maillard reaksiyonu ile olusan bir diger bilesikte niikleofilik ve elektrofilik
ara Urilinler arasinda gergeklesen kondensasyon reaksiyonu sonucu olusan
melanoidinlerdir. Melanoidinler azotlu kahverengi polimerik yapida bilesikler olup,
ekmek ve biskiivi gibi firincilik tirlinlerinin yiizeyindeki esmer rengi olustururlar.
Melanoidinlerin  yapist hakkinda bilgi kisithh olmasina ragmen Maillard
reaksiyonunun ileri agamalarinda olusan furan veya pirol bilesiklerinin tekrarlanan
birimlerinden polikondensasyon reaksiyonlari ile olusan polimerler olduklar
bilinmektedir (Belitz ve ark. 2009).

11
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Degradasyon
Urtinleri

Amadori
doénsimii
rina

Strecker
parcalanma degradasyon

Strecker
Ara Urlini

Yeniden
Diizenlenen
sekerler

Strecker
degradasyonu

kondensasyon

Karboniller

kondensasyon

Strecker
Aldehitleri

ileri reaksiyonlar

Melanoidinler

Sekil 2. 4. Maillard reaksiyonu ile aroma olusumunun basitlestirilmis semas1 (Jousse ve ark. 2002)

Maillard reaksiyonu gidada tat, renk ve koku olusumunu saglamasina ragmen,
gidalarin islenmesi ve muhafazasi sirasinda kayiplara neden olmaktadir. Son yillardaki
caligmalarda ortaya c¢ikan diyabet, kalp rahatsizliklar1 ve diger bazi hastaliklarla olan
iliskileri nedeniyle Maillard reaksiyonu dikkat cekici hale gelmistir. Ozellikle
1980'lerde, iyi pismis ya da yanmis bifteklerde kanserojen heterosiklik aromatik
aminlerin tespit edilmesi ve bu bilesiklerin Maillard reaksiyonu ile olustugunun ortaya
konmasi ile konu ¢ok daha fazla ilgi uyandirmistir (Negishi ve ark. 1984). Son olarak
2002 yilinda pismis ve kizarmis nisasta bazli gidalarda akrilamid tespit edilmesi ve
akrilamidin ‘insan i¢in olasi kanserojen’ olarak nitelendirilen (grup 2A) bir bilesik

olmas1 nedeniyle, gida ve kimya biliminde ¢ok biiyiik yanki uyandirmistir.
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Indirgen Seker N _ —
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Sekil 2. 5. Maillard Reaksiyonu (Hodge 1953)
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Sekil 2. 6. Maillard reaksiyonu ile akrilamid olusumu (Eriksson 2005).

Intermediate I (Ana basamak): Asparajin ve indirgen sekerlerden schiff bazinin

olusmasi

Intermediate IT (Anahtar basamak): Intermediate | dekarboksilasyonla Intermediate

I ye doniisiir (Schiff bazinin dekarboksilasyonu)

Intermediate ITI (Son Basamak) : intermediate II’deki dekarboksilasyon negatif yiiklii
a-karbonunun, o-hidroksi grubundaki hidrojenin uzaklastirilabilmesi i¢in direkt
gerceklesir. Bunun sonucunda bu reaksiyonun aktivasyon enerjisi  diiger.
Dekarboksilasyondan sonra olusan a-hidroksi anyonu (molekiil igindeki gii¢lii baz) alt1
tiyeli halka yapisindaki asidik a-hidrojenini uzaklastirabilir. Boylece son asama baslar

ve akrilamide degradasyon gergeklesir (Claeys ve ark. 2005).
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2.2.2.2. Yaglardan Akrilamid Olusumu

Yapilan bir ¢alismada yaglarin akrilamid olusumundaki muhtemel etkisi
arastirillmistir. Sonu¢ olarak; yaglarin yiliksek sicaklikta pargalanmasi sonucu
akrolein bilesigi olusturdugu ve bu bilesigin oksidasyonu sonucu olusan akrilik
asidin amonyak ile tepkimeye girerek akrilamid olusturdugu bildirilmistir
(Yasuhara ve ark. 2003).

Baska bir calismada yaglarin asparajin ile birlikte 1sitilmasi sonucu
akrilamid olusturdugu ve daha yiiksek oranda doymamis yag asiti i¢eren balik
yaginin, hayvansal yag ve misir yagina oranla yaklasik on kat daha fazla akrilamid
olusturdugu rapor edilmistir (Ehling ve ark.2005). Bir diger calismada patates
orneklerinde yapilan calismada yemeklik yag ilavesinin akrilamid miktarinda
belirgin bir degisiklige sebep olmadigi bildirirken (Biedermann ve ark. 2002), 1s1l
islem sirasinda patateslere yag ilavesinin akrilamid miktarint artirdigr bildirilmistir

(Tareke ve ark. 2002).

Bu ¢alismalar goz Oniine alinarak, lipidlerin akrilamid olusumunda tek
basina onemli bir akrilamid 6ncii maddesi olmadig1 ancak, 1s1 transferine katki
saglamalar1 agisindan akrilamid olusumuna dolayli etkilerinin oldugu sonucuna

varilabilmektedir.

2.2.2.3. Akrolein ve Akrilik Asit Uzerinden Akrilamid Olusumu

Akrolein bilesiginin oksidasyonu sonucu olusan akrilik asit, akrilamid olusumu
icin muhtemel bir ara {irlindiir. Isil iglem goérmiis gidalarda akrilik asit olusumuna yol
acabilecek birtakim reaksiyonlar s6z konusudur. Bu reaksiyonlardan birisi, aspartik
asidin glukoz ya da fruktoz varliginda isitildiginda dikkate deger miktarda akrilik asit
olugturmasidir. Aspartik asit digindaki aminoasitler de akrolein kaynagi olabilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada 185°C sicaklikta metiyoninin ve glukozun 1sil isleme tabi
tutulmas1 sonucunda akrilamid olustugu ve bu olusumun metiyoninin par¢alanma
driinleri olan akrolein ve amonyak {izerinden gergeklestigi bildirilmistir (Mottram ve
ark. 2002). Serin, sistein gibi aminoasitlerin 1s1l iglem sonucu piruvik asit yoluyla laktik
asite doniisebilecegi ve amonyak varliginda akrilamid olusturabilecegi bildirilmistir.

(Yaylayan ve Stadler 2005).
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Akrilik asit tizerinden akrilamid olusabilmesi i¢in bir azot kaynagi gereklidir. Bu
azot aminoasitlerin deaminasyonundan saglanabilmektedir. Asparajin, glutamin ve
sisteinin 180°C'de sitildiklarinda amonyak olusturduklari bildirilmistir (Sohn ve Ho
1995).

Akrolein ve akrilik asit tizerinden gergeklesen akrilamid olusumu, ortamda bir
indirgen seker bulundugunda olusan akrilamid miktar1 yaninda ¢ok diisiik kaldigindan
ve serbest amonyak gerektirmesi ile reaksiyonun etkili olmasi i¢in nispeten yiiksek
sicakliklar1 gerektirmesinden dolayr gidalarda akrolein ve akrilik asit {izerinden
akrilamid olusumu ¢ok dikkat ¢ekici degildir (Yaylayan ve Stadler 2005), (Mestdagh ve
ark. 2008).

2.2.2.4. Asparajinin Enzimatik Dekarboksilasyonu ile Akrilamid Olusumu

Maillard reaksiyonu 1ile dekarboksile Schiff bazi dogrudan akrilamid
olustururabildigi gibi hidrolize olarak 3-aminopropionamide (APA) doniiserek de
akrilamid olusturabilmektedir. 3-APA’dan, amonyak ayrilmasi ile akrilamid
olusabilmektedir. Bu ylizden 3-APA akrilamidin etkili bir 6ncii maddesi olarak kabul
edilmektedir. Bu reaksiyonun, asparajin ve indirgen sekerler arasinda gergeklesen
reaksiyondan 10 kat daha giiclii oldugu belirtilmistir (Granvogl ve Schieberle 2006),
(Bagdonaite ve ark. 2006), (Serpen ve Gokmen 2007), (Wenzl ve ark. 2007), (Knutsen
ve ark. 2009).

0 NH, H:0
Dekarboksilaz
oK w, A NH,
N > m 7? /W
0 NH, 0 0
? NHy
CO,
Asparajin 3-Aminopropionamid Alcrilamid

Sekil 2. 7. Asparajinin enzimatik dekarboksilasyonu ile akrilamid olusumu (Granvogl ve ark. 2004)
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Nisasta bazli gidalarda yapilan bir ¢alismada akrilamid ile 3-propiyonamid
arasinda giiclii bir lineerite tespit edilmistir (Channell ve ark. 2008).

LC/MSMS'de yapilan bir ¢alismada, ¢ig patates ile yesil ve kavrulmus kahvede
akrilamidin 6ncti maddesi oldugu distiniilen 3-APA arastirilmistir. 3-APA miktarinin

patatesin cinsine gore degistigi belirtilirken, kahvede 3-APA tespit edilememistir

(Bagdonaite ve ark. 2006).

Yapilan bir bagka calismada 3-APA’dan akrilamid olusum veriminin asparajine
oranla ¢cok daha yiiksek oldugu ve ortamdan seker cikarildiginda dahi akrilamid
olusumunun belirgin derecede artis gosterdigi bildirilmistir (Granvogl ve ark. 2004).
Birgok gida maddesinde 3-APA miktar1 serbest asparajin miktarina oranla oldukga
diisiik seviyede olmasina ragmen 3-APA’dan akrilamid olusum veriminin asparajine
oranla daha yiiksek olmasi bu reaksiyonu dnemli kilmaktadir. 3-APA bilesigi yiliksek
nemli ortamlarda dahi maillarda reaksiyonu  ger¢eklesmeden  akrilamid
olusturabilmektedir. Bu bilesik, asparajin igerigi diisik hammaddelerden akrilamid

olusumunu ag¢iklamasi bakimindan 6énem kazanmaktadir.

Yukaridaki peptid olusumlar disinda akrilamid olusumunu agiklayan baska bir
teoriye gore, azot igeren bilesikler (protein, aminoasit) akrolein bilesigi olmadan da
hidroliz, dekarboksilasyon ve yeniden yapilanma gibi gegcislerle direkt akrilamid
olusturabilmektedir (Grivas ve ark. 2002), (Claeys ve ark. 2005).

2.2.3. Akrilamidin Olustugu Gidalar

En yiiksek akrilamid miktarinin karbonhidratga zengin gidalarin 120°C'nin
tizerinde 1sitilmasi ile (100-4000 pg/kg ) olustugu, en diisiik akrilamid miktarinin ise
proteince zengin gidalarda (<100 pg/kg) oldugu bildirilmistir (Tareke ve ark. 2002),
(Mestagh ve ark. 2007).

Italya’da yapilan bir ¢aligmada domates sosu, pisirilmis piring ve fast food tiirii
gidalarda akrilamid miktarlar1 incelenmis ve sonug olarak; piring ve domates sosu i¢in
akrilamid diizeyleri 50 pg/kg'in altinda bulunurken, fast foodlarda pisirme yontemine

bagli olarak, 294 ng/kg'a kadar yiikseldigi belirtilmistir (Tateo ve ark. 2007).

Tiirkiye' de yapilan bir ¢aligmada biskiivi, kraker, bebek biskiivisi, ekmek, tost

ekmegi, findik fiiresi, kirmizibiber, hamburger, pide, kakao, kahve, patates cipsi, zeytin,
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tavuk snitzel, omlet, pilav, misir, hazir corba, bebek mamasi, tulumba tatlisi, kadayif,
Kemalpasa tatlisi, helva, pekmez, tahin, c¢ikolata, cilek regeli gibi farkli gida
orneklerinde akrilamid diizeyleri arastirilmis ve sonug olarak gida gruplar1 ve ayni1 gida
gruplarindaki farkli markalar arasinda biiylik farkliliklar saptanmistir. Patates cipsinde
834 ng/kg, kizartilmis patateste 403 pg/kg, Kemalpasa tatlisinda 512 pg/kg, tulumba
tatlisinda 241 pg/kg, pekmezde 95 pg/kg, helvada 93 pg/kg, tahinde 69 pg/kg, zeytinde
82 ung/kg, ekmekte 38 pg/kg, kirmizibiber, cilek receli, kakao, omlet, bebek mamasi,
pide, kadayif ve pilavda 10 pg/kg'dan diisiik akrilamid diizeyleri belirlenmistir. (Olmez
ve ark. 2008).

Cizelge 2. 3. Yapilan bazi ¢caligmalarda bulunan akrilam"id diizeyleri (Alpdzen 2012)

Ortalama Aralik Ornek

Gidanin Ad (ng/kg) (ng/kg) sayisi | Kaynak
Patates kizartmasi (evde) 63 60-66 2 Olmez ve ark. 2008
Patates kizartmasi (restoranda) 403 355-436 9 Olmez ve ark. 2008
Tiirk kahvesi 266 200-336 4 Olmez ve ark. 2008
Kahve (orta kavrulmus) 25 25 2 Svensson ve ark. 2003
Kavrulmus kahve 221 79-975 -—- Gokmen ve Palazoglu 2008
Biskiivi 198 <10-648 16 Olmez ve ark. 2008
Diyabetik biskiivi 270 10-1695 125 Gobel ve Kliemant, 2007
Tatl biskiivi 443 <68-1150 15 Eerola ve ark. 2007
Tuzlu biskiivi 179 134-224 2 Eerola ve ark. 2007
Bebek biskiivisi 106 5-432 130 Gobel ve Kliemant 2007
Bademli biskiivi 356 5-2110 81 Gobel ve Kliemant 2007
Kraker 247 26-587 18 Olmez ve ark. 2008
Ekmek 38 10-133 10 Chen ve ark. 2008
Tost Ekmegi 164 41-474 5 Olmez ve ark. 2008
Ekmek kirmtis 95 <10-226 5 Olmez ve ark. 2008
Patates cipsi 834 59-2336 8 Olmez ve ark. 2008
Patates cipsi 1377 5-4653 --- Gokmen ve Palazoglu 2008
Patates cipsi 539 100-1470 15 Eerola ve ark. 2007
Patates kizartmasi 540 300-1100 7 Svensson ve ark. 2003
Patates kizartmasi 310 34-688 8 Svensson ve ark. 2003
Haglanmig Patates <30 --- --- Svensson ve ark. 2003
Kahvaltilik Tahillar 220 < 30-1400 14 Svensson ve ark. 2003
Kahvaltilik Tahillar 84 5-545 47 Gobel ve Kliemant 2007
Popcorn 300 260-350 3 Eerola ve ark. 2007
Misir cipsi 425 109-835 9 Olmez ve ark. 2008
Misir gevregi 49(max.) 8 Arisseto ve ark. 2009
Frincilik iiriinleri 120 <10-441 4 Olmez ve ark. 2008
Kek 68 43-89 9 Chen ve ark. 2008
Kavrulmus findik 128 <10-421 5 Olmez ve ark. 2008
Kavrulmus badem 260 207-313 2 Olmez ve ark. 2008
Cikolata 75 37-100 5 Olmez ve ark. 2008
Helva 93 <10-229 7 Olmez ve ark. 2008
Zeytin 82 <10-216 8 Olmez ve ark. 2008
Tulumba tatlis 241 10-701 5 Olmez ve ark. 2008
Kemalpasa tatlisi 512 445-578 2 Olmez ve ark. 2008
Pekmez 95 <10-297 4 Olmez ve ark. 2008
Kakao <10 - 3 Olmez ve ark. 2008
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2.2.4. Gidalarda Akrilamid Olusumunu Etkileyen Faktorler

Akrilamid olusumu i¢in elzem bilesenler indirgen sekerler ve asparajin
aminoasididir. Bunlarin yaninda gida matriksi, gidanin pH’s1, gidanin nemi, gidanin
bulundugu ortam kosullar1 ile sicaklik ve siire gibi islem kosullar1 da akrilamid
olusumunu etkilemektedir (Robert ve ark. 2004). Ayrica yagda kizartilan gidalarda
akrilamid olusumunda kullanilan yag ¢esidinin de etkisinin oldugu bildirilmektedir

(Becalski ve ark. 2003), (Gertz ve ark. 2002).

2.2.4.1. Gidadaki Indirgen Sekerlerin Etkisi

Yapilan c¢alismalar 6zellikle 100°C'nin  {izerinde akrilamid olusum
reaksiyonunun meydana gelebilmesi i¢in indirgen sekerlerin gerekliligini gostermistir

(Stadler ve Scholz 2004).

Yapilan bir ¢alismada glikoz, fruktoz ve sakkaroz indirgen sekeri ile asparajin
aminoasidi arasinda 140-200°C arasinda akrilamid olusturma yetenegi arastirilmistir.
Asparajin-glikoz sisteminde akrilamidin asparajin-fruktoz sistemine goére daha hizli
olustugu, en az akrilamidin asparajin-sakkaroz sisteminde olustugu tespit edilmistir

(Amrein ve ark. 2004), (Claeys ve ark. 2005b), (Amrein ve ark. 2007).

Bagka bir c¢aligmada patates cipslerinde akrilamid olusumunda kullanilan
patatesteki aminoasit ve seker igeriklerinin etkisi arastirilmis ve ¢ig patateslerdeki
glukoz ve fruktoz konsantrasyonlar1 ile patates cipsindeki akrilamid miktar1 arasinda

lineer bir iliski bulunmustur (r?=0,97) (Williams 2005).

Yapilan bir diger ¢aligmada akrilamid olusumunda fruktozun glukoza oranla

daha etkili oldugu belirlenmistir (Biedermann ve ark.2002), (Becalski ve ark. 2003).

Indirgen bir seker olmayan sakKarozun akrilamid olusumundaki etkisinin
incelendigi bir ¢alismada sakkarozun 1s1l iglem etkisi ile iki indirgen monosakkarite
hidrolize oldugu ve akrilamid olusturabildigi rapor edilmistir (Taeymans ve ark. 2004).
Bunun yaninda ayni biskiivi formiilasyonunda 205°C'de 11 dakika uygulanan 1sil
islemde glukoz yerine sakkaroz kullanilmasinin akrilamid miktarimi azalttig
belirlenmistir. Buna bu sicaklik ve siirenin sakkaroz hidrolizi i¢in yetersiz kaldigi

aciklamasi getirilmistir (Gokmen ve ark. 2007).
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Asparajinle birlikte glukoz, fruktoz, sakkaroz, sorbitol, gliseraldehit ve
glikolaldehit sekerlerinin kullanildig1 bir sistemde tiim sistemlerin 250°C' de akrilamid
olusturdugu, daha yiiksek sicakliklarda ise akrilamid miktarinin arttigi gézlenmistir.
250°C'de asparajin-glikolaldehit sisteminin akrilamid olusumu agisindan, asparajin-
glukoz sistemine gore daha etkili oldugu; 350°C'de ise asparajin-sakkaroz sisteminin
asparajin-glukoz sistemine gore daha etkili oldugu bildirilmistir (Yaylayan ve ark.
2003).

2.2.4.2. Gidadaki Aminoasitlerin Etkisi

2002 yilinda g¢esitli arastirma gruplart tarafindan akrilamid olusum
reaksiyonunda asparajinin énemi bildirilmistir (Mottram ve ark. 2002), (Stadler and
Scholz 2004).

Akrilamid olusumu igin en ideal ortamin asparajin/glikoz oraninin 0,5 oldugu
ortam oldugu ifade edilmektedir. Yapilan bir ¢calismalarda diisiik asparajin ve fruktoz
iceren una, fruktoz ilavesinin akrilamid olusumunu etkilemedigi, ama asparajin
ilavesinin akrilamid olusumunu arttirdigr bildirilmistir (Clacys ve ark. 2005a).
Akrilamid olusumunda undaki asparajin, patatesteki indirgen seker gibi belirleyici
etkiye sahiptir (Claeys ve ark.2005a), (Vicklund ve ark. 2006), (Fiselier ve ark. 2006),
(Hamlet ve ark. 2008).

Yapilan bir calismada aminoasit ve indirgen sekerlerin pirolizi patates cipsi
sisteminde denenmis ve asparajinin akrilamid olusumunda temel aminoasit oldugu

bildirilmistir (Zyzak ve ark. 2003).

Bir diger calismada indirgen sekerlerin asparajin aminoasidi ile 1sitildiklarinda
olusturduklart N-glikozidlerin 6nemli miktarda akrilamid olusturdugu, glutamin ve
metiyonin aminoasitleriyle olusan N-glikozidlerin ise ¢ok diisiik miktarlarda akrilamid

olusturduklart bildirilmistir (Stadler ve ark. 2002).

Zencefilli, pekmezli ekmek ile yapilan bir c¢alismada asparajin miktarinin

akrilamid olusumununda 6nemli etken oldugu bildirilmistir (Amrein ve ark. 2004).

Yapilan bagka bir calismada 140 ve 200°C'de asparajin-glikoz sisteminde
asparajin disindaki aminoasitlerin (lisin, sistein, glutamin, alanin)  akrilamid

olusumundaki etkileri incelenmistir. Sisteme sistein ya da lisin ilavesinin akrilamid
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olusumunu azalttigi, glutamin ilavesinin akrilamid olusumunu arttirdigi, alaninin
ilavesinin ise etkisiz oldugu bildirilmistir (Clacys ve ark. 2005a), (Claeys ve ark.
2005c).

Cizelge 2. 4. Patates nisastast ve sudan olusan gida sistemlerinin 1sitilmast ile
aminoasitler ve D-glukozdan olusan akrilamid miktarlar1 (Zyzak ve ark. 2003).

Aminoasit Akrilamid (pg/kg)
Sadece nisasta var <50
Sadece asparajin var 117
Asparajin ve nisasta var 9270
Glutamin (nisasta var) 156
Alanin, Arjinin, Aspartik Asit, Sistein, Lizin, <50
Metiyonin, Treonin ya da Valin (nisasta var)

2.2.4.3. Islem Siiresinin ve Sicakhgmn Etkisi

Cesitli gida iirlinlerinde yapilan bir¢ok calisma gostermistir ki gidalarda olusan
akrilamid miktar1 yiiksek sicakliklarda (120°C ve iizeri) meydana gelir. Islem siiresi
uzadik¢a da bu miktar daha da artmaktadir (Becalski ve ark. 2003), (Kita ve ark. 2004),
(Anonymous 2006a), (Tareke ve ark. 2002), (Mottram ve ark. 2002), (Rydberg ve ark.
2003), (Surdyk ve ark.2004). Akrilamid miktarinin en yiiksek diizeye ulastigi sicaklik
ise 160-180°C arasi olarak rapor edilmistir (Tareke ve ark. 2002), (Mottram ve ark.
2002).

Isil islem gbéren parmak patateslerde akrilamid olusumuna sicakligin etkisinin
incelendigi bir ¢aligmada; 100°C'ye kadar 19 dakikalik 1sitma sonunda akrilamid
iceriginde bir degisim olmamustir. 120°C'de ise kii¢iik bir artis (+ 30 pg/kg)
saptanmigtir. Bu durum akrilamid olusumu i¢in 100°Cmin iizerinde bir sicakliga

gereksinim oldugunu gostermektedir (Tareke ve ark. 2002).

Bir bagka calismada akrilamid miktarinin artisinda kizartma sicaklifinin yani sira
kizartma siiresinin de etkili oldugu; ancak, kizartma sicakliginin, kizartma siiresinden

daha etkili oldugu belirlenmistir. Sabit kizartma sicakliginda kizartma siiresine ve sabit
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kizartma siiresinde kizartma sicakligina baglh artisin lineer o6zellik gosterdigi

bildirilmistir (Gokmen ve ark. 2006).

Baska bir caligmada asparajin ve indirgen sekerlerin model reaksiyonlarinda en
fazla akrilamid miktarinin 175°C'de olustugu, bunun iizerindeki sicakliklarda akrilamid
miktarinin azaldigi rapor edilmistir (Mottram ve ark. 2002). Bu azalmanin nedeninin
akrilamidin 175°C'nin {izerinde bozularak polimerize olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Bes farkli sicaklik (150-290°C) ve bes farkli siire (15-35 dak.) kullanilarak
yapilan bir ¢aligmada, ekmek kabugunda akrilamid miktarinin sicaklik ve siire arttik¢a

arttig1 rapor edilmistir (Surdyk ve ark. 2004).

Farkli sekillerdeki patateslerle yapilan bir calismada 120°C'de dikkate deger
miktarda akrilamid olugmaya baslandigi, yiliksek yiizey/hacim oranli {iriinlerde 160-
180°C'de 2-5 dakikalik islem siiresinde maksimum akrilamid konsantrasyonunun

olustugu bildirilmistir (Taubert ve ark. 2004).

Patateslerin 200°C sabit sicaklikta ve farkl stirelerde kizartilmasi sonucu olusan
akrilamid miktarlarinin incelendigi bir caligmada; baslangigta akrilamid miktarinin
zamanla Ussel olarak arttig1, 20. dakikadan sonra azaldigi, 60. dakikada ise en fazla

azalmanin oldugu bildirilmistir (Rydberg ve ark. 2003).

Piring, patates ve bugday flekleri kullanarak yapilan bir calismada hazirlanan
keklerde 180°C'lik firinda ¢esitli pisirme slirelerinde olusan akrilamid miktarlari
incelenmistir. Elde edilen veriler; 10 ve 20 dakikalar arasinda akrilamid olusumunda
hizli bir artig, 20-35 dakikalar arasinda maksimum degere ulasma ve sonra yavas lineer
bir azalma seklinde olup her {i¢ iiriinde de benzerdir. Piring, patates ve bugday
keklerindeki maksimum akrilamid konsantrasyonlar sirayla 3200, 6800 ve 1100 ng/kg
olarak tespit edilmistir. Bu tiriinlerde maksimum akrilamid miktarina ulasildiktan sonra
akrilamid miktarlarinda zamana bagl bir azalma goriilmiistiir. Bu azalmanin diger gida
bilesenleri ile akrilamid arasindaki ikincil reaksiyonlardan kaynaklandigi

diistinilmektedir (Elmore ve ark. 2005).
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2.2.4.4. Gida Matriksinin EtKisi

Proteinlerin akrilamid olusumu iizerinde inhibisyon etkisinin olmasindan dolay1
kizartilmig et veya balik iirlinleri, patates veya hububat iiriinleriyle kiyaslandiginda
daha diisiik akrilamid i¢cermektedirler. (Vattem and Shetty 2003), (Biedermann and
Grob 2003), (Tareke, 2003).

Yapilan bir ¢alismada misir ve bugday ununa patatesteki kadar asparajin ilave
edildiginde, patatestekinin ancak beste biri kadar akrilamid olusabildigi, bunun yaninda

akrilamidin misir ve bugday ununda patatese gore daha yavas parcalandigi belirtilmistir
(Claeys ve ark. 2005a).

Tiirkiye’de yapilan bir calismada proteince zengin et bazli iriinlerde 1zgara
seklinde pisirilme sonrasinda olusan akrilamid miktarlar1 arastirilmistir. Arastirma
gostermistir ki; 1zgara seklinde pisirilmis tavuklardaki akrilamid miktar1 23-28 ppb
araligindayken, 1zgarada pisirilmis kirmizi etlerde bu degerler 49-250 ppb araliginda
degismektedir (Kaplan ve ark. 2009).

Bir bagka calismada hem laboratuar ortaminda hazirlanmis hem de restoranlarda
hazirlanmis gidalar akrilamid miktarlar1 bakimindan analiz edilmis ve sonug olarak
protein orani yiliksek gidalarda (et, tavuk, biftek, hamburger) ortalama akrilamid miktari
5-50 ng/kg seviyesindeyken karbonhidrat orani yiiksek gidalarda bu miktar 150-4000
ng/kg seviyesinde bulunmustur (Tareke ve ark. 2002). Bu calismada ayrica patates
cipsinin kizarmis seker pancarindan yaklasik 34 kat, kizarmis seker pancarinin da

tavada kizartilmis patatesten yaklasik 2 kat daha fazla akrilamid i¢erdigi bildirilmistir.

2.2.4.5. Gida pH’simin Etkisi

pH’in degisimi akrilamidin Onciil bilesiklerinden olan aminoasitteki amino
grubunu etkiledigi gibi diger onciil bilesik olan sekerin reaktivitesini de etkilemektedir.
Akrilamid olusumu i¢in ideal pH’in 7-8 oldugu yapilan c¢aligmalarda belirlenmistir
(Rydberg ve ark. 2003). pH degerinin diisiiriilmesiyle asparajinin serbest protonsuz o-
amino grubu, protonlu amine doniisiirerek (NH3") akrilamid olusumu i¢in elzem olan

schiff baz1 olusumunu engeller.
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Yapilan bir caligmada asparajin ve glukoz iceren sistemde pH'in 7'den 4'e
diisiiriilmesiyle akrilamid olusumunun % 99 oraninda azaltildig: bildirilmistir (Jung ve

ark. 2003).

Patates cipsleriyle yapilan bir ¢alismada; patates dilimlerini asidik ¢ozeltiler
icerisinde farkli siirelerde bekletmenin ve haglamanin patates cipslerinde olusacak
akrilamid miktarini nasil etkileyecegi arastirilmistir. Sonug olarak en yiiksek azalmanin
% 90 ile, % 98’lik asetik asit ¢ozeltisinde patates dilimlerinin 20°C’de 60 dakika
bekletilmesi ile elde edildigi tespit edilmistir. %50'lik bir azalma ise hem % 98’lik
asetik hem de % 98’lik sitrik asit ¢ozeltilerinde 70°C'de 3 dakika haslama sonucunda
elde edilmistir (Kita ve ark. 2004).

Yapilan bir ¢alismada misir ve patates cipsini kizartma veya firinda pisirmeden
once sitrik asit ¢ozeltisine daldirmanin akrilamid olusumunu 6nemli derecede azalttig1

belirtilmistir (Jung ve ark. 2003).

Rendelenmis ve homojenize edilmis patateslerde farkli konsantrasyonlarda sitrik
asit kullaniminin akrilamid olusumuna etkisinin incelendigi bir ¢alismada, patatesler
180°C'lik firinda 25 dakika bekletilmis ve pH diisiisiine bagli olarak olusan akrilamid
miktarinda bir azalma tespit edilmistir (Rydberg ve ark. 2003).

Bir bagka ¢alismada zencefilli, pekmezli ekmekte akrilamid icerigini diisiirmek
icin Urliniin esmerlesme ve lezzet Ozellikleri de dikkate almarak 5000 mg/kg'

gecmeyecek sekilde sitrik asit ilavesinin uygun olabilecegi belirtilmistir (Amrein ve
ark. 2004).

2.2.4.6. Gida Neminin Etkisi

Yapilan caligmalarda genel olarak yiiksek nem igeren Orneklerdeki akrilamid

olusumunun ¢ok diisiik miktarlarda oldugu belirtilmistir.

Maillard reaksiyonu ig¢in optimun nem diizeyi % 12-18 araligidir. Gida

matriksinin nem igerigi azaldik¢a olusacak akrilamid miktarinda artis olacagi

bildirilmistir (Claeys ve ark. 2005a), (Vicklund ve ark. 2006).

Yapilan bir ¢aligmada patates, bugday ve piring frekleri kullanarak hazirlanan
keklerde 180°C'de firinda pisirme isleminde pisirme siiresine karsilik keklerdeki % nem

iceriginin degisimine gore olusan akrilamid miktarlarini incelemisler. Sonug olarak; %
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5’in lizerinde nem oranina sahip olan keklerde akrilamid olusumunun oldukca diisiik
oldugu, % 5'in altinda nem oranina sahip keklerde ise nem miktari ile akrilamid miktari

arasinda ters orantili bir iligki oldugu bildirilmistir (Elmore ve ark. 2005).

Bir baska calismada akrilamid olusumunun patateslerde suyun buharlasmasi ile

giiclii bir artig gosterdigi rapor edilmistir (Amrein 2005).

Yapilan bir baska calismada, ekmek ve biskiivilerde nemin artmasi ile akrilamid
olusumunun azaldig1 tespit edilmistir (Sadd ve ark. 2008). Baska bir ¢alismada ise
cavdardan yapilan unlu mamullerde nem diizeyleri ile akrilamid olusumu arasinda

korelasyon bulunamamistir (Curtis ve ark. 2010).

Bir diger ¢alismada diisik nem oranlarinda akrilamidin olusumunun
hizlanmasinin yani sira parcalanmasinin da hizli oldugunu bildirilmistir (Biedermann

ve ark. 2002).

Bagka bir ¢alismada 100 g ekmek hamuruna eklenen 5 g suyun akrilamid
miktarinda % 25' lik bir artisa sebep oldugu bildirilmistir. Bu durum, gida matriksi
icerisindeki kuru madde miktar ile akrilamid miktar1 arasinda gozlenen iliskinin baska

etmenlerden de etkilenebicegini gostermektedir (Amrein ve ark. 2004).

2.2.4.7. Depolama Kosullarimin Etkisi

Depolama kosullar1 da akrilamid olusumunu etkilemektedir. Yapilan bir
calismada patatesler i¢in en iyi depolama kosulunun solunumun azaldig1 3-4°C civari
oldugu bildirilmistir. Fakat bu dereceler gibi diisiik sicaklikta depolama ayni zamanda
patateslerde indirgen seker miktarninin artmasina (diisiikk sicaklik tatlanmasi) neden
olmaktadir. Indirgenmis seker miktarinin artmasi bir taraftan patatesi donmaya kars
korurken diger taraftan yiiksek indirgen seker orani, akrilamid olusumunu
arttirmaktadir. Bunun yaninda patatesleri 10°C civar1 gibi orta derecelerde depolamanin
diisiik sicaklik tatlanmasini azalttigi fakat bu depolama seklinin de c¢imlenmeyi
durdurucularin kullanimina neden oldugu ve hastalik problemlerini beraberinde

getirdigi bildirilmistir (Olsson ve ark. 2004).

Bir diger ¢alismada toz haline getirilmis patates cipsleri oda sicakliginda kapali
bir sekilde yaklagik 100 giin depolanmis ve bu siirenin sonunda akrilamid miktarinda

dogrusal bir azalma oldugu bildirilmistir (Honicke ve ark. 2004).
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2.2.4.8. Kizartma Isleminde Kullamilan Yagin Etkisi

Akrilamidin olustugu yollardan biri yaglarin ytliksek sicakliklara isitildiginda,
gliserollin pargalanarak akroleine doniismesidir. Bunun disinda yagdaki doymamislik
diizeyinin artmasiyla da akrolein olusumu artmaktadir. Ayrica ¢oklu doymamis yag
asitlerinin ve onlarin bozunma {riinlerinin oksidasyonu sonucu da akrilamid
olusabilmektedir. Bunlarin diginda kullanilan yagm cinsi de akrilamid olusumunu

etkileyebilmektedir (Taeymans ve ark. 2004), (Claeys ve ark. 2005a).

Patates ile yapilan bir ¢alismada 175°C'de patates dilimleri zeytinyagi, misir yagi
ve parafinde 10 ve 15 dakika kizartilmistir. Sonug olarak kizartma yagi cinsinin olusan
akrilamid miktarin1 etkileyebilecegi ve en yliksek akrilamid miktarinin zeytinyagi

kullanildiginda olustugu bildirilmistir (Becalski ve ark. 2003).

Bagka bir calismada patateslerin kizartilmasinda zeytinyagi kullaniminin misir

yagina gore daha yiiksek akrilamid olusturdugu bildirilmistir (Tareke 2003).

Kizartma yag1 olarak aycicek ve palm yagmin kullanildigi 2 ayr sistemde
aycicek yagindan olusan sistemin, palm yagindan olusan sisteme goére oksidasyon
etkisinden dolay1 daha yiiksek diizeyde akrilamid olusturdugu, lipid oksidasyonu ile
akrilamid olusumu arasinda pozitif bir iliski oldugu bildirilmistir. Ayrica diisiik
karbonhidrat igeren veya karbonhidrat igermeyen gidalarda lipid oksidasyonunun

akrilamid olusumunda 6nemli bir etken oldugu rapor edilmistir (Capuano ve ark. 2010).

Bagka bir calismada kizarmis patateslerde kolza yaginda, aygicek ve palm yagina
oranla daha yiiksek akrilamid olustugu bildirilmistir (Gertz ve ark. 2002).

Bir baska calismada oksidasyona karst olduk¢a hassas olan soya yagi
kullanilarak, yag oksidasyonunun akrilamid olusumu iizerine etkisi incelenmis ve yag
oksidasyonunun parmak patatesin kizartilmasi sirasinda olusan akrilamid miktarina
onemli bir etkisinin olmadigi, bunun yaninda yag oksidasyonunun yag ile patatesler
arasindaki 1s1 transferini etkileyebilecegi ve dolayisiyla akrilamid olusumunun yag

cesidinden etkilenebilebilecegi bildirilmistir (Mestdagh ve ark. 2007).
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2.2.5. Gidalarda Akrilamid Olusumunu Azaltma Yollar

2002 yilmin nisan ayinda Stokholm iiniversitesinin ve Isve¢ Ulusal Gida
Idaresinin nisastaca zengin gidalarin kizartilmasi veya firinda pisirilmesi sirasinda
yiiksek miktarda akrilamid olustugunu bildirmesinin akabinde akrilamid olusumunun

azaltilmast amaciyla bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

Yapilan c¢aligmalar incelendiginde gidalarda akrilamid olusumunun cesitli 6n
islemlerin uygulanmasi, islem parametrelerinin degistirilmesi, ana reaktantlarin
miktarinin veya cesidinin degistirilmesi ya da cesitli katki maddelerinin ilavesi ile

miimkiin olabildigi goriilmektedir.

2.2.5.1. Cesitli On Islemler Uygulanarak Akrilamid Olusumunun Azaltilmasi

- Haslama ya da suda bekletme: Gidalari 1s1l islem oncesi haslamanin ya da
suda bekletmenin akrilamid olusumunu azalttigr belirtilmektedir. Haslama islemi
yiizeydeki nisastayr jelatinize ederek yag absorpsiyonunu azaltmanin yani sira
asparajinin gidadan ayrilmasini da saglamaktadir (Claeys ve ark. 2005a), (Foot ve ark.
2007). Ayrica haslama islemi iriiniin pH'in1 da disiirerek akrilamid olusumunu

azaltmaktadir (Tareke ve ark. 2002).

Yapilan bir ¢aligmada, kizartma Oncesi uygulanan haglama siiresi ve haslama
sicakliginin kizartma sonrasi patates cipsi ve patates kizartmasinda akrilamid diizeyine
etkisi arastirilmistir. Sonug¢ olarak; patates cipslerinde patates kizartmasina gore,
haslama sirasinda seker kaybinin fazla olmasi nedeni ile daha diisiik akrilamid diizeyleri

tespit edilmistir (Mestagh ve ark. 2008a).

Bir baska calismada kizartmadan 6nce 85°C suda 3,5 dakika haslama isleminin
120, 150 ve 180°C’de kizartilan haslanmis patates cipslerinin akrilamid igerigini 6nemli
oranda azaltig1 bildirilmistir. Haslama islemi patates cipslerinde olusan akrilamid
miktarlarm1 120, 150 ve 180°C'lerde sirasiyla % 68, % 75 ve % 49 oraninda
diistirmistiir. Haslama patates dokusundan glukoz ve asparajinin uzaklastirilmasini
saglayarak kizarmis patates dilimlerinde daha diisiik akrilamid olusumuna neden

olmustur (Pedreschi ve ark. 2005).

Bagka bir ¢alismada distile suda bekletmenin patatesin glukoz, fruktoz ve sukroz

icerigini ¢ok az degistirdigi asparajini ise hi¢ degistirmedigi, sicak suda bekletmenin
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glukozda ve asparajinde ortalama olarak % 76 ve % 68 azalma sagladig: bildirilmistir.
Sicak suda bekletilen patates dilimlerinde kizartma yiiksek sicaklikta (190°C)
yapildiginda bile olusan akrilamid olduk¢a diisiik miktarda (28 ppb) bulunmustur
(Pedreschi ve ark. 2004).

4 ve 8°C'de depolanan patateslerde haslama isleminin akrilamid olusumu
izerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada; 6, 12 ve 18 hafta depolama sonrasinda 3
dakika 80°C'de haslanan ve 3 dakika yagda kizartilan patateslerde akrilamid oranlari
arastirilmistir. Sonug olarak haglama isleminin akrilamid olusumunu % 51-73 civarinda

azalttig1 bildirilmistir (Viklund ve ark. 2010).

Bir diger ¢alismada kizartma isleminden Once suda bekletmenin etkisinin yeterli
olmadigr ancak kisa bir kaynatma islemi ile akrilamid miktarmin azaltilabilecegi
bildirilmistir. Ayrica patates dilimleri 2 saat oda sicakliginda suda bekletilmis sonra
kizartilmis ve bu islemin patates cipslerinde olusan akrilamid olusumunu azaltmada

etkili oldugu bildirilmistir (Williams 2005).

- Diger on islemler: Gida sisteminin pH'sim1 diigiirmek, asparajinin o-amino
grubunun protonlanmasini saglayarak, asparajinin karbonille niikleofilik eklenme

reaksiyonunu ve dolayisiyla akrilamid olusumunu engelleme seklinde etki gosterir
(Zhang ve Zhang 2007).

Yapilan bir calismada kizartilmis patates cipsi 170°C'de 3 dakika kizartma
oncesinde % 0,1-2'lik taurin ¢ozeltisine 30 dakika daldirilmis ve akrilamid olusumunda

kayda deger bir azalma meydana gelmistir (Shin ve ark. 2010).

Bir diger c¢alismada hamur pH'nin sitrik asit ilavesi ile 7,40'tan 3,28'e
diistirilmesinin biskiivide olusan akrilamid miktarinda % 67 oraninda bir azalma
sagladig1, ancak biskiivilerde asidik tadin gelisimi ve yiizey renginde homojen olmayan

goriiniimiin kabul edilemeyen sinira yakin oldugu bildirilmistir (Gokmen ve ark. 2007).

Yapilan bir baska calismada, patates dilimlerine 150, 170 ve 190°C'de kizartma
oncesinde 3 farkli islem uygulanarak akrilamid miktarindaki degisim LC/MSMS
cihazinda incelenmistir. Birinci islemde patatesler sirasiyla 0, 40 ve 90 dakika saf suya
daldirilmis, ikinci islemde patatesler farkli sicaklik ve siirelerde (50°C'de 30 ve 70
dakika, 70°C'de 8 ve 40 dakika, 90°C'de 2 ve 9 dakika) sicak suda haslanmustir. Uciincii

islemde ise patatesler % 1 ve 2’lik sitrik asit i¢eren ¢ozeltilerde 30 dakika bekletilmistir.
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Sonu¢ olarak; 90 dakika suda bekleyen patateslerde glikoz miktar1 yaklasik % 32
azalmistir. Suda bekletilen patates dilimlerinde akrilamid olusumunda 150, 170 ve
190°C'de kizartilan patateslerde sirasiyla % 27, % 38 ve % 20 azalma belirlenmistir.
Ikinci igslemde yapilan haslama sonucunda glikoz ve asparajin miktarlarinda % 76 ve %
68 oraninda azalma belirlenmistir. Yine ikinci islemde yapilan 50°C'de 70 dakika
haslanip 3 farkli sicaklikta kizartilan patateslerde ¢ok diisiik akrilamid miktar1 (< 28
ng/kg) tespit edilmistir. %1 ve 2’lik sitrik asit ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilen ve sonra
150°C'de kizartilan patateslerde akrilamid miktarinda % 70 oraninda bir azalma tespit
edilmistir. (Pedrechi ve ark. 2004).

Bir diger ¢alismada, haslama suyuna kalsiyum iyonlar1, sodyum iyonlari, asetik
asit ve sitrik asit ilave edilerek patatesler 65°C'de 5 dakika haslandiktan sonra 170°C’de
3 dakika kizartilmistir. Bu 4 bilesigin de haslama suyuna atilmasinin patateslerde

akrilamid olusumunu azalttig1 bildirilmistir (Mestagh ve ark. 2008c).

Yapilan bir diger ¢alismada 150 ve 180°C'de esit miktarda asparajin ve fruktoz
iceren sisteme, +1 ve +2 degerlikli katyonlar ilave edilerek akrilamid olusumu
incelenmistir. Sonu¢ olarak +2 degerlikli katyon ilavesinin akrilamid olusumunu
neredeyse tamamen Onlendigi, +1 degerlikli katyon ilavesinin ise akrilamid olusumunu
yar1 yartya diistirdiigii bildirilmistir. Patateslerin kizartma oncesinde CaCI2 iceren suda
bekletilmesinin, akrilamid olusumunu % 95 oraninda azalttigi, bunun yaninda
patateslerin duyusal 6zelliklerinin de bu islemden olumsuz etkilenmedigi bildirilmistir
(Gokmen ve ark. 2007).

Bir bagka ¢alismada biskiivilerde kalsiyum tuzlarinin % 0,5 oraninda kullanilmasi
ile duyusal ozelliklerde, tekstiirde ve renkte herhangi bir degisim olmadan akrilamid

miktarinin % 70 oraninda azaltilabilecegi bildirilmistir (Ac¢ar ve ark. 2010).

Patates cipslerini NaCl ¢ozeltisinde bekletmenin akrilamid olusumu {izerinde
etkilerinin incelendigi bir calismada; 1. grup patates dilimleri kizartma oncesinde
85°C'de 3,5 dakika haglanirken, 2. grup patates dilimleri ayn1 kosullarda haslandiktan
sonra 25°C'de, 0,02 g/L'lik sodyum kloriir ¢ozeltisinde 5 dakika hafif¢e karistirilarak
beklemistir. ki grup &rnekte 120, 140, 160 ve 180°C'da kizartilmistir. Arastirma

sonucunda, kizartma oncesinde NaCl ¢ozeltisinde bekletilen 2. grup patates

29



2. KAYNAK OZETLERI

cipslerindeki akrilamid miktarinin 1. gruptaki orneklere gore % 90 oraninda azaldig:

bildirilmistir (Pedreschi ve ark. 2007b).

2.2.5.2. Ana Reaktantlarin Miktarinin veya Cesidinin Degistirilmesi ile

AKkrilamid Miktarinin Azaltilmasi

Akrilamid olusumundaki ana bilesenler indirgen seker ve asparajin
aminoasididir. Yapilan calismalar gostermistir ki; bu iki bilesenin miktarint azaltici

veya ¢esidini degistirici yontemler olusacak akrilamid miktarin1 da azaltmaktadir.

Yapilan bir c¢alismada biskiivi iiretiminde indirgen seker yerine sakkaroz

kullaniminin akrilamid olusumunu % 70 oraninda azalttig1 bildirilmistir. (Graf ve ark.
2006).

Bagka bir calismada firincilik iriinlerinde glukoz yerine siikroz kullaniminin
akrilamid miktarinda azalmaya neden oldugu, ancak biskiivilerde yiizey renginin
olusumunda indirgen sekerlerin siikroz ile yer degistirmesi sonucunda istenilen
esmerlesmenin gergeklesmedigi bildirilmistir (Amrein ve ark. 2004), (Gokmen ve ark.
2007).

Reaksiyon ortamina asparajinaz enzimi ilavesi, asparajinin aspartik asit ve
amonyaga enzimatik yolla hidrolizine neden oldugundan, asparajin miktarini

dolayistyla akrilamid olusum miktarini azaltmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada hamura asparajin enzimi ilavesinin krakerlerde akrilamid

olusumunu % 70 oraninda azalttig1 bildirilmistir (Vass ve ark. 2004).

Bagska bir ¢aligmada, bezelye orjinli asparajinaz enziminin; bugday, kepek ve
tam un eckmeklerinde akrilamid miktarindaki etkisi incelenmistir. % 0, 1, 3, 5
oranlarinda 2 giin ¢imlendirilmis bezelye unu ekmege katilmistir. Beyaz bugday
ekmeginde akrilamid olusumunda kayda deger bir azalma tespit edilmemistir. Fakat
kepek ve tam un ekmeklerinde % 57 ve % 68 oraninda azalma oldugu bildirilmistir

(Tuncel ve ark. 2010).

Bir diger ¢alismada patates piiresi ile hazirlanan gidalarda asparajinaz enzimi
uygulamasi ile akrilamidin % 99 oraninda azaltilabildigi gosterilmistir (Zyzak ve ark.
2003).
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Akrilamid olusumunu engellemesi ve son iriiniin karakteristik 6zelliklerini
etkilememesi bakimindan asparajinaz enzimi oldukca etkilidir. Ancak maliyeti
nedeniyle ucuza satilan gidalarda (ekmek, biskiivi, patates cipsi vb.) uygulanmasi pek

miimkiin gériilmemektedir (Claus ve ark. 2008b).

2.2.5.3. Cesitli Katki Maddeleri Eklenerek Akrilamid Miktarinin Azaltilmasi

Isil igleme tabi tutulan gidalarda olusan akrilamid miktarini azaltmanin
yollarindan biri de disaridan antioksidan, vitamin, organik asit, tuz ve karbonat gibi
katki maddelerinin eklenmesidir. Yapilan caligmalar gidalarda olusan akrilamid
miktarinin azaltilmasinda antioksidan maddelerin kullanilmasinin olumlu veya olumsuz
sonuclar1 olabilecegini gostermistir. Her ne kadar antioksidan eklenmesi ile akrilamid
olusumu arasinda pozitif ya da negatif bir iliskinin varlig1 tam olarak dogrulanmasa da
antioksidanlarin Maillard reaksiyonunda olusan serbest radikal ara {iriinlerden reaktif
serbest elektronlar1 kopararak faydali bir etkisinin olabilecegi belirtilmektedir (Zhang
ve Zhang 2007), (Friedman ve Levin 2008).

Yapilan bir ¢alismada BHT (butilhidroksitoluen), E vitamini ve susam gibi
antioksidanlarin daha yiiksek akrilamid olusumuna neden oldugu, flavonoid iceren

antioksidanlarin ise akrilamid miktarin1 diisiiricii etki yaptigi bildirilmistir (Tareke

2003), (Claeys ve ark. 2005a), (Hedegaard ve ark. 2008).

CaCl,, NaHSOs, ferulik asit, katesin ve L-sisteinin akrilamid olusumundaki
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, hepsinin akrilamid olusumunu 6nledigi, CaCl,'lin

ise akrilamid olusumunu % 85'e kadar azalttig1 rapor edilmistir (Ou ve ark. 2008).

BHA, BHT, ferulik asit ve C vitamini gibi antioksidanlarin akrilamid
olusumundaki etkilerinin incelendigi bir c¢alismada antioksidanlarin akrilamid
olusumunu Onleyemedigi hatta akrilamid olusumunu arttirdigi, fakat bu
antioksidanlarin oksidasyon iiriinlerinin akrilamidi ve oncii maddesi olan asparajini

pargalayarak akrilamid olusumunu 6nledigi ifade edilmektedir (Ou ve ark. 2010).

Sadd ve ark. (2008), tarafindan yapilan bir calismada, unlu mamullerin
hamuruna karbonat ve kloriir seklinde ilave edilen kalsiyum metalinin akrilamid

olusumunu azalttig1 tespit edilmistir
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Bir diger ¢alismada patates model sistemine ilave edilen sisteinin akrilamid
miktarinda % 92, lizinin % 39 ve glisinin % 24 azalma sagladigi bildirilmistir

(Mestdagh ve ark. 2008a).

Diger bir ¢alismada patates cipslerini kizartilmadan 6nce glutamin veya glisin
iceren suda haslamanin akrilamid miktarint % 30, ayni ¢alismada ekmek hamuruna
eklenen glisinin de ekmek kabugunda akrilamid miktarini % 50-90 civarinda azalttig
bildirilmistir (Brathen ve ark. 2005).

Bagka bir ¢alismada patates cipslerini kizartilmadan 6nce % 3'liik glisin veya
lizin ¢6zeltisine daldirmanin akrilamid olusumunu % 80 azalttig1 bildirilmistir (Kim ve

ark. 2005).

Zencefilli-pekmezli ekmek ile yapilan bir ¢alismada kabartma ajani olarak
amonyum bikarbonat kullaniminin  akrilamid olusumunu yiikselttigi, sodyum
bikarbonat kullaniminin ise akrilamid olusumunu 1/3 oraninda diisiirdiigii bildirilmistir.
Ortamda amonyak varligi akrilamid olusumunda 6nemli bir etken olarak goriilmektedir

(Amrein ve ark. 2004).

Bir bagka ¢alismada askorbik asidin Maillard reaksiyonunda bir indirgen seker
gibi davrandigi ve bu asidin indirgenme {iriinlerinin aminoasitler ve peptitlerle
reaksiyona girerek Maillard reaksiyonu sonucu olusan akrilamid miktarini azalttig

bildirilmistir (Rydberg ve ark. 2003).

2.2.5.4. Sicaklik ve Siirenin Degisimi ile Akrilamid Miktarinin Azaltilmasi

Akrilamid olusumunda islem sicakligi ve islem siiresi etkili olmaktadir.
Kizartma-kavurma islemlerinin ¢ok yiiksek sicaklik ve siirede gerceklesmesini 6nlemek
akrilamid olusum miktarini diistirebilmektedir. Ancak, patates kizartmas1 gibi iirlinlerde
diistik sicaklik ve kisa siire uygulamalari {iriiniin fazla yag ¢ekmesine ve gevrek bir yap1

olusmamasina neden olabilmektedir (Anonim 2003).

Patateslerin kizartilmasi sirasinda, (170°C'de 2 dakika + 150°C'de 2 dakika),
(170°C'de 1 dakika + 150°C'de 3 dakika) ve (190°C'de 1 dakika + 150°C'de 3 dakika)
gibi farkli sicaklik-siire uygulamalarmin akrilamid olusumunu azaltabilecegi

bildirilmistir (Palazoglu ve Gokmen 2008).

32



Aydm YILDIZ

Bir diger caligmada patatesleri diisiik sicaklikta ve vakum altinda kizartmanin

akrilamid olusum miktarini % 94 oraninda azalttig1 bildirilmistir (Granda ve ark. 2004).

Asparajin-seker sistemlerinde akrilamid olusumunun arastirildigi bir ¢alismada,
asparajin-glikoz sisteminin 199°C'de 18 dakika 1sitildiginda akrilamid olusumunun
arttigi, asparajin-fruktoz sistemde, sicakligin arttirilarak siirenin kisaltilmasi (200°C’de
15 dakika) ve sicakligin disiiriilerek siirenin uzatilmasi (150°C’de 35 dakika) ile
akrilamid olusumunun arttigi, asparajin-sakkaroz model sisteminde ise, akrilamid
olusumunun sicakligin arttirilip siirenin kisaltilmasi ile artarken, sicakligin diisiirtiliip

1sitma siiresinin uzamasi ile azaldigi ifade edilmektedir (Zhang ve ark. 2007a).

2.2.6. Akrilamid’in Insan Saghg Uzerine Etkileri

Akrilamidin insan saglig1 ag¢isindan 6nemini daha iyi anlamak i¢in bazi terimlerin

bilinmesi faydal1 olacaktir.

NOAEL (No Observed Advers Effect Level) (mg/kg) : Deney hayvanlarina
yasam siirelerinin % 70-80’ini kapsayacak siirede test edilen katki maddesini verip,

hicbir yan etkinin gozlemlenmedigi dozdur.

ADI (Acceptable Daily Intake) (mg/kg) : Insanlarda giinliik alinmasina izin
verilebilen gilivenli doz olarak kabul edilir.

Insanlarda giivenli olan doza (ADI) ulasilabilmesi i¢in NOAEL degeri, giivenlik
faktoriine boliintir. Giivenlik faktorii, genellikle 100 olarak kullamilir. Ancak gida
katkisinin toksisite verilerinde herhangi bir siipheli durum oldugunda bu deger 1000°e
kadar ¢ikabilir. Ya da epidemiyolojik verilerle gida katkisinin giivenligi kanitland: ise
giivenlik faktorii 100 den kiigiik olabilir. Diger bir deyisle deney hayvanlarinda higbir
yan etki yaratmayan dozun yiizde biri insanlarda genellikle giivenli kabul edilmistir. Bu
yontem 1954 yilindan beri gida katkilar1 ve gidalardaki kimyasal kirlilikler igin
uygulanmaktadir. Geride kalan 50 yili askin siirede edinilen deneyimler bu
uygulamanin yeterli koruma sagladigini géstermektedir

(http://www.turktox.org.tr/gida/index.php?p=limitdegerler, 2014).

33


http://www.turktox.org.tr/gida/index.php?p=limitdegerler

2. KAYNAK OZETLERI

NOAEL degerinden ADI degerine asagidaki islem yapilarak ulasilir;

NOAEL (mg/'kg/deney hayvani)
Giivenlik faktérii (10x10)

= ADI (mg/kg/insan)

Giivenlik faktoriiniin hesaplanmasi;

10: Deney hayvani sonuglarinin insana uyumlandirilmasi
(4.0 Toksikokinetik x 2.5 Toksikodinamik farklilik)

10: insanlar arasindaki bireysel farklilik
(3.2 Toksikokinetik x 3.2 Toksikodinamik farklilik)

Alara Prensibi (as low as reasonably achiveable) : Radyasyondan korunmada

biitlin faktorlerin degerlendirilerek miimkiin olan en diisiik dozun alinmasi prensibidir.

LDsg (lethal doz 50) : Kontrollii kosullar altinda test hayvan populasyonlarinin en
az % 50'sini oldiirmek i¢in gerek duyulan toksik maddenin miktar1 ya da

konsantrasyonudur.

Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) 1994 yilinda akrilamidi "Grup
2A" yani insanda kanserojenik etki yapma olasilig1 bulunan bilesikler grubuna dahil
ettiginde (IARC 1994), akrilamid sadece ¢evresel bir kontaminant olarak
degerlendiriliyordu. Akrilamidin, 2002 yilinda 1s1l islem gormiis nisasta bazli gidalarda
kendiliginden olustugu deklare edildikten sonra gidalarda akrilamid olusumu, miktar1

ve insan saglig1 a¢isindan onemi dikkat ¢ekici bir hal almustir.

Diinya saglik orgiitii (WHO) ve Diinya tarim orgiitii (FAO) 2005 yilinda 6zellikle
nisasta bazli gidalarin, islenmesi ya da yiiksek sicaklikta pisirilmesi sirasinda yiiksek
miktarlarda akrilamid olusturabileceklerini ve bu gidalarin insan saglig: agisindan ciddi

riskler tasiyabilecegini bildirmistir (Jiao ve ark. 2005), (Zhang ve ark. 2006).

Akrilamidin sudaki yiiksek ¢oziiniirliigii nedeni ile viicutta (siit ve plasenta dahil)
¢ok genis bir alana yayilabildigi bildirilmistir (Tritscher 2004), (Granby ve Fagt 2004),
(Friedman ve Levin 2008).

Akrilamidin insan viicudunda enzimatik bir reaksiyonla, mutajenik Ve

kanserojenik oldugu distiniilen glisidamide (2,3-epoksipropionamid) doniistigii
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belirtilmektedir (Claeys ve ark. 2005a), (Rommens ve ark. 2008), (Wakaizumi ve ark.
2009).

Akrilamid ve metabolitleri dokularda RNA, DNA ve proteine (hemoglobin gibi)
baglanmaktadir. Akrilamid metabolitlerinden biri olan glisidamid, DNA bilesikleri
olusturmada akrilamide oranla ¢ok daha reaktiftir. Akrilamid verilmis kemirgenlerde,
incelenen tiim dokularda dikkate deger miktarda glisidamid-DNA bilesikleri olustugu
ve tekrarlayan akrilamid ylikleme diyetleri neticesinde bilesiklerin miktarinin dikkate
deger seviyelere ulastig1 tespit edilmistir. Akrilamid ya da glisidamid verilmis farelerin
karaciger, akciger, testis, akyuvar ve bobreklerinde, si¢anlarin ise karaciger, tiroid,
testis, meme bezleri, kemik iligi, akyuvar ve beyinlerinde glisidamid-DNA bilesikleri
tespit edilmistir (Acar 2010).

Akrilamid ve glisidamid ayn1 zamanda hemoglobin aminoasitlerine de kovalent
olarak baglanmakta ve N-ucundaki valine baglanarak olusturdugu bilesikler, insanlarda
akrilamide maruz kalma miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Diyet yoluyla
akrilamide maruz birakilan kemirgenler ve insanlarda akrilamid ve glisidamidin
hemoglobin ile yaptiklar1 bilesiklerin miktarlarinin 6l¢iildiigii calismalarda, fareler,
sicanlar ve insanlarda glisidamid olusum miktarlarinda tlirlerden kaynaklanan

farkliliklarin ortaya ¢ikabilecegi belirtilmistir (fare > sican > insan) (JECFA 2005).

Yine yapilan hayvan denemelerde yiiksek dozlardaki akrilamidin lireme ve sinir
sistemini etkiledigi, metabolik iiriinii olan glisidamidin ise DNA'y1 baglayarak genetik
hasara yol actig1 bildirilmistir (Paulsson ve ark. 2001), (Dybing ve Sanner 2003),
(Baardseth ve ark. 2006a).

Akrilamide maruz kalmanin, akrilamidin metaboliti olan glisidamid aracilig: ile
insanlarda ve hayvanlarda sinir sistemi hasarina neden oldugu bildirilmistir (Calleman

ve ark. 1990), (Costa ve ark. 1992), (Bergmark ve ark. 1993), (Calleman 1996).

Hayvanlar i¢in toksik etkinin olusabilmesi icin tek seferde 100 mg/kg viicut
agirligindan fazla miktarda akrilamide maruz kalinmasi gerekmektedir. Kemirgenlerde
yapilan ¢alismalarda LDsg degeri 107-203 mg/kg viicut agirligi olarak bulunmustur (EC
SCF, 2002; JECFA, 2005).

Sinir sistemine etkisi (sinirlerde morfolojik degisiklik) i¢in JECFA (The Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) 0,2 mg/kg viicut agirligi/giin
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NOAEL degerini belirlemistir. Ayrica, reprodiiktif ve gelisimsel etkilerin 2,0 mg/kg
viicut agirligi/glin NOAEL degerinde kemirgenlerdeki erkek fertilitesi ve testisler
tizerinde etkisi oldugu tahmin edilmektedir (Blank 2005).

Akrilamidin toksik etki gosterdigi birincil bolge sinir sistemidir. Tekrarlanan
akrilamide maruz birakma denemelerinde, giinliik 20 mg/kg viicut agirlig1 ya da daha
fazla akrilamide maruz birakilan kemirgenlerin periferik sinirlerinde ciddi lezyonlar
olustugu goriilmiistiir. Bunun yani sira, iskelet kaslarinin zayiflamasi, testikiiler atrofi,
eritrosit parametrelerinin azalmasi gibi etkiler gozlemlenmistir. Giinliik 5 mg/kg viicut
agirligr dozun uygulandigi 90 giinliik ¢calismada periferik sinir lezyonlar1 gézlemlenmis,
dozun giinlik 1 mg/kg viicut agirligima distiriilmesi ile periferik sinirlerde sadece
elektron mikroskopu ile belirlenebilen hasarin olustugu, giinliik dozun 0,2 mg/kg viicut
agirhigina diisiiriilmesi durumunda ise higbir etkinin goézlemlenmedigi bildirilmistir.
Solunum ya da deri yoluyla akrilamide maruz kalan insanlarda ndropatolojik etkiler
gbozlemlenmekle birlikte, insanlarda maruz kalma dozuna bagli sonuglari ortaya

koyacak yeterli veri bulunmamaktadir (ACAR 2010).

Yapilan bir calismada; tolere edilebilir giinliik akrilamid alim miktarlar
incelenmis ve tolere edilebilir giinlilk alim diizeyleri; nerotoksisite i¢in 40 pg/kg-giin,
glisidamid i¢in 16 pg/kg-gilin ve kanser riski i¢in de 2,6 pg/kg-giin olarak bulunmustur
(Tardiff ve ark. 2010).

NH, O NH;
H;wa ( A (
=
O O

Akrilamid Glisidamid

Sekil 2. 8. Akrilamidin glisidamide doniistimi (Motwani ve Térnqvist 2011).
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2.2.6.1. Akrilamid’in Kanserojen Etkisi

Oral yolla alinan yiliksek dozda akrilamidin deney hayvanlarinda kansere yol
acmasindan dolay1 insanlar i¢in de potansiyel kanserojen oldugu diisliniilmekte fakat
gidalarla alinan diisiik miktarda akrilamidin insanlarda kansere neden olup olmadigi
hakkinda yeterli veri bulunmadig1 ifade edilmektedir (Anonim 2004a). Buna karsin
2005 yilinda JECFA, islenmis veya yiiksek sicaklikta pisirilmis nigasta bazli gidalarin
onemli diizeylerde akrilamid igerebileceklerini ve bu gidalarin insan sagligi i¢in ciddi

riskler tagiyabilecegini duyurmustur (Zhang ve ark. 2006)

1997 yilinda WHO (World Healty Organization)’nun bir birimi ve amaci kanserin
muhtemel nedenlerini arastirmak olan IARC (The International Agency for Research
on Cancer), akrilamidi ‘Insanlar icin muhtemel kanser yapici madde’ olarak

tanimladiginda akrilamidin gidalarda olustugu heniiz bilinmiyordu.

ABD’nin aralarinda CDC (Centers for Disease Control and Prevantion), FDA
(Food and Drug Administration) ve NIH (National Institutes of Healty)’in bulundugu
kuruluslarin ~ olusturdurdugu  birimi NTP  (National Toxicology Program),
laborotauardaki deney hayvanlar ile yapilan ¢aligmalar1 dikkate alarak 2011 yilinda
yayimladigi son raporunda akrilamidi ‘Insanda kanser yapma olasih@n yiiksek

madde’ olarak simiflandirmistir.

EPA (The US Environmental Protection Agency) akrilamidi ‘insanlar icin
muhtemel kanserojen madde’ olarak siniflandirmistir.

http://www.cancer.org/cancer/cancercauses/othercarcinogens/athome/acrylamide, 2014)

Minnesota Universitesi'nde Gida ve Beslenme Boliimii Profesorlerinden
Theodore P. Labuza’aya gore ( 2011 yilinda bir s6zlii gériisme sirasinda ); kanserlerin
% 30’u gidalardan alinan akrilamid kaynaklidir (Kocadagli 2011).

Yapilan bir ¢aligmada insanlar i¢in yasam boyu tliketilen giinliik akrilamid
miktarmimn 1 pg akrilamid/kg viicut agirligi diizeyinde olmas1 durumunda, kanser olma
riskinin 10000'de 7-45 arasinda oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada Isveg'te kalin
bagirsak, bobrek ve mesane kanseri ile gida tiikketimiyle akrilamid alimi arasindaki
iliski incelenmis ve yeterli istatistiksel veri olmadigindan teshis edilebilir diizeyde

akrilamid igeren gida tiikketimi ile kanser riski arasinda yiiksek bir iligki saptanamadig1
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bildirilmis, ancak kolon kanseri ile gida yoluyla akrilamide maruz kalma arasinda bir

iliski bulundugu rapor edilmistir (Mucci ve ark. 2003).

Italya ve Isvigre'de 1991-2000 yillari arasinda hastanede yatan 79 yas alti
insanlarla yapilan vaka-kontrol ¢alismasinda kizarmis patates ve patates cipsi tiikketimi
ile cesitli kanser cesitleri (agiz boslugu, yutak, yemek borusu, girtlak, kalin bagirsak,
kolon, rektum, yumurtalik) arasindaki iligki incelenmistir. Sonug¢ olarak; firinlanmis
patates tiiketimi ile kanser riski arasinda 6nemli bir iliski bulunamamasina ragmen
kendi igerisinde kizartilmis patates tiiketimiyle kalin bagirsak kanseri arasinda agik bir
iligkinin oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada segilen populasayonda firinlanmis patates
tiiketiminin 6rnegin ABD ile kiyaslandiginda oldukga az olmasi ve ¢alismada incelenen
Gliney Avrupa popiilasyonunun Kuzey Avrupa ve ABD halkina goére farkli pisirme

tekniklerinin olmasi gibi sinirlandiric faktorler rol oynamistir (Pelucci ve ark. 2003).

Sonu¢ olarak akrilamidin gida yoluyla alimi ile kanserojen etki arasindaki
iligkinin daha net ortaya konabilmesi i¢in daha fazla ¢aligma yapilmasi ve veri

toplanmasi gerekmektedir.

2.2.6.2. Akrilamid’in Ureme ve Gelisim Sistemi Uzerine EtKisi

Akrilamidin metabolik {iriinii olan glisidamid DNA'y1 baglayarak, hiicrelerde
genetik hasara yol agmaktadir (Dybing ve Sanner 2003), (Motwani ve Toérnqvist 2011).
Glisidamidin hiicre i¢inde ve hiicre disinda genotoksik etkileri bulunmaktadir. Ayrica,
hem akrilamid hem de glisidamid hemoglobin gibi makro molekiillerdeki niikleofilik
kisimlar ile reaksiyona girmekte ve stabil bilesikler olusturmaktadir. Hemoglobindeki
niikleofilik kisim, N-terminal valin'dir. Olusan stabil bilesiklerin miktarindan giinliik

alian akrilamid miktar1 hesaplanabilmektedir (Tareke ve ark. 2008).

Yapilan bir ¢caligmada si¢anlarin 30-90 giin siireyle giinliik 5-20 mg/kg diizeyinde
akrilamid iceren gidalarla beslenmeleri sonucu, norolojik belirtiler ortaya ¢iktigi ve
bununla beraber hamile disilerde yavru biiyiikliigiintin diistiigi ve erkeklerde sperm
sayisinin azaldigr rapor edilmistir (Sakamoto ve Hashimoto 1986), (Chapin ve ark.
1995), (Wise ve ark. 1995).

Yapilan bir caligmada kizartilmis yiyeceklerle beslenen hayvanlarda, kizartilmig

yiyecek tiiketmeyen hayvanlara kiyasla yiiksek diizeylerde hemoglobin baglayict ve

38



Aydm YILDIZ

DNA baglayict o6zellikler ve hayvan hiicrelerinde kromozom anomali goriilmiistiir

(Tareke ve ark. 2000), (Mucci ve ark. 2003).

Bir baska caligmada Sicanlarin kaninda akrilamidin hemoglobini baglayarak N-

valin (2-karbometil) olusturdugu belirlenmistir (Tareke ve ark. 2000).

Sicanlarla yapilan diger bir ¢alismada tireme toksisitesinin NOAEL degeri giinliik
0,5 mg/kg viicut agirligr olarak belirlenmistir (Tritscher 2004).

Akrilamidin farelerin ve si¢anlarin spermatidlerinde mutasyonlara neden oldugu
ve memeli lireme hiicresi mutajeni oldugu diistiniilmektedir (Shelby ve ark. 1987),

(Adler ve ark. 2002).

2.2.6.3. Akrilamid’in Norotoksik Etkisi

Cin'de akrilamid iireten kiiclik fabrikalarda calisan iscilerin igleri geregi kisa
siireligine akrilamide maruz kalmalar1 sonucu zayif bacaklar, ayak parmaklarinin
refleksini ve duyarliliklarin1 kaybetmesi, uyusmus eller gibi belirtilerin gdzlemlendigi

bildirilmistir (He ve ark. 1989).

Akrilamide maruz kalan isgilerin, periferal noropati (his bozuklugu) belirtileri
sergilemesi bu bilesigin insan {lizerinde norotoksik etkisinin oldugunu gostermektedir

(Calleman ve ark.1993), (Costa 1996), (Gerrad 2006).

Akrilamide daha uzun siireli maruz kalma durumunda noropatiyi takiben
serebellar disfonksiyon (beyincik ile ilgili dengesel bozukluk) igeren daha ciddi
belirtiler gozlendigi ifade edilmektedir (He ve ark. 1989).

Sicanlarla yapilan i¢me suyu caligmasinda perifaral ndropati (his bozuklugu)
olusumu i¢in NOAEL degeri giinliik 0,5 mg/kg viicut agirligi olarak belirlenmis olup
daha ytiksek diizeylerde merkezi sinir sistemi ndropatisi de gézlemlenmistir (Tritscher

2004).
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2.2.7. Gidalarda Akrilamid’in Yasal Limiti

Isil islem gormiis karbonhidrat bazli gidalarda akrilamid diizeyleri ile ilgili
heniiz ne Avrupa Birligi ne de iilkemiz de belirlenmis limit degerleri bulunmamaktadir.
Fakat Avrupa Komisyonu (EC), Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)’nin 2007-2008
yillar1 arasinda gerceklestirdigi ‘Gidalarda Akrilamid izleme Programn’ verilerinden
yola c¢ikarak cok tiiketilen bazi1 gidalar i¢in ‘Gosterge Degerler’ adi altinda bir liste
yayimlamustir. ‘Gosterge Degerler’ akrilamid i¢in maksimum limit degerleri olmayip,
yetkili merci i¢in bu degerler asildigi zaman sorunun nerde olduguna dair yardimci
olacak bir rehber niteligindedir. Bir {irlinde bu degerler asildigi zaman o bolgedeki
yetkili makam o verileri ilgili operatérden alip Avrupa Komisyonu yetkililerine rapor
etmekle yiikiimliidiir. Bu veriler gidalarda akrilamidin azaltilmasina yonelik stratejilerin
gelistirilmesine ve ilerde maksimum limitlerin diizenlenmesine katki saglayacaktir

(http://www.food.gov.uk/science/acrylamide/#.U3D9VIF _sud, 2014).

Cizelge 2. 5. Gidalarda akrilamid i¢in gosterge degerleri
(http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/recommendation_10012011
_acrylamide_food_en.pdf, 2014)

Gida Maddesi Gosterge Deger (ug/kg)
Kizartilmis Fransiz patatesi 600
Patates cipsi 1000
Ekmek 150
Kahvaltilik tahillar 400
Biskiivi, kraker vb. 500
Kavrulmus kahve 450
Hazir kahve 900
Bebek mamasi(Pisirilmis tahil bazli olanlar haric) 80
Biskiivi ve galeta (¢cocuklar igin) 250
Pisirilmis j[a'hll bgzh g}dalar . 100
(cocuklar i¢in, biskiivi ve galeta harig)
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2.3. Akrilamid Analiz Yontemleri

2002 yilinda islenmis veya 1sil islem gérmiis karbonhidratca zengin gidalarda
akrilamid olusumunun kesfinden sonra, bu kontaminantin analizi ile ilgili bir¢ok
yontem gelistirilmistir.  Gelistirilen yoOntemler arasinda en etkili ve siklikla
kullanilanlar1 sivi ve gaz kromatografisi ile bu iki cihaza tekli veya ikili kiitle
spektorometresinin baglanmasiyla olusan GC, GC/MS, GC/MSMS, LC, LC/MS,
LC/MSMS sistemlerinin kullanildigi yontemlerdir. Bunlarin disinda; Eloktrokinetik
kapiler kromatografi, biyosensér kit, NIR ve ELISA sistemlerinin kullanildig
yontemlerin de oldugu bilinmektedir (Gianni ve ark. 2007), (Zhou ve ark. 2007a),
(Pedreschi ve ark. 2010b), (Quan ve ark. 2011).

Kullanilan metod ne olursa olsun akrilamid analizi i¢in ekstaktin saflastirilmasi
¢ok o6nemli bir islemdir. Ekstraktin saflastirilmasi i¢in kati faz ektraksiyon (SPE)

kolonlar1 kullanilmaktadir.

Akrilamid analizi sirasinda numunedeki kayiplar1 onlemek i¢in, ekstraksiyon
isleminin basinda akrilamid izotopunun i¢ standart olarak ilave edildigi metodlar
gelistirilmistir. Bu amagla kullanilan en yaygin i¢ standartlar; izotop etiketli B¢,
akrilamid, 3C; akrilamid ve Ds-akrilamid'dir (Wenzl ve ark. 2003), (Kim ve ark. 2007),
(Zhu ve ark. 2008).

Avrupa’nin 6nde gelen laboratuarlarindan DLA (Dienstleistung Lebensmittel
Analytik) ve CSL (Central Science Laboratory) Avrupa Birligi liyesi iilkelerdeki
akredite laboratuarlarin akrilamid analizlerindeki performaslarini 6lgmek icin
laboratuar yeterlilik test numuneleri hazirlamaktadirlar. Cizelge 2.6’da bu testlere
katilan laboratuarlar ve bu laboratuarlarin akrilamid analizinde kullandigi metodlar

listelenmistir.

41



2. KAYNAK OZETLERI

Cizelge 2. 6. Avrupa Birligi iiyesi iilkelerde akrilamid analizi i¢in kullanilan yontemler (Wenzl ve ark. 2003)

L LC/M M M
Uye Ulke Eé/ﬁsy&ga LC/UV ((;ECI;C S Brom Tgﬁe/vleidirmeli

Avusturya X

Belgika X

Isvicre X X X

Cekoslovakya X

Danimarka X

Almanya X X X X

Ispanya X

Fransa X

Finlandiya X

Yunanistan X X

Irlanda X

ftalya X

Norveg X

Hollanda X X

Ingiltere X X

Akrilamid analiz metodlar1 incelendiginde kromatografik metodlarin 6zellikle de

stv1 ve gaz kromatografisi metodlarinin agirlikli oldugu goriilmektedir.

2.3.1. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini
saglayan ve bu sayede Kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildigi yontemlerin genel
adidir. Bu yontemlerde calisma diizenegi temel olarak iki bilesenden olusur. Bu
bilesenlere sabit faz (stationary phase) ve hareketli faz ya da mobil faz (mobile phase)
ad1 verilir. Mobil fazin icerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle
etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki farkl bilesenler icin
farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkli hizlarda
ilerledikleri i¢in, birbirinden ayrilmis vaziyette sabit faz1 farkli zamanlarda terkederler.
Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun bir bigimde Olgiiliir ve
zamana veya mobil fazin kullanilan hacmine karsi y ekseninde isaretlenerek

“kromatogram” denilen grafikler elde edilir (http://emr-chromatography.com/, 2014).
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Kromatografik yontemler kullanilan mobil fazin sivi veya gaz olmasina gore;

Sivi Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi olmak {izere baslica 2 ana grupa ayrilir

2.3.1.1. Sivi Kromatografisi

S1v1 kromatografisi ¢esitleri genel olarak asagidaki gibidir;

Yiiksek Basingli (Performansli) Stvi Kromatografisi

- lyon Degistirme Kromatografisi

Size Exclusion (Eleme) kromatografisi

Chiral Ayirma Kromatografisi

- Yiiksek Basin¢h (Performansh) Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografisi tekniklerinden High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) yiiksek performansli sivi kromatografisi, kantitatif tayinlere
kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen
bilesiklerin ayrilmasina uygunlugu ile sanayinin ve birgok bilim dalinin birinci
derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirliginden dolayr en ¢ok
tercih edilen yontemdir. Bu tip bilesiklere 6rnek olarak aminoasitler, proteinler, niikleik

asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve pestisitler verilebilir.

Yiiksek performans, yiiksek resoliisyonu (ayrimi) ifade eder. Mobil fazin yiiksek
basingla ilerlemesi saglandigi i¢in yiiksek basingli sivi  kromatografisi olarak

adlandirilir.

Mobil faz, analiti tasiyan hareketli fazdir, Mobil faz genellikle su ve sulu
tampon ¢ozeltiler, bunlarin metanol ve/veya asetonitril ile olusturulan ¢ozeltileri veya
organik solventlerden olusur. Mobil fazin bilesimi ve pH degeri ayrimi direkt etkiler,

kullanilan teknige, numune tipi ve kolona gore mobil faz secilmelidir.

HPLC iinitesi Degasser, pompa, autosampler, kolon, kolon firmn1 ve dedektor

olmak tizere 6 kisimdan olusmaktadir.
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+ Degasser:

Mobil faz sisesinden tasinan hareketli fazdaki hava kabarciklarinin ve ¢oziinmiis
havanin giderilmesini saglar. Kullanilan mobil faz adedi ve pompa tiplerine gore uygun

degasserler bulunmaktadir.

+ Pompa:

Pompa mobil fazin yiiksek basingla HPLC sistemi iginde hareket etmesini
saglar. Degasserden mobil fazi ¢ekip, 6rnekleme ve kolon iinitesine gonderir. Bu islemi
akis hizim1 ve basing degerini ayarlayarak gerceklestirir. Akis hizi araliklarina gore
pompalar Analitik, Analitik-Preparatif ve Preparatif olarak gruplandirilabilir. Analitik
pompalar genellikle 0,1-5ml akis degerleri arasinda kullanilir. Mobil faz adedi ve
karistirma kabiliyetlerine gorede izokratik (Tek Kanalli), Binary Gradient (Cift Kanalli
Mikserli) ve Queternary Gradient (Dort Kanalli Mikserli-Miksersiz) olarak dizayn
edilir. Baz1 tireticiler istege bagli olarak Sekiz kanala kadar da kullanictya 6zel dizayn
yapabilmektedir. izokratik ¢alismalarda mobil faz &nceden karistirilip hazirlanir.
Gradient ¢aligmalarda karisim degisik zamanlarda degisik oranlarda yapilabilir. Bu
sayede analiz kalitesi arttirilip, analiz siireleri azaltilabilir. Pompa {initesi genellikle iki
pistonlu baslik, basing dengeleyici (damper), islemci, inlet ve outlet check valflerden
olusur. Giiniimiizde Nano ve Ultra Basingli pompalarin kullanilmaya baslamasiyla,
HPLC sistemleri UHPLC ve NHPLC seklinde isimlendirilmektedir. Uzun siireli
kullanim ve tekrarlanabilir sonuclar i¢in pompa temizligi ve bakimina dikkat

edilmelidir.

+ Ornekleyici (Outo sampler):

Ornekleyici, analitlerin kolon ve detektdre gonderilmesini saglar. Ornekleyici
temel olarak manuel (el tipi) ve Otomatik olmak tizere iki tiptir. Manuel
ornekleyicilerde numune bir siringaya ¢ekilip valf yardimiyla sisteme gonderilir, oto
ornekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi yapabilmektedir. Bazi {tnitelerde
sogutma, 1sitma, seyreltme ve karistirma 6zellikleri vardir. 10 vialden 1000 viale kadar
degisik kapasitede olanlar1 bulunabilir. Oto 6rnekleyiciye numune verilirken en dnemli

konu numunenin temiz olmasidir, aksi halde sistem ¢abuk kirlenir veya tikanir.
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Numuneleri cihaza gondermeden O6nce muhakkak siringa filtresinden veya kartustan

gecirmek gerekir. Numunenin miimkiin oldugunca berrak ve renksiz olmasi tercih edilir.

+ Kolon:

Kolon (sabit faz), maddelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Genellikle Celik, Peek ve camdan imal edilir ve
i¢i belli dlgiilerde sabit fazla doldurulur (Silika veya polimer gibi). HPLC nin hayata
gecmesiyle kullanilmaya baslanan silika bazli kolonlar artik yerini yavas yavas hizli
analiz yapabilen mikro ve nano gozenekli polimer bazli kolonlara birakmaya
baslamistir. Polimer kolonlar silika bazli olanlara goére ortalama 3 kat daha uzun

Omiirliidiir ve rejenere edilebilir.

+ Kolon Firini:

Kolon firini, kolonu saklamak ve sabit sicaklikta tutmak ic¢in kullanilir. Blok
wsitictll, fanlt ve peltier kolon firmmlart mevcuttur. Peltier sistemler ¢cok cabuk 1sitilip
sogutulabildigi ve daha stabil sicaklik sagladigi i¢in tercih edilir. Kacak sensorlii ve

multi kolon teknolojili olanlar1 da mevcuttur.

Kolon

Pompa Dedektor
Oto ya da

Manuel Enjektor

Solvent Atik@e—— |
Sekil 2. 9. HPLC cihazinin sematik gosterimi
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HPLC teknikleri kullanilan mobil faza, sabit faza ve molekiiller arasi etkilesim

tiirlerine gére normal faz ve ters faz kromatografisi olmak iizere iki temel gruba ayrilir.
» Normal Faz Kromatografisi:

Normal faz kromatografisinde sabit faz polar (silikajel-polimer ve iizerine
baglanmis -CN,-NO, veya NH,) dolgu maddelerinden olusurken, mobil faz apolar ya da

diistik polariteye sahip (etileter, kloroform, hegzan vb.) ¢6ziiciilerden olusur.

Benzer Ozelliklere sahip maddelerin birbiri i¢inde dagilma ozelligi yiiksek
oldugu i¢in diisiik polariteye sahip analit mobil fazda ¢ok iyi ¢Oziiniir ve kolondan ilk
once cikar. Ayrica yine ayni Ozellik sebebiyle apolar analit polar sabit fazla az

etkilestiginden dolay1 kolonda kisa siire tutunabilir.
» Ters faz Kromatografisi:

Ters faz kromatografisinde sabit faz apolar (silikajel-polimer ve iizerine
baglanmis C18, oktil veya fenil gruplari, metil ve etil gruplu) dolgu maddelerinden
olusurken, mobil faz polar (metanol, asetonitril, tetrahidrofuran gibi gii¢lii organik
¢oziiciilerin sulu veya tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis karisimlari) ¢oziiciilerden

olusur.

Benzer ozelliklere sahip maddelerin birbiri i¢inde dagilma 6zelligi oldugu i¢in
yiiksek polariteye sahip analit mobil fazda c¢ok iyi ¢dziiniir ve kolondan ilk 6nce
cikar. Ayrica yine ayni Ozellik sebebiyle polar analit apolar sabit fazla az

etkilestiginden dolay1 kolonda kisa siire tutunabilir.

- Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyonik bilesikleri ayirmak igin kullanilan bir tekniktir. Ayrica suda ¢oziinen
organik maddelerin analizinde de kullanighdir. Katyonlar i¢in negatif yiikli
fonksiyonel gruplu dolgu maddeli kolonlar, Anyonlar i¢in pozitif yiiklii fonksiyonel
gruplu dolgu maddeli kolonlar kullanilir. Iyonun molekiil agirhg arttikca kolonda

tutunma giicii de artar.
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- Size Exclusion (Eleme) Kromatografisi

Molekiil agirliklart farki ¢ok biiyiik olan analitlerin bir arada analiz edilecegi
karisimlar i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte analitler ile kolon dolgu maddesi
arasinda kimyasal degil fiziksel bir etkilesim vardir. Biiyiik molekiil agirlig1 olan

analit kolon dolgu maddesindeki porlara sigmadig1 i¢in kolonu dnce terk eder.

Genellikle polimer, seker ve protein analizlerinde kullanilir. Eleme
tekniginde kullanilan mobil faz organik ¢o6ziici ise GPC (Gel Permeation

Chromatography), sulu ¢ozelti ise GFC (Gel Filtration Chromatography) adini alir.

- Chiral Ayirma Kromatografisi

Fiziksel ozellikleri ayn1 olan izomerlerin sabit fazla etkilesime girip izomer
cifti olan diastereomere doniistiiriilerek 6zel chiral kolonlar kullanilarak yapilan bir

ayrim teknigidir.

2.3.1.2. Gaz Kromatografisi

Bir karisimda gaz halinde bulunan veya kolayca buharlastirilabilen bilesenlerin
birbirinden ayrilmasi amaciyla gaz kromatografisi yontemi kullanilir. Bu yontemde
ayrilma, bilesenlerin farkli kati yiizeylerdeki farkli adsorpsiyon ilgilerine gore
gerceklesir. Numunede bulunan bilesenler bir cihazla spektrum haline getirilir ve bu

spetrumda bulunan her pik ayr1 bir bileseni gosterir.

Hareketli faz olarak helyum, azot veya argon gibi inert bir gaz kullanilir ve bu
gaza tasiyict gaz adi verilir. Kolon i¢inde kullanilan sabit faz; silika, alumina veya
karbon gibi bir kati1 ise yOntem, gaz-kati kromatografisi adini alir. Eger sabit faz
kiezelguhr gibi inert kat1 bir dolgu maddesi iizerine tutturulmus ucucu olmayan bir sivi
film ise yontem gaz-sivi kromatografisi adim1 alir. Bu sekilde kullanilan kolonlar
dolgulu kolonlar admi alir. Gaz kromatografisi yonteminde kolonlar 2-10 mm i¢
capinda ve 1-5 m boyundadir. Fakat inert bir kati dolgu maddesi iizerine ugucu
olmayan bir sivi kaplanmasi yerine, bu sivi filminin dogrudan ince bir cam veya silika
kapiler borunun i¢ yiizeyine tutturulmast ile 0,2-0,5 mm i¢ ¢apinda ve 10-50 m
uzunlugunda kapiler kolonlarin kullanilmasi miimkiin olabilir. Kapiler kolonlarin

verimliligi ve ayiriciligl, dolgulu kolonlara gére daha iyidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Gaz kromatografisi yontemiyle incelenebilen maddeler icin belli sicakliktaki
alikonma siirelerinin birbirinden farkli olmasindan yararlanilarak nitel analiz
yapilabilir. Ancak, bir¢ok bilesen i¢in tek bir kolonla birbirine yakin alikonma siireleri
de elde edilebileceginden, sonuglarin daha giivenilir olmasi i¢in birka¢ degisik kolon
kullanmakta yarar vardir. Bir maddenin alikonma siiresi, belli bir kolon igin, belli

sicaklikta ve belli tasiyic1 gaz akis hizinda sabit bir degerdedir.
(http://www.msxlabs.org/forum/kimya/218979-gazkromatografisi.html#ixzz30UUpOzGi, 2014)

2.3.2. Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle spektrumu, ornekteki bilesiklerin iyonlara (¢ogunlukla pozitif)
doniistiiriilmesi ve bu iyonlarin kiitle/yiikk oranina gore siralanmasi teknigidir.
Iyonizasyon isleminde, ¢ogunlukla kiitle dagilimi ana maddeye gére dzel olan bir
pozitif tanecikler serisi meydana gelir. Bir kiitle spektrumu kimyasal yap1 hakkinda
onemli bilgiler verir. Spektral veriler, bazi bakimlardan, infrared ve NMR
spektralardan daha kolay tanimlanir; ¢linkii bilgiler bir 6rnegin yapisal bilesiminin
molekiiler kiitlesi cinsinden ifade edilir. Ayrica verilerden analitin molekiil agirlig
da dogru olarak saptanabilir. Kiitle spektrasi kompleks karisimlarin kantitatif
analizlerinde de kullanilir. Burada, degisik kiitlelerdeki iyon akimlarinin
konsantrasyonla olan iliskisinden yararlanilir. Bir kiitle spektrometresi Yiiksek
vakum sistemi altinda iyon kaynagi, kiitle analizorii ve dedektor ile birlikte numune

enjeksiyon sistemi ve data kayit tinitesiyle birlikte toplam 6 kisimdan olusur.

Yiiksek Vakum

Nutmune
Enjeksiyon
Sistemi

fyon

Kaynag1 Analizéri

Sekil 2. 10. Kiitle Spektrometresi Blok Diyagrami
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Aydm YILDIZ

+ Yiiksek Vakum Sistemi:

Kiitle spektrometresi ile ¢aligmalarda ortalama-serbest yolun yiikseltilmesi i¢in
sistemin vakum altina tutulmasi gerekir. Ortalama mesafe, iyonize molekiillerin, diger
iyon ve molekiillerle ¢arpismalarindan 6nceki yolculugu olarak tanimlanir. Yiiksek bir
ortalama-serbest yol, tekrarlanabilir fragmantasyon saglar ki bu da yiiksek hassasiyet ve
giivenilir bir kiitle analizi yapilmasina olanak verir. Ortalama-serbest yol, iyonizasyon
kaynagi ve iyon dedektorii arasindaki mesafeden daha biiyiik olmalidir. Vakum, iki
kademeli vakum sistemiyle saglanir, birincisi bir rotary pompadir. Buna kaba veya 6n
pompa denir ve 10%-10 torr vakum saglar. Ikinci pompa ise bir turbomolekiiler veya
bir difiizyon pompasidir. Bu pompada vakum 10 torr degere ulasir. Bu pompalar

kompresorler gibi galisir.

+ Numune Enjeksiyon Sistemi:

Bu sistemin amaci, bir 6rnegi diisik basingta gaz halinde iyon kaynagina
gondermektir. Ornegin fiziksel haline gore giris sisteminin yapist da farkli olur, her

tipteki 6rnek diislintildiigiinde birkag sistemin olmasi gerekir.

Cizelge 2. 7. Cesitli numune enjeksiyon sistemleri ve 6zellikleri

- . Ornek — Iyonlagsma
NES Ornek Tipli Miktart Ozellikler Metodu
5 Gaz, s1v1 ve diisiik -

Y18in (batch) erime noktalt katt <1mg | Ornek akis1 kararhdir El, CI
D.Ir.ekt prob Az ucucu Ornek <1lpg Ornvek akl..sl pro?. . El, CI, DI
giris sicakligina gore degisir
Membran Karigim ¢ozelti | < 10° M Sadece buharlar El, CI
Kromatografi; | - cm cozelti | <1 Cok bilesikler | EI, CI
GC, SFC sim ¢oze ug ok ugucu bilesikle ,
Kromatografi; K 5 selti <1 Az bilesikl S|
LC. CZE arigim ¢ozelti ng ucucu bilesikler

NES: Numune Enjeksiyon Sistemleri
SFC: supercrytical fluid chromatography
CZE: capillary zone electrophoresis
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2. KAYNAK OZETLERI

+ Iyon Kaynaklari:

Ornekteki molekiiller, 1sitilan bir flamandan anoda dogru akan bir elektron akimi
tarafindan, dogrudan veya dolayl1 olarak iyonlastirilirlar. Iyonizasyon ile hem pozitif
hem de negatif iyonlar olusur, fakat analitik yontemlerde ¢ogunlukla pozitif tanecikler

kullanilir.

Molekiilleri gaz iyonlar sekline doniistiiren ¢ok sayida yontem vardir. Kiitle

spektrometresinde uygulanan bazi iyonizasyon kaynaklar1 asagida siralanmistir.

s ESI : Elektrospray Iyon Kaynagi

s APCI : Atmosferik Basing Kimyasal Iyonisazyon Kaynag:
< EI : Elektron Impact Iyonizasyon

s CI : Kimyasal Iyonizasyon

< PCI : Pozitif Kimyasal Iyonizasyon

s NCI : Negatif Kimyasal Iyonizasyon

% FAB : Hizli Atom Bombardimant

s MALDI : Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyonlu iyonizasyon

Bunlardan ESI tizerinde biraz duralim.

< Elektrospray iyon Kaynag (ESI) :

ESI kaynagi ¢ok ince bir igne ve iyon siizme diizeneginden olusur. Numune
cozeltisi damlaciklar olusturmak iizere kaynak hiicresine piuskiirtiiliir. Kapilerden
cikarken hem ¢oziicii ugurulmus hem de bu damlaciklar elektrikle yiiklenmis olur.
Elektrospray iyonizasyon proteinler, oligonukleotidler ve metal kompleksleri igin
uygundur. ESI iyon kaynaginda galisilabilmesi i¢in, numuneler ugucu bilesiklerde

¢Oziinmiis olmali ve diisiik konsantrasyonlarda duragan olmalidirlar.
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basing = 1 atm kismi vakum
G t0p gapt = 100 um drnek giris nozulu
(disik voltaj)

E MH?
\.. \ ® © 00050 %,
omek| (cozeltide) —= | [} ® o @ ® 9% @ 2

N gaz —— @ ¥Ye %5 o

S

f MH,*

metal kisma yiksek
voltaj (~4 kV)

yikli damlalar

Sekil 2. 11. ESI iyon kaynag1 calisma prensibi sematik gosterimi

Sekil 2. 12. ESI iyon kaynag: dis goriiniimii
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2. KAYNAK OZETLERI

+ Kiitle Analizorii:

10”7 torr basing altinda tutulan analizor tiipiinde, hareketli iyonlar kuvvetli bir
magnetik alan i¢ine girerler ve alanin etkisiyle egri bir yol ¢izerler. Yolun egimi (egrinin
cap1) magnetik alanin kuvvetine, iyonlarin hizina ve kiitlesine gore degisir. Hizlandirma
potansiyeli veya alan kuvveti degistirilerek kiitleleri farkli taneciklerin ¢ikis slitine

odaklanmasi saglanir.

Kiitle analizorii, bir optik spektrometredeki elektromagnetik 1s1n1 ayiran prizma
gorevini yapan ayirict bir sistemdir. Buradaki ayirma islemi Ornekten taneciklerin
ayrilmasidir. Kiitle spektrometresinin diger optik yontemlerden en Onemli farki,

dedektore kadar olan tiim sistemlerin diisiik basing (10™*-10"® torr) altinda bulunmasidr.

cok agir iyonlar
hafifce egilir

iyon
demeti _ tap
izolasyon :
“ sadece dogru kitledeki
iyonlar dedektore girer

elektron demeti

2. IlYon
KAYNAGI

¢ok hafif iyonlar
fazla egilir

dedektor
= glitleni

yanklar vakum

pompasina

"hizlandinc
levha

; ORNEK :
1. GIRiS 5. DATA SISTEMI o

VE KAYIT ; |

Sekil 2. 13. Kiitle analizorli sematik diyagrami
4+ Dedektor:

Dedektorlerin kullanim alanlarina gore bir¢ok ¢esidi vardir. Kiitle spektrografisi
dedektorleri iyon dedektorleridir. Iyon dedektdrlerinde iyonlastirict 1s1n (UV, X-151n1,
v.s.) bir gaz iginden gegtiginde gaz molekiilleriyle ¢arpisarak iyon giftlerinin (yiikli
molekiiller ve serbest iyonlar) meydana gelmesine neden olur. Ortamda bir elektik alani
bulunuyorsa her bir iyon zit isaretli kutba dogru g¢ekilir. Bir iyon odacigi bu sisteme
gore calisan bir iyonizasyon 1sin1 algilayicisi, yani dedektordiir. Odacik, genellikle

metal bir kaptir. Merkezinde, kabin kenarlarindan izole edilmis tel bir elektrot bulunur.
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Kap uygun bir gazla doldurulur ve kabin dis kismiyla elektrot arasina dogru akim voltaji
uygulanarak bir elektrik alani olusturulur. Gazdan 151n gecirildiginde meydana gelen
iyonlar kendileriyle ters isaretli elektrotlara dogru giderler. Kabin dis1 topraklandigindan
merkezdeki elektrotun potansiyeli yaklasik olarak sifir volttur. islem sonunda bu

elektrotta meydana gelen akim olgiiliir.

+ Data Sistemi ve Kayit:

Ayiricidan gelen iyonlar bir slitten gecerek, sapmis iyonlara karsi korunan bir
elektrot iizerinde toplanir. Cihazlarin ¢ogunda, iiretilen akim biyiik bir direngten
topraga verilirken olusan potansiyel diismesi bir elektrometre tiipiiniin kafesinde veya
bir alan etkili transistorde algilanir. Olusan akim yiikseltilerek kaydediciye gonderilir.
Bagka bir yontemde, ayiricidan gelen iyonlar bir katot yilizeyine carparak elektron
cikarirlar. Olusan elektronlar bir diyota dogru hizlandirilirlar ve diyota ¢arparak yeni
elektronlar iiretirler. Bu islem bir ka¢ kez tekrarlanarak, bir fotomultiplier tiipte oldugu
gibi, cok fazla yiikseltilmig bir elektron akimi elde edilir. Bu akim elektronik olarak bir
yiikseltme asamasindan daha gegirildikten sonra kaydedilir.

(http://www.bayar.edu.tr/besergil/kutle_1.pdf, 2014)

Son zamanlarda akrilamid analizi i¢in ¢ogunlukla kiitle spektrometresi ile
entegre olan kromatografik sistemlerin (GC/MS, GC/MSMS, LC/MS ve LC/MSMS)

kullanildig1 metodlar gelistirilmistir.

2.3.3. Akrilamid Analizi i¢in Sivi Kromatografi Metodlar:

Akrilamid suda ¢ok iyi ¢ozilindiigli i¢in ekstraksiyonda genellikle su kullanilir.
Ekstraksiyon sirasinda ultrasonik banyo veya 1sitma islemlerinden, kati faz ayirma
islemi sirasinda sikinti yaratabilecek kiigiik parcaciklara neden olabileceginden,
kaginilmalidir. Ekstraksiyon islemini yag ayirma basamag: takip eder. Bu asamada
hegzan ve toluen gibi organik ¢oziiciiler kullanilabilecegi gibi, ekstrakt dondurulduktan
sonra yag fazinin siyrilip atilmasi da tercih edilen bir yoldur. Daha sonra ekstrakt
santrifiij edilir ve kat1 faz ekstraksiyonu gerceklestirilir. Patates ve tahil bazli {irlinlerde
yilksek miktarlarda bulunan kolloid maddeler, nisasta, protein ve yag, su

ekstraksiyonundan sonra uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in carrez 1 ve carrez 2 ¢ozeltileri
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2. KAYNAK OZETLERI

kullanilir. Ancak aminoasit gibi kiigiik molekiillii yapilarin uzaklagtirilagtirilmasi daha

zordur.

Patates orneklerinde girisim yapan maddeler katyon degistirici yatak i¢eren bir
kat1 faz ekstraksiyon kartusunun kullanilmasiyla, tahil 6rneklerinde girisim yapan
maddeler ise lipofilik- hidrofilik yatakli bir kat1 faz ekstraksiyon kartusu kullanilarak
engellenebilir. (Wenzl ve ark. 2003)

HPLC ile yapilan bir ¢alismada, Cin kiltiirine 6zgii yagda kizartilmis un
iirtinlerinde akrilamid analizleri i¢in Ornekler Oasis HLB ve Bond Elut kati faz
kolonlarmin kullanildig1 bir saflastirma isleminden sonra yag ayirimi i¢in 0°C de 15
dakika 14500 rpm de santrifiij edilmistir. Mobil faz olarak % 4 asetonitril ¢ozeltisi
kullanilmig ve 210-255 nm dalga boylar1 akrilamid tespiti icin kullanilmistir. Sonug
olarak 8 gida numunesi i¢in > % 78 geri kazanim ve 27 - 198 ng/g arasinda degerler
elde edilmistir. (Wang ve ark. 2008)

Akrilamid analizi i¢in HPLC ile ¢esitli metodlar gelistirilmis olsa da, gida
matriksinin etkisi, akrilamidin molekiil agirhiginin diisiik olmas1 ve diisiik kaliteli iyon
parcaciklarinin girisiminden dolayi, akrilamid analizinde daha etkili sonu¢ i¢in ikili
kiitle spektrometresine (MS-MS) ihtiya¢ duyulmaktadir (Wenzl ve ark. 2003), (Pittet ve
ark. 2004), (Wenzl ve ark. 2004), (Pedreschi ve ark. 2006), ( Eerola ve ark. 2007).

Gidalarda akrilamid analizi ile ilgili LC, LC/MS ve LC/MSMS yo6ntemlerinin

kullanildig1 gesitli ¢alismalar asagida listelenmistir.
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Cizelge 2. 8. Gidalarda akrilamid analizi ile ilgili LC, LC/MS ve LC/MSMS cihazlar ile yapilan bazi ¢alismalar (Alpdzen 2012)

eklenip, 10000 rpm'de 10 dk
santrifiij edilmistir. Ustteki yag
tabakasi alindiktan sonra, formik
asit ile ekstraksiyon
tekrarlanmistir.

Kurutma gazi sic.: 350°C
Kapiler voltaj: 2 kV Corona
akimi: 5 mA

13C,- akrilamid icin;
75>58

ornek Ekstraksiyon ISI;;enrg::t Temizleme Kolon Par?nﬁele_tcr:eleri Dedektor MS Kosullar: Tyonlar Kaynak
Kurabiye, Orneklerin su ile ekstraksiyonu: Sirastyla, Atlantis T3 Mobil faz: 10 MS Kurutma gazi: 100 psi Akrilamid i¢in: Gokmen ve
patates cipsi Ornek, 9 ml 10 mM formik asit [**Cs- Oasis MCX | kolon (150*4,6| mM formik asit Kurutma gazi: 12 1/dk, 72>55 ark.2009
ve ekmek ile vorteks yapilip, 0,5 ml karez I [akrilamid ve Oasis mm, 3 pm) Hiz: 0,4 ml/dk Nebulizer gaz basinci: 45 psi
kirntist ve Il eklenip, 5000 rpm'de 10 dk HLB kartus Kurutma gazi sicakligi: 350°C
santrifiij edilerek 1. ekstrakt elde Kapiler voltaj : 3 kV
edilmigtir. Kat1 kismin iizerine 5 Fragmenter voltaj : 70 eV
ml 10 mM formik asit eklenip,
santrifiij edildikten sonra 1.
ekstrakt elde edilmistir.
Orneklerin metanol ile
ekstraksiyonu: Ornek {izerine 9
ml 10 mM formik asit eklenip,
vorteks yapilip, 0,1 ml karez | ve
Il eklenip, 5000 rpm'de 10 dk
santrifiij edilerek ilk ekstrakt
elde edilmistir. Kat1 kismin
iizerine 5 ml of metanol eklenip,
santrifiij edilerek, karez I ve 11
eklenerek ve 2. ekstrakt elde
edilmigtir.
Kavrulmusg 2,0 ornek, 40 ml su, 400 pl i¢ Isolute Hypercarb Mobil faz: MS/MS Source sicakligi:125°C Akrilamid i¢in: Karasek ve
kestane standart ile vorteks yapilip,60 dk |Ds-akrilamid| Multimode (50*2,1 mm, 5 | %0,2'lik formik |LOQ: 4ug/kg [Kapiler voltaj: 2,2kV 72>55 ark.2009
calkalandiktan sonra, 4000 (6 ml, 500 um) asitli su Cone voltaj: 35V 72>54
rpm'de 20 dk santrifiij edilmistir. mg) Hiz: 0,4 ml/dk 72>44
ve Isolute Enj: 10 pl
ENV+ (6 ml, D gekailamid icin:
500 mg) 75>58
Patates cipsi 1 gram 6rnek, i¢ standart, 9 ml OASIS MCX| Atlantis T3 Mobil faz: 10 MS Kurutma gazi bas.: 20 psi Akrilamid igin: Serpen and
formik asitli su ile vorteks ¥Cy- kartus (Iml) | kolon (150*4,6| mM formik asit Kurutma gazi akist: 5 1/dk 72>55 Gokmen,
yapilip, 0,5 ml karez I ve 1T akrilamid mm, 3 pm) Hiz: 0,3 ml/dk Nebuliser basinci: 20 psi 2009
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ornek Ekstraksiyon Isl;;erfél::t Temizleme Kolon Par;'nlztle_tseleri Dedektor MS Kosullar Iyonlar Kaynak
Papad Yagi hegzan ile alinmis 2 g Oasis HLB Aqua Cyg, Mobil faz: %0,5 MS/MS Dwell siiresi: 0,2 s Akrilamid igin: Shaikh ve
ornek tizerine 20 ml su, 10 13C,-akrilamid | (200 mg) (150*3 mm, oraninda metanol 72>55 (C.E:15eV) ark.2009
pg/g'lik i¢ standarttan 200 pl 5 um) ve %99,5 72>44 (C.E: 22 V)
eklenip 10 dk karistirilip, 2200 oraninda %0,1'lik
rpm'de 15 dk santrifiij asetik asitli su 13C,- Akrilamid i¢in
edilmistir. 75>58 (C.E: 18 eV)
Kizartilmis Omnek iizerine 40 ml su ile Isolute Cyg kolon Mobil faz: MS/MS Kurutma gazi basinci: Akrilamid igin: Zeng ve
patates calkalanmis, hegzan, susuz Multimode (250*4,6 mm, | %0,2'lik formik 100 psi 72>55 ark.2009
magnezyum siilfat ve NaCl 5 um) asitin sulu Kurutma gaz1 akig Hizi: 4
eklenip, 5 dk santrifiij ¢ozeltisi i¢inde I/dak,
edilmistir. 0,01 mM asetik Nebulizer basincti: 60 psi
asit. Kurutma gaz1  sicakligi:
. Hiz: 0,8 ml/dk 325°C,
Vaporiser sic.: 425°C
Kapiler voltaj: 4 kV
Fragmentor voltaj: 55 eV
iran Hegzan ile yag1 uzaklastirilan Lichrospher Mobil faz: %0,5 MS/MS Kapiler voltaj: 3 kV Akrilamid i¢in: Boroushaki
patates ve ornek lizerine i¢ standart, Ds-akrilamid 100 CN (250*4| oraninda LOD:<10 pg/kg [Cone voltaj: 40V 72>72 ve ark.2010
misir asetonitril eklenip, ultrasonik mm, 5 pm) ve | asetonitril ve Source sicakligi: 450°C 72>52
irtinleri su banyosunda 15 dk, 60°C'da guard kolon 5 | %99,5 oraninda |LOQ:<30 pg/kg 72>44

bekletildikten sonra, Karez | ve
11 eklenip, 4500 rpm'de 10 dk
santrifiij edilmigtir.

pm

%0,1'lik formik
asitli su

Hiz: 0,25 ml/dk
Enj: 20 pl

Ds-akrilamid igin:
75>75
75>58
75>44
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Internal

HPLC

ornek Ekstraksiyon Standart Temizleme Kolon Parametreleri Dedektor MS Kosullar Iyonlar Kaynak
Ekmek 2 gram Ornek {izerine 20 ml OASIS HLB |C,g kolon Mobil faz: %97,5 DAD Marconi et
metanol eklenip, 10000 rpm'de kartus (150*4,6 mm, |oraninda 0,01 M[200,226 ve al., 2010
2 dk vorteks yapildiktan sonra, 5 um) stilfiirik asitli su ve[240 nm'de
12000 rpm'de 5 dk santrifiij %2,5 oranindajokumalar
edilmistir. Siipernetant iizerine, metanol Hiz: 0,7|yapilmistir. G.K:
karez | ve Il eklenip, 12000 ml/dk. 290,5+0,3- %
rpm'de 5 dk santrifijj edilip, 5 99.1£1.8
ml ekstrakt fitre edilip, susuz
sodyum siilfat eklenmistir. -t -t
Evaporatorde tamamen
kurutulup, 2 ml suda ¢6ziiniip,
14000 rpm'de 2 dk santrifiij
edilmistir.
Model sistem | 1 ml model sistem Isolute ODS-AQ Cyg Mobil faz; %90 MS/MS Akrilamid igin: 72>55 |Ou ve ark..,
¢oOzeltisinden, 10 mlsuile 3  |Dz-akrilamid Multimode |kolon oraninda %0, 1'lik 2010
defa ekstraksiyon yapilip, (300 mg) (50*4,6mm, formik asitli su Ds-akrilamid igin:
8000g'de 20 dk santrifiij 5 um) ve %90 oraninda 75>58
edilmistir. %10 oraninda
asetonitril Hiz: -
0,1 ml/dk Enj: 20
ul
Patates Cipsi 1 g 6rnek 10 mM formik asit Oasis MCX  |Atlantis T3, Mobil faz: 10 MS Kurutma gazi basinci: 20 | Akrilamid i¢in: Palazoglu et
ile 2 dk vorteks yapilarak, kartus (30 |(150*4,6 mm, mM formik asit psi Kurutma gazi akisi: 5 | 72>55 al., 2010
karez | ve 11 eklenip, 5000 mg,1ml) |3 um) Hiz: 0,3 ml/dk 1/dak Nebulizer basinci: 20

rpm'de, 0°C'da 10 dk santrifiij
edilmistir.

psi

Kurutma gazi sicakligi:
350°C Kapiler voltaj: 2000

\%
Corona akimi:5 pA.

ZIATIA WpPAY



89

ornek Ekstraksiyon ISI;;enrg::t Temizleme Kolon Par;'nlztle_tseleri Dedektor MS Kosullar1 Iyonlar Kaynak

Patates cipsi 1,5 g drnek ve 3,5g su vorteks EC/2 100-5 Cyg|Mobil faz: MS/MS LOD: Akrilamid i¢in: Tateo ve
yapilip, 27 ml izopropil alkol kolon (150*2 |A: 10mM asetik 6 72>55 (C.E: 16 eV) |ark.2010
eklenip, 2500 rpm'de 10 dk mm, 50 pm)  |asitli su ng/kg
santriftij edildikten sonra, B: 10mM asetik LOQ: 18
45°C'da vakum altinda ¢dzgen asitli asetonitril ngkg
uzaklastirtlmustir. 3 ml G.K:
asetonitril eklenip, 5 ml hegzan % 90,7-96,3
eklenip, ¢alkalanip, hegzan
uzaklastirtlmisgtir. . . .

Badem 50 g homojenize 6rnek tizerine Isolute Symmetry C,g [Mobil faz: 10% MS Iyon sprey voltaj : 5200V | Akrilamid igin: Lasekan and
i¢ standart, 300 ml su eklenip, |Ds-akrilamid Multimode kolon (150*2 |metanollii su LOD: 0,1 ng/ Gaz sicaklig1:450°C Gaz 72>55 Abbas; 2011
vorteks ve 20000 rpm'de 20 dk (500 mg) mm, 4 um) Hiz: 0,1 ml/dk Enj:] ml LOQ:0,9 akist: 6 1/dk
santriftij edilip, ekstrakt - 2 ul ng/ml. D;-akrilamid igin:
30°C'da bekletilmistir. Su 75>58
banyosunda ¢6ziindiiriilen
ekstrakt 15000 rpm'de 10 dk
santriflij edilmistir.

Badem 4 g homojenize 6rnek iizerine Strata-X-C Prodigy ODS |Mobil faz: %0,1 MS/MS Kapiler voltaj: 3.0 kV Akrilamid igin: Zhang ve
i¢ standart, su eklenip, 3000  [Ds-akrilamid kartus (3 ml, | kolon (250*4,6 [formik asitli LOD: 2ug/kg | Cone voltaj: 20 V Source 72>55 (C.E:12eV) |ark.2011
rpm'de 30 dk karistirilip, 3000 200 mg) mm, 5 pm) Su: metanol LOQ: 6pgkg. | sicakligr: 145°C
rpm'de 15 dk santrifiij edilip, (90:10) Desolvation gaz sicakligi: Ds-akrilamid igin:

ekstrakt -20°C'da 2 saat
bekletilmistir. Su banyosunda
¢Oziindiiriilen ekstrakt 3000
rpm'de 10 dk santrifiij
edilmigtir.

Hiz: 0,4 ml/dk Enj:
50 pul

400°C

75>58 (C.E:12 eV)
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Aydm YILDIZ

2.3.4. Akrilamid Analizi I¢in Gaz Kromatografi Metodlar

Akrilamid analizi i¢in kullanilan GC metotlar1 brom tiirevlendirmeli ve brom

tiirevlendirmesiz GC metodlar1 olmak tizere iki gruba ayrilir.

2.3.4.1. Brom Tiirevlendirmeli Gaz Kromatografisi Metodlari

Nisasta bakimindan zengin Orneklerde gaz kromatografi cihazi ile akrilamid
analizi yapilirken, nisastanin giiclii jelatinizasyon 6zelliginden dolay1 metodta sikintilar
yasanmis ve GC/MS'den yararlanilan yeni bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemle,
akrilamid bromla tiirevlendirilerek daha ugucu bir bilesik olusturulmakta ve bir yandan
tanimlama segiciligi artarken diger yandan da ortamda girisim yapan maddeler
uzaklastirilabilmektedir (Wenzl ve ark. 2003), (Pittet ve ark. 2004), (Taeymans ve ark.
2004), (Tsutsumiuchi ve ark. 2004).

Bromlama iglemi, hidrojen bromiir (HBr) ve bromlu su (Br,) ile yapilmaktadir.
Bu bromlama basamaginin zahmetli ve zaman alici olmasi nedeni ile alternatif bir
bromlama teknigi de potasyum bromat (KBrOsz) ve potasyum bromiir (KBr)
kullanilmasidir. Potasyum bromiir ve potasyum bromat kullanilmasinin nedeni, bu
bilesikler arasinda gergeklesen ylikseltgenme-indirgenme reaksiyonu ile ¢ok toksik olan
element brom (Br) yerine brom molekiiliiniin (Bry) olusturulmasidir. Bromlandirma
islemi analizin basinda yapilabildigi gibi numune hazirlama basamaginda da yapilabilir.
On iglemler matrikse bagl olarak degisebilir. Domates, mantar gibi basit matrikslerde
on islemlere gerek duyulmazken, patates cipsi gibi karbonhidratlarga zengin
matrikslerde ek bir saflastirma basamagi da dahil olmak iizere bir takim 6n islemler
gerekir. Genellikle ham ekstrakt, grafit karbonlu siyah kolonlarda saflastirilmaya tabi
tutulduktan sonra suyun donma noktasinin hemen {izerinde bromla tiirevlendirilir.
Bromun fazlas1 sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile titrasyon yolu ile uzaklastirilir.
Bromlandirilmig akrilamid daha az polardir boylece apolar organik ¢oziiciilerde daha
kolay ¢oziiniir. Sulu fazdan analiti ekstrakte etmek i¢in etil asetat veya etil asetat-
hegzan karisimi kullanilir. Su ile gelebilecek girisim yapan maddelerden kurtulabilmek
icin ya etil asetat iyice kurutulur ya da Na,SO,4 kullanilir (Wenzl ve ark. 2003).
Tirevlendirme islemi genellikle 1-15 saat arasinda, 0°C’de buz banyosunda

gergeklestirilir.

59



2. KAYNAK OZETLERI

Bromlama islemi sirasinda asagidaki reaksiyonlar gergeklesmektedir.

KBrO;+ KBr + H;50; ——— Br; + K:50; + H,O

CH,=CH-CO-NH; + Br; — CH;Br-CHBr-CO-NH; + CH;=CBr-CO-NH,

Akrilamid 2,3-dibromapropionamid 2-bromopropionamid

Tirevlendirmeli akrilamid analizi ile ilgili GC/MS’de yapilan ¢alismalar
incelendiginde, bazi1 c¢alismalarin 2-bromopropenamid (149, 151), bazilarinin da 2-

bromopropiyonamid (150, 152) iizerinden yapildig1 goriilmektedir (Zhu ve ark. 2008).
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Sekil 2. 14. Akrilamidin tiirevlerine ait spektrumlar (Zhang ve ark. 2005).
a) 2-bromopropenamid
b) 2-propiyonamid
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2.3.4.2. Brom Tiirevlendirmesiz Gaz Kromatografisi Metodlar:

Fazla kullanilmayan bu yontemde ekstraksiyon ¢oziiciileri genellikle su, 1-
propanol veya 2-butanone gibi organik ¢oziiciilerdir. Bu metodta numune 10-20 dakika
kadar su icerisinde bekletilir, bu sekilde hem akrilamidin daha kolay ¢6zlinmesi hem de
matriks/i¢ standart kaynagmasi saglanmis olur. Yag analizin dogrulugunu etkileyecegi
icin, 6rnek hegzan gibi bir organik ¢dziiciiyle muamele edilir. Saflagtirma islemi i¢in
genellikle grafitize karbon kartus kullanilir. Akrilamid yiiksek polariteye sahip bir

bilesik oldugundan numuneler polar fazli kolonlar kullanilarak GC sistemine verilir.

Gidalarda akrilamid analizi ile ilgili GC, GC/MS ve GC/MSMS yontemlerinin

kullanildigr ¢esitli ¢alismalar asagida listelenmistir.

61



29

Cizelge 2. 9. Gidalarda akrilamid analizi ile ilgili GC, GC-MS ve GC-MSMS cihazlar ile yapilan baz1 ¢alismalar (Alpdzen 2012)

Ornek Ekstraksiyon SItn; ﬁgg?,: Tiirevlendirme Temizleme Kolon GC Parametreleri Dedektor iyonlar Kaynak
Tahil Ornek iizerine ig standart Potasyum bromiir (7.5 [Kalinti sodyum |ZB-WAX kapiler | 65°C'da 1 dk 15°C/dk'lik MS Akrilamid i¢in:  |Pittet ve
irtinleri ve su ilave edilip, BCy- 2) filtratin iginde silfat ve aktive [kolon (30 m*0,25 | artigla 170°C'a, 170°C'da5 [LOD: 2 ng/kg | 149, 70 ark.2004

karigtirilmigtir. 1 ml asetik |akrilamid  [¢oziiliir, hidrobromik  |edilmis Florosil |[mm, 0,25 pm) dk., 40°C/dKk'lik artisla
asit ile PH 4-5'e ayarlanip, asit ile pH 1-3'e igeren cam 250°C'a, 250°C'da 15 dk., 13C;-akrilamid icin:
Karez I ve 1l eklendikten ayarlanir. 10 ml doymus|kolondan hegzan Enj: 2 pl splitless 154,110
sonra, 16000g'de 15 dk bromlu su ilave edilir. 1 |ile gegirilerek
santrifiij edilmistir. saat buz banyosunda  [temizleme islemi
bekletilir. Bromun yapilmustir.
fazlas1 1M sodyum
tiyosiilfat ile
uzaklastirlir.
Kraker 1 g Ornek tizerine i¢ DB WAXETR 60°C/dk'lik artisla 160°C'a, MS Akrilamid i¢in: 72 |Levine and
model standart ve su eklenip, 15 |Dz-akrilamid kolon (15m*0,25 | 50°C/dk'lik artigla Smith,
sistemi dak karistirildiktan sonra, mm, 0,251m) 230°C'a, Ds-akrilamid i¢in: 75[2005
yagin uzaklastirilmasi igin Enj: 1 pl splitless
4 ml hegzan eklenip, — —
3000g'de 30 dk santrifiij
edilmistir. Hegzan
uzaklagtirilip, etilasetat
eklenmistir.
Cesitli 3 g orek tizerine i¢ An Innowax 70°C'da 1 dk., 20°C/dk MS Akrilamid igin:  |Dunovska ve
gidalar standart ve su eklenip, 30 [Ds-akrilamid kolon artigla 240°C'a, 240°C'da 71,55 ark.2006
dak su banyosunda (30m*0,25mm, 10,5 dk,1,0 ml/dk splitless
bekletilmistir. 24 ml n- 0,25 um) Enj:1 pl Ds-akrilamid igin:
proponal eklenip, 5 dk . - 75,58
vorteks ve 5 dk santrifiij
edilmistir. Ust faz
ugurulduktan sonra, kalinti
hegzanda ¢6ziiliip, santrifiij
edilip, list faz viale
alimmustir.
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Ornek Ekstraksiyon Standart Tiirevlendirme Temizleme Kolon GC Parametreleri Dedektor iyonlar Kaynak
Cesitli 1 g 6rnek iizerine i¢ standart, Stabilwax- DB 100°C'da 3,1 dk, 200°C/dk MS Akrilamid igin: 72 [Mastovska
gidalar formik asitli su ve hegzan  |Ds-akrilamid (Restek) (20 artisla 150°C'a, 150°C'da 3 and Lehotay,

eklenip vorteks yapildiktan m*0,32 mm, 1 | dk, D;-akrilamid igin: 752006

sonra, 4 g susuz sodyum pm) Split orant: 50:1

stilfat, 0,5 g NaCl eklenip, — —

calkalanmustir. 5 dk, 5000

rpm'de santrifiij edilip,

siipernetanttan hegzan

uzaklagtirilip, susuz sodyum

stilfat eklenip, santrifiij

edilmistir.
Cinin Homojenize 6rnek ve i¢ INaClI'lii ekstrakttan 5 ml HP Innowax 110°C'da 1 dk, 10°C/dk MECD Zhang ve
geleneksel |standart vorteks yapilip, 20 [**C-akrilamid falinip, potasyum bromiir kolon(30m*0,32 | artigla 140°C'a, 140°C'da 15 ark.2007b
gidalart  |ml eter eklenip, santrifiij ve potasyum bromat mm, 0,25 um) dk, 30°C/dk artisla 240°C'a,

edilmistir. Siipernetant kisim cklenip, 4°C da 30 dk 240°C'da 7 dk, 1,0 ml/dk

uzaklagtirthip, sodyum kloriir tiirevlendirme yapilmistir. splitless .

eklenip, 15000 rpm'de 15 dk Enj:1 pl.

santrifiij edilmistir. Ust

kisim pipetle alinip, tiip

icinde kalan kisim i¢in 8 ml

INaCl ile islem

tekrarlanmigtir.
Ekspreso [2,5 mligecek yada 0,5 g Ekstrakta 1 g KBr, 150 pl |Isolute Cyg MDN-12 85°C 1 dk, 15 °C/dk'lik MS Akrilamid igin: Alves ve
kahve kahve {izerine 25 pl i¢ 13C,-akrilamid |[HBr ve 2 ml bromlu su Multimode (30 m*0,25 mm, | artisla 280°C'a, 280°C'da 10 106,150,152 ark.2010

standart eklenip, SPE eklenip, karanlikta buz 0,25 um) dk

kolondan gegirilmistir.

banyosunda 1 saat
tiirevlendirilmis, Sodyum
tiyosiilfat ile bromun
fazlas1 uzaklastirtlmistir.
NaCl ilavesinden sonra,
etilasetat/hegzan da
ekstraksiyon yapilip, susuz

sodyum siilfat ile su
uzaklastirtlmisgtir.

1 ml/dk Enj: 1 pl splitless

13C,-akrilamid i¢in:

153,155,110
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2. KAYNAK OZETLERI

2.3.5. Diger Analiz Yontemleri

Her ne kadar gidalarda akrilamid analizi ile igili en ¢ok kullanilan metodlar LC
ve GC kokenli olsa da, bunlarin disindaki cihazlarin kullanildig1 c¢alismalar da

yapilmuistir.

Yapilan bir ¢aligmada patates cipslerindeki akrilamid diizeylerinin belirlenmesi
icin Micellar Elektrokinetik Kapiler Kromatografi (MEKC) kullanilmis ve olusturulan
yontemin geri kazanim orami % 90,86-99,6 arasinda bulunurken, LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0,1 pg/ml ve 0,33 pg/ml olarak bulunmustur (Zhou ve ark. 2007a).

Bir baska calismada, kahvedeki akrilamid miktarinin tespiti i¢in LC-MS ve
biyosensor kit yontemi karsilastirilmig ve kit yonteminin pratik ve gilivenilir bir yontem

oldugu belirtilmistir (Gianni ve ark. 2007).

Bagka bir calismada, NIR (Near Infrared Specktroscopy) yontemi ile 60 tane
patates cipsi Orneginde akrilamid analizi yapilmis, ancak gergek degerlerle bulunan

deger arasindaki korelasyonun 0,83 oldugu belirtilmistir (Pedreschi ve ark. 2010b).

Gidalarda akrilamid diizeylerinin tespiti i¢in ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) cihazi ile yapilan bir diger caligmada LOD degeri 18,6 ng/ml
bulunurken, geri kazanim oranmin ise % 74,4-98,1 araliginda oldugu bildirilmistir.
(Quan ve ark. 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calisma iki kisimdan olusmaktadir. Birinci kisimda piyasadan akrilamid
olusma potansiyeli olan 6rnekler (biskiivi, bebe biskiivisi, cubuk kraker, hazir kek,
Tiirk kahvesi, patates cipsi, simit, ekmek, kavrulmus badem, kavrulmus findik,
kavrulmus yer fistigi, sar1 leblebi, sade leblebi, kabak c¢ekirdegi, kaju ve
Diyarbakir Kadayifi) toplanarak analiz edilmistir. ikinci kisimda ise 0,85x 0,85 x7,0
cm boyutlarinda parmak patatesler hazirlanarak, cesitli 6n islemler uygulanmis ve

patateslerdeki akrilamid miktarindaki azalma incelenmistir.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

LC/MSMS Cihazi: Akrilamidin kantitatif tayini i¢cin Agilent 1200 model likit
kromatografi cihazi ve buna bagli 6460 Triple Quadrapole MS/MS cihazi kullanilmigtir.

" Aﬁi

—

'!’,

L

1ul®
f

Sekil 3. 1. Akrilamid analizlerinin yapildig: LC/MSMS cihazi
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3. MATERYAL VE METOT

pH metre: Ektraksiyon islemleri sirasinda pH’1 2,3 civarma ayarlayabilmek igin

Mettler Toledo marka pH metre cihazi kullanilmistir.

Sekil 3. 2. pH Metre Cihaz

Santrifiij cihazi: Ektraksiyon islemlerinde ¢6kmenin saglanabilmesi i¢in Eppendorf
5430 model santrifiij cihazi kullanilmistir. Bu cihaz 50 mI’lik tiiplerde 7830, 15 ml’lik
tiiplerde 17500 rpm’e kadar ¢ikabilmektedir.

Sekil 3. 3. Santrifiij Cihaz1
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Vorteks karistirici: IKA marka vorteks karistirict kullanilmastir.

Sekil 3. 4. Vorteks Karistirict

Hassas terazi: Standart, kimyasal ve numune 6rneklerinin tartim islemi 4 ¢6ziiniirliikli

Precisa marka ve XB 220A model hassas terazi ile yapilmistir.

Sekil 3. 5. Hassas Terazi
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3. MATERYAL VE METOT

Ultrasonik Su Banyosu: LC/MSMS cihazi igin hazirlanan mobil fazlarin ve standart
cozeltilerin degaz ve homojenizasyon islemi i¢in Elma marka ve S 120H model

ultrasonik su banyosu kullanilmistir.

Sekil 3. 6. Ultrasonik Su Banyosu

Blender: Orneklerin parcalanarak homojenizasyonu igin Waring marka sanayi tipi

blender kullanilmustir.

Sekil 3. 7. Blender
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Calkalayici: 250 ml’lik erlenleri calkalamak i¢in Selecta marka ve rotabit model orbital

calkalayict kullanilmigtir.

Sekil 3. 8. Orbital calkalayici

Mikropipetler: Mettler Toledo Rainin marka mikropipetler (0,5-10uL, 10-100 pL,
100-1000 pL ve 1-10 mL) ektraksiyon basamaklarinda kullanilmigtir.

Sekil 3. 9. Mikropipetler ve Stand
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Akrilamid Standardi: Akrilamidi LC/MSMS cihazina tanitmak i¢in standart
olarak 79-06-1 cas nolu Sigma-Aldrich marka A8887-100G kod numarasina sahip iiriin

kullanilmustir.

Akrilamid I¢/Internal Standardi: Bizim calismamizda IS olarak Cambridge
isotope Laboratuvarlarindan 122775-19-3 kodlu Akrilamid 2,3,3-D3 kullanilmistir.

I¢/Internal Standart (IS):

I¢/Internal standart (IS), numune hazirlama metodlarmin verimini dlgmenin bir
yoludur. Geri kazanim hesaplarini kolaylastirir, analizlerde madde ile birlikte
kullanildig1 takdirde konsantrasyon hesaplamalarina dahil edilerek sapmalari numune

sonuclarina yansitarak daha dogru sonug elde etmemizi saglar.

Herhangi bir ¢alisma 6ncesi belirlenen IS, bilinen miktarda numuneye eklenerek
numune hazirlama islemleri uygulanir. Boylece IS numune hazirlama metodlarindan
geemis olur. Karsilagtirabilmek igin IS atilmadan numune hazirlama islemleri yapilmis
ve cihaza verilmeye hazir hale getirilmis temiz numuneye (kor, blank) elde edilmek
istenen konsantrasyon hesaplanarak IS atilir. Onceden atilmis IS icin elde edilen
konsantrasyon ve sonradan atilmis IS i¢in elde edilen konsantrasyonlar karsilagtirilarak
verim hesaplanir. Onemli olan burada vialde ekstraksiyon sonrasi elde edilecek IS
konsantrasyonunun hesaplanmasidir. IS, standart egrisi, kalite kontrol numuneleri ve
analit numuneleri dahil tiim c¢alismalarda vialde esit miktarda olacak sekilde
hazirlanmalidir. Konsantrasyonun standart ve numunelerde farkli olmasi hataya neden

olur.

Ultra Saf Su: Akrilamid suda ¢ok yiiksek oranda (30°C’de 215,59/100ml)
¢ozilindligii i¢in su, ektraksiyonun 6nemli basamaklarindan biridir. Ultra saf su olarak
7732-18-5 cas nolu ve 34887-2.5L iiretim numarali Sigma-Aldrich marka likit

kromatografi safliginda su kullanilmistir.

Formik Asit (HCOOH) : Mobil faza % 0,3 oraninda eklenerek yapisindaki bir
hidrojeni Akrilamid’e (CH,=CH-CO-NH,) vermesi ve boylece akrilamidin (CH,=CH-
CO-NH3") ESI iyon kaynagindan gegerken pozitif karakter kazanmasina yardimci
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olmak i¢in kullanilir. Calismalarimizda 64-18-6 cas nolu ve 27001-2.5L iiretim

numarali Sigma-Aldrich marka formik asit kullanilmistir.

Hidroklorik Asit (HCI): Calismalarda 7647-01-0 cas nolu ve 07102-2,5L

tiretim numarali Sigma-Aldrich marka HCI kullanilmastir.

Carrez 1 Hazirlamisi: 15 g [K4Fe(CN)g]3H,O (Potasyum hegzosiyanoferrat)

tartilarak 100 ml suda ¢oziiliir.
Carrez 2 Hazirlamisi: 30 g ZnSO, (Cink Siilfat) tartilarak 100 ml suda ¢oziiliir.

Carrez 1 ve Carrez 2 ¢ozeltisi ektraksiyon esnasinda orneklerden gelebilecek
kolloidal maddeler, nisasta, protein ve yag gibi kirlilige neden olabilecek bilesiklerin

uzaklastirilmasi i¢in kullanilir.

HPLC Kolonu: Akrilamidin etkin ayrimi igin 827975-902 iiretim numaral
Agilent marka Zorbax SB-C18 Rapid Resolution HT 4.6x50 mm 1.8 micron 600 bar

kolon kullanilmustir.

Kat1 faz ektraksiyon kartusu (SPE): Ektraksiyonun son asamasinda temzileme igin
Waters 186000256 iiretim numarali Oasis MCX 3cc (60mg) kat1 faz ektraksiyon kartusu

kullanilmuistir.
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3.2. Metot

Analiz metodu olarak bircok yontem arastirilmig ve son olarak (Gokmen ve ark.
2009) ve (Alpozen, 2012) tarafindan kullanilan yontem {izerinde ¢esitli modifikasyonlar
yapilarak optimize edilmis ve yeni bir metod olusturulmustur. Ektraksiyonun iirtinden
iiriine tartimi ve dolayisiyla seyreltme faktorii degismekle beraber ana basamaklar
asagidaki gibidir.

Akrilamid Ektraksiyon
Basamaklari

Su tutma kapasitesine gore 0,5-2 g 6rnek 250 ml’lik erlene alinir

!

Uzerine 10-20 ml saf su eklenir

!

25 dakika karistirilir
20. Dakikada 1’er ml Carrez 1 ve Carrez 2 eklenir

!

Erlen 5 ml saf su ile yikanarak ¢6zelti 50 ml’lik santrifiij tiiptine alinir

!
7830 rpm de 25 dakika santrifiij edilir

l

Santrifiijden sonra s1v1 faz 15 ml hegzan ile yikanarak
varsa ornegin yagi uzaklastirilir

l

Sulu fazdan yaklagik 8 ml 15 mI’lik santrifijj tliptine alinir
pH’1 IM’lik HCl ile 2,3 civarina ayarlanir

l

Uzerine 200 uL 2 ppm’lik Dz-Akrilamid eklenir.
Son hacim 10 ml olacak sekilde su eklenir

l

Ekstraktan 1 ml alinarak 6nceden 1 ml MeOH ve 1 ml saf su ile sartlandirilmis ve
havasi almarak iyice kurutulmus Oasis MCX kartustan gegirilir. {1k 8-12 damla
olusabilecek kirliligin bertarafi i¢in atilir. Kalan kisim viale alinarak LC/MSMS

cihazina enjekte edilir
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3.2.1. Kat1 Faz Ektraksiyon (SPE) Metodu

Kat1 faz ektraksiyon (SPE) yontemi, esas olarak tek kullanimlik ekstraksiyon
kolonlarina ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi Orneklerini istenmeyen
bilesenlerden ayirma, yogunlastirma ve ileriki analiz asamalar1 i¢in Ornek matriks
yapisinin degistirilmesi esasina dayanmaktadir. Sivi 6rnegin kolondan gegirilmesi,
yergcekimi vasitasiyla (manuel olarak) gergeklestirilebildigi gibi, daha az zaman

harcanarak vakum manifoldlar1 araciligiylada yapilabilmektedir.

SPE metodunda kolondan gegirilme sirasinda ornek molekiilleri ile tutucu
madde arasinda kimyasal bir etkilesim meydana gelmektedir. Bu etkilesimden
faydalanarak maddelerin ayrilma islemi baslica iki yolla gergeklestirilmektedir. Birinci
yontemde ilk asamada, analiz edilecek bilesik tutucu maddeye baglanarak kolon i¢inde
tutulurken, cozelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile herhangi bir etkilesime
girmemektedir. Daha sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama c¢ozeltisi ile
uzaklagtirilir ve analiz edilecek bilesen tutucu maddeden uygun bir ¢ozelti yardimiyla
cozdiiriilerek alinir. Daha az tercih edilen ikinci yontemde ise, istenmeyen bilesenlerin
tutucu madde ile etkilesimi sozkonusudur. Ozellikle atik yaglar gibi matriksden
ayrilmast zor olan maddelerin analizinde kullanilan bu yontemde, matriksteki
istenmeyen bilesenler tutucu madde tarafindan siki sekilde baglanmaktadir. Asil aranan
madde ise tutucu madde ile etkilesime girmez ve uygun ¢6zelti yardimiyla ¢ozdiiriilerek
toplanmaktadir. Bu yontemde, kolon igerisindeki tutucu maddenin olusturdugu kat1 faz

filtre islevi gormektedir.

3.2.1.1. SPE Metodunda Maddelerin Ayrilma Prensipleri

SPE metodunda maddelerin birbirinden ayrilmasinda analizi yapilacak madde,
¢coziici ve tutucu maddelerin 6zelliklerine gore cesitli ayrma mekanizmalari rol
oynamaktadir. Belli bagli olarak normal faz, ters faz, iyon degisim (katyonik ve anyonik
degisim) ve molekiiler eleme (Size exclusion) ayirma mekanizmalar1 sdylenebilir. Bu
mekanizmalar, maddenin molekiilleri ile tutucu maddedeki etkin gruplar arasindaki
molekiiller aras1 etkilesimler sayesinde agiklanir. Analizi yapilacak madde molekiilleri
tutucu maddelerdeki etkin gruplara iyonik, hidrojen, dipol-dipol, dipol-indiiklenmis
dipol ve indiiklenmis dipol-indiiklenmis dipol (van der Waals) baglar ile baglanir. Bu

sekilde aranan madde, matriksteki istenmeyen bilesikler ve ¢oziiciiler birbirinden ayrilir.
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4+ Normal faz:

Polar bilesiklerin, apolar matrikslerden ayrilmasi islemidir. Sartlandirma asamasi
apolar ¢oziictiler, toplama asamasi ise daha polar ¢oziiciler yardimiyla
gerceklestirilmektedir. Bu yontemde en fazla kullanilan tutucu madde silikadir. Florosil
ise pestisitler i¢in en uygun tutucu maddedir. Karbonhidratga zengin bazi asir1 polar
ornekler i¢in ise silika, aliimina gibi tutucu maddelere ¢esitli gruplarin eklenmesi ile
elde edilen siyano, diol ve amino grubu tutucu maddeler tercih edilmektedir. Bu
maddelerdeki polar gruplar, apolar organik c¢oziiciller (hekzan/dietileter gibi)

icerisindeki orta derecede polar olan 6rnek molekiillerini tutmaktadirlar.

+ Ters faz:

Tutucu madde polaritesinin 6rnek ¢ozeltisinden daha diisiik oldugu sistemlerdir.
Oktadesil (C18) bu teknik igin en fazla kullanilan madde olmakla birlikte, oktil(C8),
siklohekzil, biitil, fenil ve siyano da ¢esitli 0rnekler i¢in se¢ici olmalar1 nedeniyle tercih
edilmektedir. Ters faz, klinik ve gevresel orneklerdeki organik kalintilarin analizinde
cok yaygin sekilde kullanilan bir ayrim teknigidir. iyon degisim, dzellikle asit ve bazlar:
matriksten ayirmak amaciyla kullanilan ve iki molekiil arasindaki iyonlarin karsilikli
degisimi esasma dayanan bir tekniktir. SOs've N*(CH)s gibi etkin gruplar baglanmus
asir1 polarsilika benzeri tutucu maddeler, iyon degisimi i¢in uygundur. SOz grubu,
ornek ¢ozeltisinden aranan temel maddelerin ayrilmasi i¢in kuvvetli katyonik degisimi
(SCX, strong cation exchanger), N*(CH ); grubu ise asitlerin baglanmasi igin kuvvetli
anyonik degisimi (SAX, strong anionexchanger) saglamaktadir. Iyon degisim
tekniginde pH, zit yiiklii olma, iyonik kuvvet, organik ¢oziiciiniin 6zelligi ve 6rnegin
kolondan gecis hiz1 gibi faktorler 6nem tasimaktadir. Basarili bir iyon degisiminin
saglanabilmesi i¢in, tutucu madde ile analiz edilecek maddenin zit yiiklerde olmasi ve
ornek ¢ozeltisindeki zit iyon yogunlugunun diisiik olmasi gerekmektedir. Molekiiler
eleme tekniginde ise dekstran jel gibi maddeler, igerdikleri gozenekler sayesinde 6rnek
cozeltisi igerisindeki maddelerin  molekiil biyiikliklerine gore ayrilmasin
saglamaktadir. Ornek ¢ozeltisi icerisindeki molekiil agirligr 10.000’den diisiik maddeler
bu gozeneklere girebilirken, daha biiyilk maddeler direkt kolondan ge¢mektedir.
Boylece biiyiik molekiil agirlikli maddeler ayrilirken, kiigiik molekiil agirlikli maddeler
kolonda kalmakta ve bu sekilde ayrim gergeklesmektedir. Bu teknikte, ideal olarak

74



Aydm YILDIZ

maddelerin tutulmasi ya da diger molekiiler etkilesimlerin olmamasi istenir. Molekiiler
eleme, genellikle bagli olmayan radyo izotoplarin ve protein ¢dzeltilerinden tuzlarin
ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir. Karigik matrikslerden analizi yapilacak maddelerin
istenilen diizeyde ayrilarak, ideal bir 6rnek hazirlama basamaginin gergeklestirilmesi

icin dogru ayrim tekniginin kullanilmasi ¢ok dnemlidir (Yavuz veAksoy 2006).

3.2.1.2. SPE Metodunun Diger Ornek Hazirlama Yontemlerine, (6zellikle
sivi-s1vi ekstraksiyonuna) Gore Avantajh Yonleri

e SPE metodu klasik s1vi-sivi ekstraksiyon yontemine gore % 66 daha hizli sonug
verir. Boylece drnek hazirlama siiresini oldukga kisaltir.

e SPE metodu ¢ok pratik olup biitiin laboratuarlarda kolaylikla uygulanabilir.

e SPE metodunda daha az ¢oziici ve ayirag madde kullanildigindan daha
ekonomik bir 6rnek hazirlama yapilabilmektedir.

e Geri kazanim oran1 yliksektir ve istenilen yogunlukta 6rnekler elde edilebilir. En
az diizeyde Ornek transferi yapildigindan yiiksek geri kazanimlar ile yiiksek
yogunluk ve saflikta 6rnekler elde edilebilmektedir.

e Ornek, tutucu madde ve ¢oziiciller arasinda c¢apraz bulasma riski diisiik
oldugundan yiiksek dogrulukta sonuglar alinabilmektedir.

e Diisiikk miktarda 6rnek islendiginden sivi-sivi ekstraksiyondaki gibi emiilsiyon
olusma problemi yoktur.

e (oziicli ve orneklerin az miktarlarda kullanilmasindan dolay1 zehirli maddelerle
temas daha azdir.

e (ok sayida 6rnegin aynmi anda ve tekrarlanabilir sekilde islenebilmesine olanak
saglayacak sekilde ¢ok kolay otomasyon saglanabilmektedir (Yavuz ve Aksoy
2006).
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Cizelge 3. 1. SPE metodunda siklikla kullanilan ¢6ziiciiler ve polariteleri

Polarite Coziicii Suyla Karisabilme

Nonpolar Hegzan Hay1r
Izooktan Hay1r

Petrol eteri Hayir

Siklo hegzan Hayir

Karbon tetrakloriir Hay1r

Kloroform Hayir

Metilen kloriir Hayir

Tetrafuran Evet

Dietil eter Hayir

Etil asetat Zayif

Aseton Evet

Asetonitril Evet

Izopropanol Evet

Metanol Evet

Su Evet

Polar Asetik asit Evet

10 ml'lik tek kullanimlik enjektdr

0.45 um'lik naylon tek kullanimlik filtre
Adaptor

SPE - 6rnek haznesi

Adsorbent
Diskler

Toplama ucu

Sekil 3. 10.Kat1 faz ektraksiyon (SPE) siizme diizenegi ve yapist
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Cizelge 3. 2. Akrilamid analizlerinde kullanilan SPE kartuslar ve 6zellikleri
(Alpdzen ve Uren, Analiz 35,Say1 21, 2014).

Kartusun Adi Ozelligi Kullamldig1 Calismalar
(Alpdzen ve Uren 2013), (Alpdzen ve ark.
2013a), (Alpozen ve ark. 2013b),

HLB’nin yiizeyinde gii¢lit | (Becalski ve ark. 2003), ( Rufian-Henares
OASIS*MCX katyon degistirici sulfonik | ve Morales 2006) (Yusa ve ark. 2006),
asit gruplari vardir. (Chen ve ark. 2008), (Liu ve ark.
2008),(Gokmen ve ark. 2009), (Serpen ve
Gokmen 2009), (Palazoglu ve ark. 2010)
(Roach ve ark. 2003), (Andrzejewski ve
Polar ve apolar fazlar ?I(l/i ) 20042(’ (Meitdhagh \2/881(;;(.(%004), K
® S astovska ve Lehota ,(Ren ve ark.
OASISTHLB \[/ﬁ’sl'l')(‘:)'x fgl'i'gfnqze”e'co"\" 2006),(Rufian 2007), (Gokmen ve ark.
2009), (Shaikh ve ark. 2009), Marconi ve
ark. 2010), Mulla ve ark. 2011a, 2011b).
HLB’nin yiizeyinde giiglii
OASIS*MAX | 20yon degistirici Becalski ve ark. 2003

dimetilbutilamin gruplari
vardir.

Isolute® Multimode

Apolar (Cyg) ozellikte, giiglii
katyon degistirici (-SO") ve
giiclii anyon degistirici (-
NR")

fonksiyonel gruplar1
igermektedir.

(Rosen ve Hellenas 2002), (Ahn ve ark.
2002), (Tareke ve ark. 2002), (Onove ark.
2003), (Riediker ve Stadler 2003),
(Rufian-Henares ve Morales 2006),
(Eerola ve ark. 2007), (Viklund ve ark.
2007), (Arissetto ve ark. 2008), (Karasek
ve ark. 2009), (Zeng ve ark. 2009), (Ou ve
ark. 2010), (Lasekan ve Abbas 2011)

AccuBOND Il SCX

Apolar sekonder
interaksiyonlar1 olan giiclii
benzen-sulfonik asit bazli
sorbent katyon degistirici
ozelliktedir.

Riediker ve Stadler 2003.

Bond Elut
AcCcuCAT

Sulfonik asit ve kuaternar
aminden olusan mix-mod
sorbent icermektedir.

(Leung ve ark. 2003), (Roach ve ark.
2003), (Takatsuki ve ark. 2003),
(Andrzejewski ve ark. 2004),

( Mestdagh ve ark. 2004)

Bond Elut Cyg

Hidrofobik silika-bazli
sorbent icermektedir.

Takatsuki ve ark. 2003

Bond Elut Jr-PSA

Asit ile yikanmus diizensiz
sekilli Etilendiamin-N-
propil fonksiyonel bagl
silika icermektedir.

Takatsuki ve ark. 2003

ENVI-Carb

Grafitize karbon
icermektedir.

Becalski ve ark. 2003

Strata™-X-C

Polar ve giiclii katyon
degistirici gruplar ile
fonksiyone olmus polimerik
regine vardir.

Bermudo ve ark. 2008
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3.2.2. Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi

Akrilamidin kantitatif olarak tespit edilebilmesi icin LC/MSMS cihazina
sirastyla 2-5-20-50-100-200 ve 500 ppb’lik standarlar enjekte edilerek lineer bir

kalibrasyon egrisi cizilmistir. Internal standart da kalibrasyon egrisindeki her bir

noktada ve diger tiim 6rnek calismalarinda 40 ppb olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun

icin oncelikle 10’ar mg Akrilamid ve Ds-Akrilamid tartilarak 100 ml’lik balon jojede

cizgisine su ile tamamlanmistir. Boylece 100 ppm’lik ana stok c¢ozeltileri elde

edilmistir. Ana stoktan su ile seyreltme yapilarak 2 ppm’lik ara stok Akrilamid ve Ds-

Akrilamid elde edilmistir. Ara stok c¢ozeltilerden de asagidaki sekilde seyreltmeler

yapilarak kalibrasyon standartlar1 elde edilmistir. Hazirlanan tiim standartlar +4°C’de

muhafaza edilmistir.

Cizelge 3. 3. Akrilamid ve Ds-akrilamid standartlarinin hazirlanisi

2 ppm’lik ara

tok cozeltid T | Akrilamid Kalibrasyon 2 ppm’lik D3'ten D3-akrilamid
Stok gozelicen amamianan | . ndardi konsantrasyonu | eklenen miktar | konsantrasyonu
alinan miktar hacim(ml) b | b
(ml) (ppb) (ml) (ppb)
0.1 100 2 2 40
0.25 100 5 2 40
1 100 20 2 40
2.5 100 50 2 40
5 100 100 2 40
10 100 200 2 40
25 100 500 2 40
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Sekil 3. 11. Akrilamid kalibrasyon standartlarinin bindirilmis kromatogramlari
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Sekil 3. 12. Akrilamid kalibrasyon standartlarinin kromatogramlari ve spektrumlari
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3.2.3. Metodun LOD, LOQ, Geri Kazanim ve (")lg:iim Belirsizliginin
Belirlenmesi

3.2.3.1. Teshis Limiti (LOD)-Tespit Limiti (LOQ) Degerlerinin Belirlenmesi

Metodun LOD ve LOQ degerlerinin tespiti i¢in kér numuneye 25 ppb standart

eklenerek 10 ¢alisma yapilmis ve bulunan degerler asagiya ¢ikarilmustir.

Cizelge 3. 4. Metodun LOD ve LOQ degerleri

s Seyreltme |Cihazin Okudugu| Hesaplanan

Ornek Sayisi Tartim FZktiirii Deger (ug/kg)g Degerp(ug/kg)
1 2,02 9,90 2,38 23,54
2 1,98 10,10 2,52 25,46
3 1,95 10,26 2,57 26,32
4 1,96 10,20 2,65 27,07
5 1,97 10,15 2,35 23,89
6 2,00 10,00 2,43 24,26
7 1,95 10,26 2,52 25,80
8 1,96 10,20 2,65 27,03
9 2,01 9,95 2,53 25,21
10 1,99 10,05 2,50 25,08
ORTALAMA 25,37
STD. SAPMA 1,17
% RSD 4,60
LOD 3,50
LOQ 11,67

3.2.3.2. % Geri Kazanim Degerinin Belirlenmesi

Metodun % geri kazanim degerinin belirlenmesi igin Fapas T3037QC nolu
kalite kontrol test materyali temin edilmis ve analiz edilerek bulunan degerler asagiya
cikarilmigtir. Bunun yaninda standart ekleme yontemi ile de biskiivi numunesi
calisilmistir. Bunun i¢in 6nce biskiivi numunesi ¢alisilmis daha sonra bu numuneye 100

ppb akrilamid standardi eklenerek ¢alisma yapilmustir.
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fcpﬁy

The Food and Environment Research Agency

Sand Hutton, York, YO41 1LZ

Tel: +44 (0)1904 462100 Fax: +44(0)1904 500440
testmaterials@fapas.com www fapas_com

FAPAS QC MATERIAL DATA SHEET T3037QC
Matrix Biscuit (Cookie)
Weight / Volume of Contents 50g

Assigned Value, < . No. of data points
Analyte Xa Range for |z| =2 Units producing Xa
Acrylamide 298.8 184.2-413.5 Ha/kg 61
This data sheet is applicable until 07 Oct 2013

Recommended Storage on receipt

-20°C

Sekil 3.13. Fapas T3037QC nolu kalite kontrol materyalinin sertifikasi

Cizelge 3. 5. Fapas ¢aligsmas1 % geri kazanim degeri

S Referans degere
A::g/irg)l d (2098,8 ;fg/kg)ggiire
Yo geri kazanim
1 305,26 102,16
2 298,90 100,03
3 303,35 101,52
4 305,67 102,30
5 309,66 103,64
6 298,81 100,00
7 303,36 101,53
8 303,01 101,41
9 304,92 102,05
10 308,67 103,30
ORTALAMA 303,66 101,79
STD.SAPMA 3,37
%RSD 1,11
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i /% Chiomatogram Results
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Sekil 3. 13. Standart ekleme metodu kalitatif kromatogram ve spektrum
Compound Information =
oot Axi3 o e (aluls]
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Sekil 3. 14. Standart ekleme metodu kantitatif kromatogram ve spektrum
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Standart ekleme metodu ile yapilan g¢alismada % geri kazanim degeri;

(Standart + Ornek)-(Ornek) = 109,68-11,78 =97,90 olarak bulunmustur.

Iki yontemle yapilan ¢alismalar sonucunda (Fapas ve sandart ekleme) ¢ikan geri

kazanim degerlerinin birbirine oldukga yakin oldugu goriilmektedir. (101,79-97,90)

3.2.3.3. Olciim Belirsizliginin Belirlenmesi

Metodun ornek ve standart hazirlama asamalarindan gelebilecek muhtemel
belirsizlikler, belirsizlik kaynaklarinin sertifika degerlerinden istatiksel islemler
sonucunda bulundu. Daha sonra bulunan tiim belirsizliklerin kareleri toplanarak
karekokleri alinip rolatif bilesik belirsizlik bulundu. Bulunan rélatif bilesik belirsizligin
giiven seviyesini % 95’e ¢cekmek i¢in sonu¢ k=2 ile garpilarak genisletilmis belirsizlik

elde edildi. Metodun genisletilmis % belirsizligi 4,13 olarak bulundu.

AN

Hacim

Standart

Hazirlama Ornek Hazirlama

Kalibrasvon Tekrarlanabilirlik Geri Kazamm

Sekil 3. 15. Akrilamid analizinde gelebilecek muhtemel belirsizlik kaynaklar:
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Cizelge 3. 6. Akrilamid analiz metodunun 6l¢iim belirsizligi

Belirsizlik Bilesenleri Deger(X) | u(X) u(X)/X
Standart hazirlamadan gelen belirsizlik-

Akrilamid stok ¢dzelti (mg/L) 2,00 | 00277 | 00138
Ornek hazirlamadan gelen belirsizlik 1 0,0110 0,0110
Geri kazanimdan gelen belirsizlik 1 0,0037 0,0037
Kalibrasyon egrisi belirsizligi 126 0,7128 | 0,0057
Tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik 1 0,0083 | 0,0083
Standart bilesik belirsizlik (k=1) % 68 giiven aralig1 0,0207
Genisletilmis belirsizlik( k=2) % 95 giiven aralig1 0,0413
Rélatif belirsizlik (%) 4,1313

p—] ]
s ) o ) ok

( u(S)) (u(Cr) :+( u(GK)

T,
+-
—
-
—
s
S—
(o
—_—
—
—
ﬂ
SN—
.

UToplam) = \

U Toptzn) =\/(0,0138)3—(0,0110)3+(0,0037)3—(0,0057)3+(0,0083)3=0,0207
U(Genxsleulmi;) =2x0.0207=0.0413

Ugstaines = 100X 0,0413 =4,1313
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3.2.3.4. Linearity (Dogrusallik)

Linearity (dogrusallik) degeri i¢in 7 noktali (2-5-20-50-100-200 ve 500 ppb) ve
3 enjeksiyonlu kalibrasyon grafigi cizilmis ve korelasyon katsayisi (R?) 0.999 gibi

oldukgca iyi bir deger bulunmustur.

dknilamid - ¥ Levels, 7 Levely Used, 21 Pointz, 21 Points Used, 0 OCs
y= 0031827 *w + 0.001174

TR"2=099313206

1 64 Tvpe:Linear, Origirclgrore, Weight: 144

1.54
1.4-
1.3
1.2
114
14
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.24
0.1
0
014

=
=
(=]

Relative Fezponzes

" 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 46D 480 500 520 540
Relative Concentration

Sekil 3. 16. Akrilamid analizi kalibrasyon grafigi

3.3.3. Kromatografik Kosullar

Analizler LC/MSMS cihazinda asagida belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir.

+ HPLC Kosullar::

Enjeksiyon hacmi: 15 pl

Akig Hizi: 0.6 ml/dak.

Mobil Faz A: % 90 H,0 (% 0.3 Formik Asitli)

Mobil Faz B: % 10 ACN

Analiz Siiresi: 1.8 dakika

Kolon: Agilent Zorbax SB-C18 Rapid Res. HT 4.6x50 mm 1.8 micron 600 bar
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Sample | Properties | ALS | BinPump | ColumnSL | MSGG0 |
Setup l Timetahle ] Optiores ]

Flows Stop Time:
Flow: 0& =i mlfmin " No Limit
18 _|:| mir
Solvents
Pozt Time
A 3000 % JHz0 | [x03Fs & o

B W10 _I;' % |ACN = | f‘l—j’min

Prezsure Limits

Min |0 = bar Max (400 75 bar

Sekil 3. 17. HPLC cihazinda binary pump degerleri
+ MS/MS Kosullar::

A couisition Source ] Chromatogram ] In=strument ] Diagnostics ]
Source parameters

Gaz Temp: |35I:I C 250 “C
G as Flows: |1 o i | 10.0  1Amin

M ebulizer: |45 p=i | 450 psi

Sheath Gas Temp: |250 I 350 °“C
Sheath Gas Flows: |1 2 LA | 12.0  1Amin

Fozitive rMegative
Capillary: [4000 v [3500 W [ 5046 e
MHozzle Woltage: ||:| W ||:| L%
Charmber Current 020 e

Sekil 3. 18. MS/MS cihazinda source parametreleri
+ Optimizasyon Degerleri:

S seqments
. [d
Compourd Name (5707 e W31 Res il M2Res el Fragmetor LT Aeoelersr Poly
(i (i Energy
alage
03 v T (Ui R Unit l il i 7 |Posiive

i i 72| Uni a1 | Unt il a7 T Pastye

Sekil 3. 19. MS/MS cihazinda acquisition optimizasyon degerleri
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yukarida da bahsettigimiz gibi bu calisma iki kisimdan olusmaktadir. Birinci
kisimda piyasadan akrilamid olusma potansiyeli olan biskiivi, bebe biskiivisi, ¢ubuk
kraker, hazir kek, tirk kahvesi, patates cipsi, simit, ekmek, kavrulmus badem,
kavrulmus findik, kavrulmus yer fistigi, sar1 leblebi, sade leblebi, kabak ¢ekirdegi, kaju
ve Diyarbakir Kadayifi gibi ¢esitli 6rnekler toplanmis ve analizleri yapilmistir. Bu

analizlerin sonuglar1 asagiya c¢ikarilmstir.

Cikan sonuglart normalde belirli iist limitlere gore karsilastirmamiz ve bu st
limitleri agmalarina ya da bu degerlerin altinda kalmalarina gére yorum yapmamiz
gerekirdi. Ancak gidalarda akrilamid diizeyleri ile ilgili heniliz ne Avrupa Birligi ne de
iilkemizde belirlenmis resmi limit degerleri bulunmamaktadir. Fakat Avrupa
Komisyonu (EC), Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)’nin 2007-2008 yillari
arasinda gergeklestirdigi ‘Gidalarda Akrilamid Izleme Programn’ verilerinden yola
cikarak cok tiiketilen bazi gidalar igin ‘Gosterge Degerler’ adi altinda bir liste
yayimlamistir. ‘Gosterge Degerler’ akrilamid i¢in maksimum limit degerleri olmayip,
yetkili merciye bu degerler asildigi zaman sorunun nerde olduguna dair yardimci olacak
bir rehber niteligindedir. Biz de elde ettigimiz sonuglar1 asagidaki ‘Gosterge Degerler’

listesine gore yorumladik.

Cizelge 4. 1. Gidalarda akrilamid i¢in gosterge degerleri

Gida Maddesi Gosterge Deger (ng/kg)
Kizartilmis Fransiz patatesi 600
Patates cipsi 1000
Ekmek 150
Kahvaltilik tahillar 400
Biskiivi, kraker vb. 500
Kavrulmus kahve 450
Hazir kahve 900
Bebek mamasi (pisirilmis tahil bazli olanlar harig) 80
Biskiivi ve galeta (¢cocuklar i¢in) 250
Pisirilmis j[ghll bgzh g}dalar ' 100
(cocuklar i¢in, biskiivi ve galeta haric)
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4.1. Piyasadan Orneklerin Toplanarak Analiz Edilmesi

4.1.1. Biskiivi-Bebe Biskiivisi Calisma Sonuclar:

Piyasadan en ¢ok tiiketilen 8 adet farkli marka ya da ayn1 markanin farkli ¢esidi
olan biskiivi ¢esidi ve en c¢ok tiiketilen 2 adet bebe biskiivisi temin edilip analizi

yapilmistir. Bulunan sonuglar asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 2. Biskiivi-bebe biskiivisi ¢alisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (pg/kg
B1 399,03 + 16,49
B> 623,34 + 25,75
Bs 397,74 + 16,43
B4 149,21 + 6,16
Bs 676,93 + 27,97
Bs 284,50 + 11,75
B, 17,89 + 0,74
Bs 430,45 + 17,78
BB, 87,12 + 3,60
BB, 84,13 + 3,48

Bulunan sonuglar ¢izelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesindeki ilgili deger ile
karsilagtirildiginda (500 pg/kg) biskiivi calismalart i¢inde B, ve Bs kodlu 6rnek
sonuglarinin bu degeri astigi, diger 6rnek sonuglarinin ise bu degerin altinda kaldig
gorlilmistiir. Bebe biskiivisi i¢in ise BB; ve BB, kodlu 6rnek sonuglarinin her ikisinin

de listedeki deger olan 250 pg/kg’n altinda kaldig: tespit edilmistir.
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Carnpourd Information
263 RxiH U M e AL
+MAM (7215 551)  Petbad + MAM (1002348 min, 51 scars) [721+ ™ Pefibord
£ 4108 1138 i, S04
i 10652 g
4 £7.6928 ng/ml g 25
] ¢
15
1 1
05 721
04 3 B
02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 R E R LR
Acquiiion Time [min] Mazsto-Charge (mfz)
+MAM (515 580)  Petbad + MM [1.012.379 min, 54 scars) (751 ™ Pefibord
£ 103 1134 min 204|580
Ry 4350 3
o b - [N
1 1
07 075
I} 05
0% 05 751
D-‘ T T T T T T T T I- T T T =I T D T T T T T T T T T T T T T T T T T T I‘ T
02 03 04 05 05 07 08 03 1 11 12 13 14 15 e TR e O O B O
Aeaquishian Time [min) Mass-to-Change mfz)

Sekil 4. 1. Biskiivi 6rneklerlerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
4.1.2. Kraker Calisma Sonuclari

Piyasadan en ¢ok tiiketilen 10 adet farkli marka ya da ayn1 markanin farkli ¢esidi
olan kraker temin edilip analizi yapilmistir. Bulunan sonuglar asagidaki cizelgede

gosterilmistir.

Cizelge 4. 3. Kraker ¢alisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (pg/kg)
K1 429,11 + 17,73
K> 175,22 + 7,24
Ks 86,36 + 3,57
Ka 56,90 + 2,35
Ks 126,91 + 5,24
Ke 101,49 + 4,19
K7 260,99 + 10,78
Ks 498,62 + 20,60
Ko 130,00 + 5,37
Kio 632,97 + 26,15
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Bulunan sonuglar gizelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesindeki ilgili deger ile

karsilagtirildiginda (500 pg/kg) kraker ¢alismalar iginde Kjg kodlu 6rnek sonucunun bu

degeri astig1 diger 6rnek sonuglarinin ise bu degerin altinda kaldig1 goriilmiistiir.

Compound Infomation
2ot Raid g e AW
+MAM 721> 58.1)  balkd + MR (1.0021. 240 min, 3 scang) (727 5™ balkd
Z40% *1.090 min Lynd| |
E 3 a4 3 15
8] 276552 ng/mil 8]
15 1
1
05 U3 o1
m n
0 = i 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
02 03 04 05 0B 07 08 09 1 11 12 13 14 18 4 Bh BG B7 59 B9 60 Bl B2 B3 B ES BE B/ BB E9 0 N1 72 73
fequisiion Time (min] MasstoChage (/2]
+MAM [75.7 3 58.0)  balikd + MR (10121277 min, 40 scang) (787 5™ balled
2408 1.080 min. L4 =0
3 £641 3
o . 0 15
15 1
1
05 05 71
D-‘ T T T T T T T T I- T T =| T T D T T T T T T T T T T T T T T T T T T I. T
02 03 04 05 0B 07 08 05 1 11 12 13 14 15 b7 BB B3 RO B B2 B3I B4 ED BB BF BB EY FO V1 72 T3 M4 TR TR
fequisition Time (min] MasstoChage (m/z)

Sekil 4. 2. Kraker 6rneklerlerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
4.1.3. Ekmek Calisma Sonuc¢lari

Piyasadaki cesitli firinlardan 8 adet ekmek alinmis ve ekmeklerin kabuklar
bistiiri vasitasiyla ayrilarak homojenize edildikten sonra analizleri yapilmistir. Bulunan

sonuglar asagidaki cizelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 4. Ekmek calisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (ng/kg)
E: 100,21 + 4,14
E> 99,03 + 4,09
Es 89,33 + 3,69
= 92,12 + 3,81
Es 93,49 + 3,86
Es 84,39 + 3,49
E; 80,52 + 3,33
Es 82,31 + 3,40
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Bulunan sonuglar ¢izelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesindeki ilgili deger ile
karsilagtirildiginda (150 pg/kg) tim ekmek sonuglarinin bu degerin altinda kaldig

gorilmiistiir.
Compound [nfomation
eotfaidd s ARl
+MRM (7215 BE1)ETnd + MRM (16741 39 min, 48 scang) (721 * ETud
R “1.797 i Lap3 w1
] 913 2
g Eldngh O 4
: 3
15
2
1 1 721
DE l T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T D T T T T T T T T T T T T T T T T T T I‘ T
020304 05 06070805 1 111213141516 171818 2 B4 55 GG A7 D RO G0 G B2 GBI B B BE BT R EY O M1 T2 T3
‘Acquisitian Time [min] Mass-to-Charge [m/z)
+MRM (751 BA0)E e d + MRM [1.651-2 004 min, 52 scang) (751 * ETud
R 1.780 i, Zy044 580
3 42 215
U o0s - a '1
06 075
04 05
02 05 7l
U T T T T T T T T T T T T T T I-I T T \= T D T ) T T T T T T T T T T T T T T T T I‘ T
020304 0506070800 1 111213 141516171814 7 B0 B9 G0 B1 B2 B3 B4 B5 BB B7 RO EI FOVT T2 T 74 75 A
‘Acquisitian Time [min] Mass-to-Charge [m/z)

Sekil 4. 3. Ekmek orneklerlerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
4.1.4. Simit Calisma Sonuclar

Piyasadaki cesitli firinlardan 8 adet simit alinmis ve simitlerin kabuklar1 bistiiri
vasitasiyla ayrilarak homojenize edildikten sonra analizleri yapilmistir. Bulunan

sonuglar asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 5. Simit ¢alisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (ng/kg)
S1 145,80 + 6,02
S, 156,21 + 6,45
S3 135,78 + 5,61
Ss 140,21 + 5,79
Ss 138,10 + 571
Se 137,95 + 5,70
S; 138,17 + 571
Ss 137,20 + 5,67
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Simit icin cizelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesinde direkt olarak bir deger
bulunmamakla birlikte degerlendirmemizi ‘Biskiivi, kraker, ¢cérek vb.’ baslig1 altinda
yaparsak (500 ng/kg) bulunan tiim sonuglarin bu degerin altinda kaldig1 goriilmektedir.
Simitte bulunan degerlerin ekmekten yiiksek olmasinin nedeni muhtemelen simidin
pekmez tiirii bir serbete daldirildiktan sonra pisirilmesindendir. Bu da seker miktarini

dolayistyla akrilamid miktarini arttirmaktadir.

Compound Informatian

Wethailyen AFUEL

+MRM [F21 -+ 521 gimit 1.d
g ik

a
(W)

MR (13687 581 min, 105 scans] (721 > ) s 1
L4 B
;

4
Z

1158 min.
5a8
371 %3 ngdml

Cou

15

1
Al
L

05

02 03 04 05 0F 07 08 08 1 11 12 13 14 15 15 17
ficquisition Time (min]

+MRM (751 BB.0) simit_1.d

U T T T T T T T T T T T T T T
L AT T I Pt | A
Massto-Charge (/2]

+ MRb [1.046-1 678 min, 33 scang] (7R ™) saimit_1.d

L0z 115G min Lq04] 50
2 2 2
[N} 5 . 4]
4 08
3 IL}
2 04
1 02 71
| L} =

02 03 04 05 06 07 08 08 1 11 12 12 14 15 16 17
Licquisition Tire (Tin]

LR E L L R R
Massto-Charge (m/2)
Sekil 4. 4. Simit 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu

4.1.5. Hazir Kek Calisma Sonuclar

Piyasadan, en ¢ok tiiketilen 8 adet farkli marka ya da ayni markanin farklh ¢esidi
olan hazir kek temin edilmis ve analizleri yapilmigtir. Bulunan sonuglar asagidaki

cizelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 6. Hazir kek calisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (ng/kg)

Kek; 128,53 + 5,31
Kek; 113,13 + 4,67
Keks 135,41 + 5,59
Kek, 119,96 + 4,96
Keks 126,57 + 5,23
Kekg 129,81 + 5,36
Kekz 150,75 + 6,23
Kekg 162,89 + 6,73
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Hazir kek i¢in ¢izelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesinde direkt olarak bir
deger bulunmamakla birlikte degerlendirmemizi ‘Biskiivi, kraker, ¢cérek vb.’ basligi

altinda yaparsak (500 ng/kg) bulunan tiim sonuglarin bu degerin altinda kaldig:

gorilmektedir.
Carnpaund Information
(2o ¢ A2 0 U @@ (A[FE]A
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02 02 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 EE R T T R
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HEM 757 > S80] _topkek_d.d + MRM (1 0571413 min, 61 scans] (51 5] _topkek_cd. ¢
£a03 1162min L0650
2 28 3
0 08 B o 08
i i3
04 04
02 02 75
DJ T T T T T T T T T =I T T I= T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I‘ T
02 03 0¢ 05 06 07 08 03 1 11 12 13 14 15 WM HE ROMGEEYBRAN R BHG®E
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Sekil 4. 5. Hazir kek orneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
4.1.6. Bebek Mamasi (Tahil Bazhi) Calisma Sonuc¢lar:

Piyasadan, en cok tiiketilen 4 adet farklt marka ya da ayni markanin farkl ¢esidi
olan tahil bazli bebek mamasi temin edilmis ve analizi yapilmistir. Bulunan sonuglar

asagidaki cizelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 7. Bebek mamasi (tahil bazli) ¢calisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (pg/kg)
Mamay 73,54 + 3,04
Mama, 30,71 + 1,27
Mamas 27,16 + 1,12
Mamay 30,97 + 1,28
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Bulunan sonuglar ¢izelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesindeki ‘Bebekler ve
cocuklar i¢in pisirilmis tahil bazh gidalar (biskiivi ve galeta hari¢)’ baslig: altindaki

degere gore (100 ng/kg) degerlendirilmis ve bulunan tiim sonuglarin bu degerin altinda

kaldig1 goriilmistiir.

Compound Information

@etfa 0T =@ AFEWRM
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Sekil 4. 6. Bebek mamasi (tahil bazli) 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
4.1.7. Kavrulmus Kahve Calisma Sonuglari

Piyasadan, en cok tiiketilen 7 adet farkli marka ya da ayn1 markanin farkli ¢esidi
olan kavrulmus kahve temin edilmis ve analizi yapilmistir. Bulunan sonuglar asagidaki

cizelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 8. Kavrulmus kahve caligsma sonuglari

KOD Akrilamid Sonug¢ (ng/kg)

Kah; 119,12 + 4,92
Kah; 189,19 + 7,82
Kah; 121,17 + 5,01
Kah, 157,93 + 6,52
Kahs 129,17 + 5,34
Kahg 174,86 + 7,22
Kahy 218,15 + 9,01
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Bulunan sonuglar ¢izelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesindeki ‘Kavrulmus

kahve’ basligi altindaki degere gore (450 pg/kg) degerlendirilmis ve bulunan tim

sonuglarin bu degerin altinda kaldig1 goriilmiistiir.

Compound Informatian
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Sekil 4. 7. Kahve 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
4.1.8. Kavrulmus Kuruyemis Calisma Sonuclar:

Piyasadaki cesitli kuruyemiscilerden, 4 c¢esit kavrulmus yerfistigi, 4 cesit
kavrulmus findik, 4 ¢esit kavrulmus leblebi, 3 ¢esit kavrulmus badem, 2 ¢esit kavrulmus

kabak ¢ekirdegi ve 2 ¢esit kavrulmus kaju yemisi temin edilmis ve analizi yapilmistir.

Campaund Infarmation
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Sekil 4. 8. Kavrulmus kuruyemis érneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
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Bulunan sonuglar asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 9. Kavrulmus kuruyemis calisma sonuglari

KOD AKkrilamid Sonug¢ (ng/kg)
YF, 55,17 + 2,28
YF, 24,37 + 1,01
YF; 35,19 + 1,45
YF4 25,51 + 1,05
Fing 27,78 + 1,15
Fin, (8,50 + 0,35) <LOQ
Fing (8,71 + 0,36) <LOQ
Fing 26,66 + 1,10
Leb; 62,84 + 2,60
Leb, 67,77 + 2,80
Lebs 36,98 + 1,53
Leb,s 52,23 + 2,16
Bad; 399,74 + 16,51
Bad, 83,14 + 3,43
Bads 211,33 + 8,73
K¢y 57,46 + 2,37
KC> 18,84 + 0,78
KC3 44,04 + 1,82
KJ; 47,91 + 1,98
KJz 87,26 + 3,60

Kavrulmus kuruyemis i¢in gizelge 4.1°de ‘Gosterge Degerler’ listesinde direkt
olarak bir deger bulunmamakla birlikte degerlendirmemizi en yakin deger olan
‘Kavrulmus kahve’ basligi altinda yaparsak (450 pg/kg) bulunan tiim sonuglarin bu

degerin altinda kaldig1 goriilmektedir.
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4.1.9. Patates-Misir Cipsi Calisma Sonuclari

Piyasadan, en ¢ok tiiketilen 7 adet farkli marka ya da ayn1 markanin farkl ¢esidi
olan patates-musir cipsi temin edilmis ve analizi yapilmistir. Bulunan sonuglar asagidaki

cizelgede gosterilmistir.

Cizelge 4. 10. Patates-misir cipsi ¢alisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (ng/kg)
Cipsy 82,28 + 3,40
Cips2 1080,80 + 44,65
Cipss 215,77 + 8,91
Cipss 55,22 + 2,28
Cipss 133,62 + 5,52
Cipss 343,67 + 14,20
Cipsy 74,42 + 3,07

Patates-musir cipsi i¢in ¢izelge 4.1’de ‘Gosterge Degerler’ listesindeki
degerlendirmemizi ‘Patates Cipsi’ baslig1 altinda yaparsak (1000 pg/kg) Cips, kodlu

ornegin belirtilen degeri gectigi, diger oOrneklerin ise bu degerin altinda kaldigi

goriilmektedir.
Compound Information
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Sekil 4. 9. Patates-musir cipsi 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
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4.1.10. Diyarbakir Kadayifi Calisma Sonuglari

Diyarbakir Kadayifi ile ilgili verileri yorumlamadan &nce bu {iriin hakkinda

biraz bilgi vermenin faydali olacagi kanaatindeyim.

4.1.10.1. Diyarbakir Kadayifinin Tarihcesi

Kaday1f, Diyarbakir’da 18. yiizyildan beri yapilan bir tath tiiriidiir. Kadayifin
imalatin1 ilk kez Diyarbakirli bir ermeni olan Agop adindaki bir sahis yapmistir. O
dénemde kis aylarinda Bingol’den Diyarbakir’a gelen isgilerden bazilar1 (eski ismi ile
LOTAN koylinden Keles Altunteri, Ahmedi Altunhan, Riza Ansin) Agop'un yaninda
caligsmaya baslayip bu sanati 6grenirler. Lotan kdyliileri bu sanati 6grenince kendileri
kiigiik imalathaneler kurup, satis yaparlar. Hact Muhammed Oktay, Haci Levent

Altunhan Diyarbakir merkezde ilk diikkanlarini agarlar.

Agop’un yaptig1 kadayif, Ermenilerin mahalli tatlis1 olarak bilinse de, 1900’1i yillarin
basinda Agop’un vefatindan sonra yaninda yetisen ustalar vasitasiyla Diyarbakir’in
burma kadayifi icat edilir. Bu ustalarin ¢ocuklarinin vasitasiyla da Diyarbakir kadayifi

glinlimiize kadar gelmistir. (14.08.2014, http://www.mdk.com.tr/sayfa/4/.html)

4.1.10.2. Diyarbakir Kadayifinin Yapihsi

Un ve sudan olusan ve ustalarin hamur dedigi bulamag hazirlanir. Isletmeler
arasinda farklilik géstermesine ragmen genellikle ii¢ un tipinin karisimindan elde edilen
un kullanilir. Baz1 isletmelerde bu bulamacin asitlenmemesi i¢in sogutma diizenekleri

olusturulmustur.

Tel pisirme islemi i¢in kullanilan tepsi bakirdan yapilmaktadir. Bakir tepsiye
uygulanan sicaklik 170-200°C” dir. Hazirlanan bulamag bakirdan yapilmis ve kadayif
tellerinin esit oranda 1sinmasi icin dairesel hareketle donen tepsinin iizerine dokiiliir. Bu
dokiilme mekanik sekilde ¢alisan ve altinda ince delikleri bulanan hazne sayesinde
yapilir. Dokiim makinelerinin ¢ap1 1-1,5 mm arasinda degismektedir. Bulamacin
konuldugu haznede bulunan delik c¢aplar1 isletmeler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Bulamag 1sinan bakir saca hazneden dokiiliir. Dénen sag {izerine
dokiilen bulamacin igindeki suyun biiylik bir kismi buharlasarak tel seklini alir.

Kuruyan kadayif telleri usta tarafindan sacdan toplanir.
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Kadayifin pisecedi tepsi hazirlanir. lyi bir sekilde temizlenmis ve kurutulmus
tepsinin tabanina yag siiriliir. Eski yontemde sadece sadeyag kullanilirken son
zamanlarda tliketicilerin sadeyagin tadimi agir bulmasi iizerine kullanilan yagda
degisiklik yapilmistir. Sadeyag ve sivi yagin karisimindan olusan bir yag
kullanilmaktadir. Pisirme esnasinda kadayifin daha giizel bir renk almasi amaciyla yag
karisimina ¢ok az oranda pekmez katilmaktadir. Genellikle 1 kilogram kadayifta 33-38
gram sadeyag, 190-220 mililitre siv1 aygigek yagir ve 7-10 mililitre pekmez karisimi
kullanilmaktadir. Yag ve pekmezden olusan karisim pisirme tepsisinin alt yiizeyini

kaplayacak sekilde tepsiye siiriiliir.

Kadayif yapiminda kullanilan ceviz veya fistik yeni mahsul olmali, tuzsuz
olmal1 ve nemli olmamalidir. Ceviz ve fistik i¢i parcalanip, ufalanmis kadayif telleriyle
belli oranda karistirilarak kadayif i¢i hazirlanir. Daha 6nceden hazirlanan kadayif
tellerinin igine ceviz veya fistik konularak sarilir. 1 kg kadayifta ortalama 120-150 gram
ceviz veya fistik i¢i kullanilir. Sarma seklinde yapilir. Hazirlanan kadayiflar daha

onceden hazirlanmis tepsiye dizilir.

Pisirme isleminin iyi yapilabilmesi i¢in sicakligin kadayifin biitiin yiizeyinde
ayni oranda olmas1 gerekir. Bu amaca uygun ocaklar dizayn edilmistir. Bu ocaklar
dogalgaza uyumlu olup, pisirme tablasi dairesel sekilde donmekte ve 1s1 her tarafa esit
sekilde dagilabilmektedir. Pisirme kadayifin iki yiizeyinde de yapilmaktadir. Alt kismu
pisen kadayif cevrilerek {ist kisminin da pisirilmesi saglanir. Pisirilen kadayifin altinda
kalan fazla yag tepsiye belli oranda egim verilerek uzaklagtirilir. Pisirilen kadayiflar
yaklagik 10-15 dakika dinlendirildikten sonra {izerine daha 6nceden hazirlanan serbet
dokiliir. Serbet 1 litre suya 1300-1500 gram seker katilarak hazirlanir. Seker, suyun
icinde tiimilyle eridikten sonra kaynatma islemine tabi tutulur. Kaynatma islemiyle
serbet yogunlastirilir. 1 kg kadayif iizerine 300-350 mililitre serbet dokiiliir. Uzerine
serbet dokiilen kadayif artik servise hazirdir. Diyarbakir kadayifi oda sicakliginda 1

hafta raf dmriine sahiptir.
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4.1.10.3. Diyarbakir Kadayifinin Ayirt Edici Ozellikleri

Diyarbakir kadayifi sekil, kullanilan malzeme ve pisirme yontemi ile diger

kadayiflardan farklidir.

#+ Diyarbakir kadayifi ocakta alt ve iist tarafi esit derecede pisirilirken diger
kadayif gesitleri firinlarda pisirilmektedir.

#+ Diyarbakir kadayifinda sadeyag, sivi yag ve pekmez karistirilmasi ile elde edilen
karisim kullanilirken diger kadayiflarda tereyagi kullanilmaktadir.

+ Diyarbakir kadayifinda ince teller igine ceviz veya Antep fistig1 konulup burma
seklinde sarilir. Diger kadayif ¢esitlerinde ise boyle bir sekil verme yoktur.

# Diyarbakir kadayifi pisirme esnasinda alt ve {ist ylzeyleri hafif sertlestirilir.
Diger kadayif ¢esitleri ise yumusak bir pelte kivamindadir (Yavuz, H. ve ark.
2014).

Sekil 4. 10. Diyarbakir burma kaday1fi

Diyarbakir piyasasinda taninan ve ¢ok satis yapan 2 adet Diyarbakir burma
kadayifcisinin iiretim yerine gidilerek fisttkli ve cevizli Ornekler hem serbeti
dokiilmeden 6nce, hem de serbeti dokiildiikten sonra alinmis ve analizi yapilmistir.

Bulunan sonuglar asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.
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Cizelge 4. 11. Diyarbakir kadayifi

calisma sonuglari

KOD Akrilamid Sonu¢ (ng/kg)
HLEFS (Serbetli) 130,63 + 5,40
HLCS (Serbetli) 132,10 + 5,46

HLF 244,50 + 10,10

HLC 193,88 + 8,01
SUFS (Serbetli) 266,25 + 11,00
SUCS (Serbetli) 165,16 + 6,82

SUF 171,53 + 7,09

SuC 315,66 + 13,04

Kadayif icin ¢izelge 4.1’de ‘Gosterge Degerler’ listesinde direkt olarak bir

deger bulunmamaktadir. Ancak degerlendirmemizi ‘ekmek’ basligi altinda yaparsak

(150 pg/kg) 6 adet sonucun bu degeri gectigi, ‘Biskiivi, kraker, ¢orek vb.” basligi

altinda yaparsak (500 pg/kg) bulunan tiim sonuglarin bu degerin altinda kaldig:

goriilmektedir.

Cizelge 4.11

incelendiginde serbet ilave edilmis kadayiflarin akrilamid

oranlarmin serbetsiz kadayiflara gore daha diisiik kaldigi goériilmektedir. Bu da kuru

madde orani arttik¢a akrilamid miktarinin arttig1 tezini desteklemektedir.

Compound Infarmation
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Sekil 4. 11. Diyarbakir kadayifi 6rneklerinden birine ait kromatogram ve kiitle spektrumu
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4.2. Cesitli On Islemlerin Patates Kizartmasindaki Akrilamid Miktar:
Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

Patates, yapisinda bulunan indirgen seker ve asparajin ile 120°C’nin {izerinde
pisirilmesinden dolay1 akrilamid olusumu i¢in oldukc¢a elverisli bir iirlindiir. Patatesin
bilesimi ¢esidine gore farklilik gosterse de genel olarak % 63-87’si su, % 13-37’si kuru
madde, % 13-30’u karbonhidrat, % 0,7-4,6’s1 protein, % 0,02-0,96’s1 yag, %0,2-3,5
fiber ve % 0,4-2’si kiilden olusmaktadir (Torres ve Parreno 2009). Patateste asparajin
konsantrasyonu nispeten indirgen seker konsantrasyonundan fazladir. Tim bu
ozellikleri ve halk arasinda ¢ok sevilen ve tiiketilen bir {iriin oldugundan dolay1

caligmanin ikinci kisminda patates kullanilmasina karar verilmistir.

Caligsma i¢in 0,85 x 0,85 X 7,0 cm boyutlarinda parmak patatesler hazirlanarak,
oda sicakligindaki distile suda farkli siirelerde bekletme, 70°C’deki distile sicak suda
farkli siirelerde bekletme, ¢esitli konsantrasyonlarda NaCl ve CaCl, iceren oda
sicakligindaki distile suda farkli siirelerde bekletme ve ¢esitli konsantrasyonlarda NaCl
ve CaCl; igeren 70°C’deki distile sicak suda farkl siirelerde bekletme gibi 6n islemler
uygulanmis ve patateslerdeki akrilamid miktarindaki azalma incelenmistir. Tim
kizartma islemleri 170°C’de 7 dakika kizartilarak gerceklestirilmis olup, ayrica 170,
180 ve 190°C’de de 6n islem uygulanmamis patatesler 7 dakika kizartilmis ve sicakligin

da akrilamid olusumu tizerindeKki etkisi incelenmistir.

Patateslerin yapis1 ve bekleme siireleri degistikce igerisindeki indirgen seker
miktar1 dolayisla akrilamid miktar1 degisebilecegi i¢in, ayn1 kosullarda farkli glinlerdeki
ornekler arasinda farkliliklar olusabilme ihtimaline karsi her bir grup ¢alisma 6ncesi 6n
islem uygulanmamis bir 6rnek hazirlanip 170°C’de 7 dakika kizartilip, o giiniin kontrol

ornegi olarak kullanilmistir.

Bu c¢alisma igin sicaklik dereceli patates kizartma makinasi (frit6z), patates
kesme makinasi, 2 It hacminde dereceli ve kapakli pve kap, 200°C’ye kadar dlgebilen
termometre ve temel mutfak arag-gerecleri kullanilmigtir. Kizartma yagi olarak aygicegi

yagi kullanilmistir.
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Cizelge 4. 12. Patates ¢alisma plan1 ve uygulanan 6nislemler

P 160°C’de 7 dakika kizartma (6n islemsiz)

P, 1. grubun control 6rnegi (6n islemsiz, 170°C’de 7 dakika kizartma)
P3 180°C’de 7 dakika kizartma (6n islemsiz)

Py Distile suda oda sicakliginda 20 dakika bekletilmis 6rnek

Ps Distile suda oda sicakliginda 40 dakika bekletilmis 6rnek

Ps 70°C su iginde 3,5 dakika bekletilmis 6rnek

P, 70°C su iginde 7 dakika bekletilmis 6rnek

Ps 2. grubun kontrol érnegi (6n islemsiz, 170°C’de 7 dakika kizartma)
Py 5 g/L. NaCl iginde 20 dakika bekletilmis 6rnek

P1o 5 g/L NaCl iginde 40 dakika bekletilmis 6rnek

P11 10 g/L NaCl i¢inde 20 dakika bekletilmis 6rnek

P 10 g/L NaCl i¢inde 40 dakika bekletilmis 6rnek

P13 5 g/L NaCl ve 70°C su iginde 3,5 dakika bekletilmis 6rnek

P14 5 g/L NaCl ve 70°C su i¢inde 7 dakika bekletilmis 6rnek

Pis 10 g/L NaCl ve 70°C su iginde 3,5 dakika bekletilmis 6rnek

Pis 10 g/L NaCl ve 70°C su i¢inde 7 dakika bekletilmis 6rnek

P17 3. grubun kontrol 6rnegi (6n islemsiz, 170°C’de 7 dakika kizartma)
Pig 5 g/L CaCl, iginde 20 dakika bekletilmis 6rnek

P19 5 g/L CaCl, iginde 40 dakika bekletilmis 6rnek

P2o 10 g/L CaClyiginde 20 dakika bekletilmis 6rnek

Ps1 10 g/L CaCl, iginde 40 dakika bekletilmis 6rnek

P2s 5 g/L CaCl, ve 70°C su iginde 3,5 dakika bekletilmis 6rnek

P23 5 g/L CaCl, ve 70°C su iginde 7 dakika bekletilmis 6rnek

Pos 10 g/L CaCl, ve 70°C su iginde 3,5 dakika bekletilmis 6rnek

Pos 10 g/L CaCl, ve 70°C su iginde 7 dakika bekletilmis 6rnek

Ik 3 (P1, P, ve P3) galisma on islem uygulanmadan yapilmis ve sicakligin
Akrilamid olusumu {iizerindeki etkisi incelenmistir. Bunlarin disindaki c¢alismalarda
sicaklik 170°C’de sabitlenmistir. Tiim ¢alismalar aycicek yaginda 7 dakika kizartilarak
yapilmistir.
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Kizartilmis patateste akrilamid miktarimin azaltilmasi ic¢in yukaridaki ©n
islemler, giinliik hayatta uygulanmasi kolay, pratik ve az maliyetli oldugu igin
secilmistir. Daha once yapilan ¢alismalar incelendiginde suda bekletmenin (6zellikle
sicak suda), patatesteki indirgen seker miktarini, dolayisiyla akrilamid miktarimi
azalttig1 belirtilmistir. Ayrica suda bekletme yiizeydeki nisastay: jelatinize ederek yag
absorpsiyonunu azaltmanin yani sira asparajinin gidadan ayrilmasini saglamakta
(Claeys ve ark. 2005a), (Foot ve ark. 2007) ve ortamin pH'in1 da diisiirerek akrilamid

olusumunu azaltmaktadir (Tareke ve ark. 2002).

Yine yapilan ¢aligmalar géstermistir ki suya NaCl ve CaCl,vasitasiyla +1 ve +2
yiikli Na* ve Ca?* katyonlar1 eklemek akrilamid olusumunu kayda deger miktarda
azaltmaktadir. Bu durumun, katyonlarin akrilamidin ana bilesiklerinden olan asparajin
amino asidi ile etkilesip schiff baz olusumunu engellemesiyle ilgili oldugu
diistintilmektedir (Lindsayve Jang 2005), ( Park ve ark. 2005), (Gokmen ve Senyuva
2007), (Mestdagh ve ark. 2008a), (Ou ve ark. 2008).

ca* katyonunun ilavesi ayrica matriksin pH’m1 diisiirerek te akrilamid

azalmasina katki saglamaktadir (Levine ve Ryan 2009), (Mestdagh ve ark. 2008c).

4.2.1. Birinci Grup Calismasi ve Yorumlanmasi

Cizelge 4. 13. Patates caligmasi 1. grup sonuglari

cop | Melmdsamus | Rt D | e
P 1326,34 + 54,80 64,15 -35,85
P, 2067,63 + 85,42 100,00 0,00
Ps3 2461,75 + 101,70 119,06 19,06
Py 1558,41 + 64,38 75,37 -24,63
Ps 1339,88 + 55,35 64,80 -35,20
Ps 1590,11 + 65,69 76,90 -23,10
P7 1210,12 + 49,99 58,53 -41,47

Cizelge 4.13 incelendiginde; Ayni siirede (7 dakika) kizartilan patates
orneklerinde akrilamid miktarinda sicaklik 160°C’den 170°C’ye ¢iktiginda % 35,85’lik
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bir artig, 170°C’den 180°C’ye ¢iktiginda ise % 19,06’lik bir artis oldugu, dolayisiyla
akrilamid miktarinin sicaklik arttik¢a arttig1 goriilmektedir.

Yine cizelge 4.13 incelendiginde;

Referans degere gore (P,) akrilamid miktarinda;

20 dakika oda sicakliginda distile suda bekletmenin (P4) % 24,63°1iik bir azalmaya,
40 dakika oda sicakliginda distile suda bekletmenin (Ps) % 35,20’lik bir azalmaya,
3,5 dakika 70°C’de distile suda bekletmenin % 23,10’luk bir azalmaya,

7 dakika 70°C’de distile suda bekletmenin ise % 41,47°lik bir azalmaya neden oldugu

goriilmektedir.

"

A N

-
ALY
B~

A

Al
:

!
X
\

P1 P2 P3
Sekil 4. 12. P,,P, ve P3’iin kizartilmadan sonraki son halleri

N M & Po P

Sekil 4. 13. P4,Ps,Ps ve P7’nin referans deger P, ye gore gorsel kiyaslamasi
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Birinci grup calismas: sonunda hem Akrilamid miktarindaki diisiis miktar

acisindan (% 41,47) hem de gorsel olarak en etkili 6n islemin P7 (70°C su igerisinde 7

dakika bekletme) oldugu goriilmektedir.

4.2.2. ikinci Grup Calhismasi ve Yorumlanmasi

Cizelge 4. 14. Patates calismas1 2. grup sonuglari

oo | MrlmdSome | Reteans D | g

Pg 2076,55 + 85,79 100,00 0,00

Py 1169,03 + 48,30 56,30 -43,70
P1o 1051,50 + 43,44 50,64 -49,36
P11 174,74 + 32,01 37,31 -62,69
P, 743,83 + 30,73 35,82 -64,18
P13 588,60 + 24,32 28,35 -71,65
P14 351,08 + 14,50 16,91 -83,09
Pis 451,21 + 18,64 21,73 -78,27
P 367,13 + 15,17 17,68 -82,32

Cizelge 4.14 incelendiginde;

Referans degere gore (Pg) akrilamid miktarinda

5 g/L NaCl iginde 20 dakika bekletmenin (Pg) % 43,70’lik bir azalmaya,

5 g/L NaCl iginde 40 dakika bekletmenin (P10) % 49,36’lik bir azalmaya,

10 g/L NaCl ig¢inde 20 dakika bekletmenin (P11) % 62,69’1uk bir azalmaya,

10 g/L NaCl iginde 40 dakika bekletmenin (P1) % 64,18’1lik bir azalmaya,

5 g/L NaCl ve 70°C su i¢inde 3,5 dakika bekletmenin (P13) % 71,65°lik bir azalmaya,

5 g/L NaCl ve 70°C su iginde 7 dakika bekletmenin (P14) % 83,09’luk bir azalmaya,

10 g/L NaCl ve 70°C su iginde 3,5 dakika bekletmenin (P1s) % 78,27°1ik bir azalmaya,
10 g/L NaCl ve 70°C su iginde 7 dakika bekletmenin (P1g) ise % 82,32’liik bir azalmaya

neden oldugu goriilmektedir.
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i i M Ml [l l l t f

Sekil 4. 14. Pg,P14,P11 P12,P13,P14,P15 Ve P1g’nin referans deger Pg’ye gore gorsel kiyaslamasi

Ikinci grup c¢alismasi sonunda hem Akrilamid miktarindaki diisiis miktari
(% 83,09) agisindan hem de gorsel olarak en etkili 6n islemin P14 (5g/L NaCl ve 70°C
su iginde 7 dakika bekletme) oldugu goriillmektedir.

4.2.3. Uciincii Grup Cahismasi ve Yorumlanmasi

Cizelge 4. 15. Patates ¢alismasi 3. grup sonuglari

op | brlamidsomus | Rt e g
P 17 679,58 + 28,08 100,00 0,00

P 18 633,59 + 26,18 93,23 -6,77

P 19 486,12 + 20,08 71,53 -28,47

P 20 337,27 + 13,93 49,63 -50,37

P 21 297,76 + 12,30 43,82 -56,18

P 22 434,20 + 17,94 63,89 -36,11

P 23 358,37 + 14,81 52,73 -47,27

P 24 125,70 + 5,19 18,50 -81,50
P_25 476,97 + 19,71 70,19 -29,81
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Cizelge 4.15 incelendiginde;

Referans degere gore (P17) akrilamid miktarinda

5 g/L CaCl; i¢inde 20 dakika bekletmenin (P1g) % 6,77°1ik bir azalmaya,

5 g/L CaCl; i¢inde 40 dakika bekletmenin (P19) % 28,47°lik bir azalmaya,

10 g/L CaCl; iginde 20 dakika bekletmenin (P2g) % 50,37°1ik bir azalmaya,

10 g/L CaCl; iginde 40 dakika bekletmenin (P21) % 56,18°1ik bir azalmaya,

5 g/L CaCl, ve 70°C su icinde 3,5 dakika bekletmenin (P22) % 36,11’lik bir azalmaya,
5 g/L CaCl, ve 70°C su i¢inde 7 dakika bekletmenin (P,3) % 47,27°1ik bir azalmaya,

10 g/L CaCl; ve 70°C su iginde 3,5 dakika bekletmenin (P24) % 81,50°1ik bir azalmaya,
10 g/L CaCl; ve 70°C su iginde 7 dakika bekletmenin (Pys) ise % 29,81°lik bir azalmaya

neden oldugu goriilmektedir.

(i M M ] il i H M fh

Sekil 4. 15. P1g,P19,P20,P21,P22,P23,P24 Ve Pys’in referans deger Py;’ye gore gorsel kiyaslamasi

Uciincii grup calismasi sonunda hem akrilamid miktarindaki diisiis miktar1
(% 81,50) agisindan hem de gorsel olarak en etkili 6n islemin P4 (10g/L CaCl, ve 70°C
su icinde 3,5 dakika bekletme) oldugu goriilmektedir.
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4.2.4. Genel Degerlendirme

Calisma sonuglart gostermistir ki; parmak patateslere kizartilmadan 6nce
yaptigimiz tim on islemler akrilamid miktarinda az ya da c¢ok bir azalmaya neden

olmustur.

Tabi bu azalmanin yaninda gorsel ve tat olarak tatmin de Onemlidir. Birkag
calisma disinda neredeyse tiim g¢aligmalarimizda en yiiksek akrilamid diisiis miktarlar

gorsel olarak ta desteklenmistir.

Calismalarimizda birinci grup iginde akrilamid miktarinda % 41,47°lik bir
azalmaya neden olan P7 (70°C su igerisinde 7 dakika bekletme), ikinci grup iginde
akrilamid miktarinda % 83,09’1uk bir azalmaya neden olan P14 (5g/L NaCl ve 70°C su
icinde 7 dakika bekletme) ve tigiincii grup iginde akrilamid miktarinda % 81,50’1lik bir
azalmaya neden olan P4 6n islemlerinin (10g/L CaCl; ve 70°C su i¢inde 3,5 dakika
bekletme) akrilamid miktarindaki azalmanin yaninda gorsel olarak ta en etkili 6n

islemler oldugu tespit edilmistir.

P7 P14 P24

Sekil 4. 16. Ug grup calisma sonuglarina gore akrilamid miktarinda en yiiksek azalmay1
gosteren On islemlerin (P7,P14 Ve Py4) gorselleri

Son olarak bu {ii¢ islemi kendi aralarinda kiyaslarsak akrilamid miktarinda %

83,09’luk bir diisiise neden olan Pi4’lin gorsel olarak ta en iyi sonu¢ veren yontem

oldugu goriilmektedir.
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Bu calismayla 6n islem olarak oda sicakliginda distile suda iki ayri siirede
bekletme, 70°C’de sicak suda iki ayr1 siirede bekletme, iki ayri cins (+1 ve +2
degerlikli) ve 2 farkli konsantrasyonda tuz igeren oda sicakligindaki distile suda iki ayri
stirede bekletme ve iki ayri cins (+1 ve +2 degerlikli) ve 2 farkli konsantrasyonda tuz
iceren 70°C’de sicak suda iki ayri siirede bekletme seklinde 20 parametre degistirilerek
akrilamid miktarinin azaltilmasinda en etkili yontem arastirilmistir. Sonu¢ olarak
akrilamid miktarinda azalmaya neden olan en etkili yontemin P14 6n isleminin yani 5g/L

NaCl ve 70 °C su i¢inde 7 dakika bekletme yontemi oldugu sonucuna ulagilmistir.

Bunun yaninda tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda ayrica siirede
uzun oldugu zaman sicak suda bekletmenin, muhtemelen patates hiicrelerinin su
kaybetmesinden ve kabuk/i¢ arasindaki dengenin bozulmasindan ve akrilamidin yiizeye
yakin  yerlerde olusmasindan dolayi, akrilamid miktarimin da artabildigi
goriilebilmektedir. Po4 Ve Pys bu duruma ornektir. Py4 yani 10g/L CaCl, ve 70°C suda
3,5 dakika bekletilmis 6rnekte ¢gikan akrilamid miktar1 125,70 pg/kg iken Pys’te yani
10g/L CaCl;, ve 70°C suda 7 dakika bekletilmis 6rnekte daha fazla diisiis beklenirken
aksine yukarida bahsettigimiz sebepten dolay1 476,97 pg/kg akrilamid tespit edilmistir.
Zaten gorsellere de bakildiginda Pps 6n isleminin uygulandigi 6rnegin ne kadar

biiziildigi (su kaybettigi) goriilmektedir.

P24 P25

Sekil 4. 17. P24 ve Pys’in gorsel kiyaslamasi
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Sekil 4. 18. P1-P»-P3-P,4 kodlu patates drneklerinin kromatogram ve spektrumlari

ZIATIA UIpAY




vTT

YN LEEInEnEn

+ MR (721 - 55.1) patates b

+ MR [1.131:1.39 min, 40 scang] (721 > ™) patates bd

20t faity oE AW

+ MAM (721 55.1) patates b

24103 L4041 £ 40 £404] %1
i 129 3 32 " Znin 3
15 i 5 034
: §30002 gl 1 : 793 ng/nl 1
1 1
0 05 oY 05 03 A
[ — ; 2 L [ e

+ MR (1.124:1.430 min, 45 scang] (721 -» ™) patates_b.d

T2 194176118 1212 1216128 13 12

11313 14
Aeaistion Time (i)

WM 1 2 5O pddes B4
L4002

=
a
a

1216 min,

+ MRM (09921413 min, B3 scamg] [75.1 5 ™) patates_5d

La04] 50
18

06
04
02

Cou

e e L e A e A A
I I O A | R I R

Mass-toCharge [mf2)

il

1172174 136118 12 1212616128 13 132 13616138 14

Aeauistion Time (i)

WM 1 2 56O pdaes b
2402
J

a
a

1218 i,
20

4
3
2
1

HEEN RPN BETBEDNTA
Mass-toCharge [m/2)
+ MM (0.931-1.488 min, 82 scans] [75.1 - ) patates_6.d
L4040
3o

i
04

02 71

1115 1t

15 15 15
touistion Time [min)

et AT 10 @E (AT W

+ A (721 2 5 1) aleles_Td

+ MRM (11451403 min, 38 scamg] (721 » ™) patates_7.d

T e v o O A

Mass-toCharge [m/2)

11 1% 1

VIR
toquistion Time min]

XYy KiCcinENSN

BB 721 2 55 1) pattes 2

L I I | R B B
Mass-toCharge [m/2)

+ MRM [1.138-1.287 min, 22 scans] (721 2 ™) patates_Bd

£y0? 04| 8B £y 1206 min Lq04 H
i e 3 712 s E
0 1.226 tin, 0 0o 43501 ng/ml u
15 129 1 0 08
B08103 ng/l 06
1 " 05 0
" ] 0 04 02 bl
1 — * + — ' *
G106 12 1212518 13 IR HE 1R ek LR R L W o 1z 12 1k 15 18 R E R
feauistion Time min] Mass-oChage (mfz] Aequistion Time (min] MasrioCharge (m/z)
+ MR (75,1 - 58.0) patates 7 + MR (019651481 min, 77 scang] (7.1 » ™) patates_7.d +RM (721 5601 patates 84 + MRM (09711379 min, 60 scang) (751 ™) patates_Bd
L2 A Ly 50 £402 “1.202 i La0d] 50
5 g 5 H i :
o 4 G 08 SR . g 8
3 i 4
2 " 2 :
1 . 02 751 i : %1
051 18 12 1E 13 1% 14 148 15 15 R B I I | R I S R 11 N T O R N B¢ T V e e O 5 v B S
Aeauistion Time (i) Mass-toCharge [m/2) AKeauistion Time (i) MasstoCharge [m/2)

Sekil 4. 19. Ps-Ps-P7-Pg kodlu patates drneklerinin kromatogram ve spektrumlari
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Sekil 4. 20. Py-P1¢-P11-P12 kodlu patates 6rneklerinin kromatogram ve spektrumlari
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Sekil 4. 21. P13-P14-P15-P16 kodlu patates 6rneklerinin kromatogram ve spektrumlari
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez galismasi igin gesitli analiz metodlart incelenip modifiye edilerek yeni bir
analiz metodu olusturulmustur. Metodun LOD (Teshis limiti) ve LOQ (Tespit limiti)
degerleri sirasiyla 3,50 pg/kg, 11,67 ng/kg olarak bulunmustur. Metodun geri kazanim
degeri icin fapas T3037QC nolu kalite kontrol materyali temin edilerek analiz edilmis
ve geri kazanim orani % 101,79 bulunmustur. Ayrica geri kazanim degeri standart
ekleme metodu ile de % 97,90 bulunmustur. Metodun rolatif 6l¢iim belirsizligi % 4,13

olarak bulunmustur.

Calismanin 1. boliimiinde Diyarbakir piyasasinda satisa sunulan ve akrilamid
olugma potansiyeli yiiksek olan Diyarbakir Kadayifi da dahil toplam 11 ¢esit iiriin
(biskiivi, bebe biskiivisi, ¢ubuk kraker, hazir kek, tiirk kahvesi, patates cipsi, simit,
ekmek, kavrulmus badem, kavrulmus findik, kavrulmus yer fistig1, sar1 leblebi, sade
leblebi, kabak cekirdegi ve kaju) temin edilerek analiz edilmistir. Bu analiz sonuglari
Avrupa ve Tiirkiye’de heniiz gidalarda akrilamid i¢in limit degerler belirlenmedigi i¢in
Avrupa Komisyonu (EC), Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)’nin 2011 yilinda

yayimladig ‘Gosterge Degerler’ listesine gore degerlendirilmistir.

Calismanin 2. kisminda ise giinliik hayatta ¢ok tiiketilen ve icerigindeki indirgen
seker ve asparajin miktar1 ve genelde yiiksek 1sida kizartildigi i¢in akrilamid olusma
potansiyeli yiiksek bir iirin olan patatese pisirilmeden oOnce cesitli 6n islemler
uygulayarak akrilamid miktarindaki azalma arastirilmigtir. Parmak patateslere 20 ayri
on iglem uygulanmis ve bu islemlerin akrilamid miktarin1 azaltma verimleri

Olgtilmiistiir.

Ayrica tim kosullar sabit tutularak 3 ayri sicaklikta (170, 180 ve 190°C)
patatesler kizartilarak, sicaklik artisinin  akrilamid miktart tizerindeki etkisi

incelenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

SONUC OLARAK;

e Piyasadan toplanan 11 farkli cesitteki iirlinlerin akrilamid sonuglarinin bir
kisminin  ‘Gosterge Degerler’ listesindeki degerlerin {izerine ¢iktigi, bir
kisminin bu degerlerin altinda kaldigi, diger bir kisminin ise ilgili listede tam
karsilig1 olmadigi,

e En yiiksek akrilamid miktarinin (1080,80 pg/kg) Cips; kodlu iiriinde, en diisiik
akrilamid miktarinin (8,50 pg/kg < LOQ) ise Fin, kodlu iiriinde oldugu,

e Patates ¢alismalarinda, Cizelge 4.13 incelendiginde sicaklik arttik¢a akrilamid
miktarinin arttig1 (P1700c< P1goec< P1ooec),

e Cizelge 4.14 incelendiginde parmak patateslerde en etkili 6n islemin akrilamid
miktarinda % 83,09’luk bir azalma gergeklestiren P14 kodlu 6n islemin (5g/L
NaCl ve 70 °C su icinde 7 dakika bekletme) oldugu tespit edilmistir.

ONERILER;

e Bu ve benzer calismalardan elde edilen veriler ileride Akrilamid igin
‘Maksimum Kalinti Limitleri’ listesinin olusabilmesine katki saglamak icin
daha fazla 6rnek ve matriksle tekrarlanmalidir.

e (Gidalardaki akrilamidi minumum seviyelere ¢ekmek i¢in uygulanabilirligi
yiiksek On islemler i¢in yeni ¢calismalar yapilmalidir.

e Patates miimkiinse haslanarak tiiketilmelidir

e Eger kizartilacaksa kizartilmadan once ev tuzu (NaCl) ilave edilmis sicak suda

5-10 dakika bekletildikten sonra kizartilmalidir.
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Aydmn YILIZ

OZGECMIS

Adi Soyadi
Dogum Yeri
Dogum Tarih
Medeni Hali

Yabana Dili

- Aydin YILDIZ
: Diyarbakiar

: 26.10.1979

: Evli

: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise

Lisans

Yik. Lisans

Doktora

Cahistig1 Kurum/Kurumlar

Diyarbakir Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii 2004 -

: Yunus Emre Lisesi-Diyarbakir 1994-1997.
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: Dicle Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii 1998-2002.
: Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya A.B.D. 2007-2010.

: Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya A.B.D. 2010-2014.



