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OZET

KUMRU VE BOYOZDA AKRILAMID DUZEYLERININ
BELIRLENMESI

GUVEN, Géniil

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Ali UREN
Agustos 2010, 66 sayfa

Bu arastirmada LC-MS/MS cihazinda, pratik, kesin ve dogru yeni bir
akrilamid analiz yontemi gelistirilmistir. I¢c standart yontemi kullamlnustir. Bu
yontemin kumru Ornegi icin saptama limiti (LOD) 1,5 ug/kg, raporlama limiti
(LOQ) 5,0 ug/kg olarak bulunmustur.

Piyasadan temin edilen 20 adet kumru ve 20 adet boyoz 6rneginde akrilamid
analizi ilk kez gerceklestirilmistir. Kumru orneklerinde geri kazanim caligmasi

yapilmis ve geri kazanim %99,3 olarak bulunmustur.

Kumru oOrneklerinin ortama akrilamid diizeyi 35,11 pg/kg bulunurken
boyozda ortalama akrilamid diizeyi 42,48 ug/kg olarak bulunmustur. Ayrica
kumru ve boyoz orneklerinde pH, nem, L*, a*, b*, indirgen seker ve protein
analizleri de yapilmis ve akrilamid miktar1 ile pH, nem, L*, a*, b*, indirgen seker
ve protein konsantrasyonu arasimnda korelasyon arastirilmistir. Kumru ve boyoz
orneklerinin ikisinde de nem icerigi ve L*, a*, b* degerleri ile akrilamid diizeyleri

arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Akrilamid, kumru, boyoz, LC-MS/MS






vii
ABSTRACT

DETERMINATION OF ACRYLAMIDE LEVELS
OF KUMRU AND BOYOZ

GUVEN, Géniil

Master Thesis in Food Engineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Ali UREN
August 2010, 66 pages

In this reserch, a new practical, definite and true acrylamide analysis method
at LC-MS/MS was developed. Internal standard technique was used. Limit of
detection and limit of quantification of this method for kumru is 1,5 pg/kg and 5,0
ug/kg respectively.

20 samples of kumru and 20 samples of boyoz supplied from markets were
analyzed to determine acrylamide levels for the first time. Recovery study was

done on kumru samples and recovery rate was found as %99,3.

Average acrylamide level of kumru samples was found 35,11 pg/kg while
average acrylamide level of boyoz samples was found 42,48 ng/kg. pH, moisture
content, L*, a* b*, reducing sugar and protein content of kumru and boyoz
samples were also determined and correlation between acrylamide level and pH,
moisture content, L*, a* b* reducing sugar content, protein content were
investigated. For both kumru and boyoz samples a significant correlation was

found between acrylamide level and moisture content and L*, a*, b*.

Keywords: Acrylamide, kumru, boyoz, LC-MS/MS
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1. GIRiS

Gidalarin islenmeleri sirasinda 1s1l islemlere (pisirme, firinlama, kizartma,
kavurma, sterilizasyon) siklikla basvurulmaktadir. Ancak uygulanan yiiksek
sicakliklar gidada toksik bilesiklerin olusmasina yol agabilmektedir. Gidalara
uygulanan 1s1l islemler sonucunda olusan kanserojenik / mutajenik bilesiklerin en
onemlileri ; heterosiklik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-alkil-N-
nitrosamin bilesikleri ve 2002°de Isve¢ Ulusal Gida Orgiitiiniin yaptig1 calismayla
toksik oldugu ortaya ¢ikan akrilamiddir (Claeys et al., 2005a).

Akrilamid beyaz renkli kristal yapili kat1 bir madde olup su, etanol ve aseton
gibi polar c¢oziiciilerde iyi c¢oOziiniirken, hegzan heptan gibi polar olmayan
coziiciilerde az miktarda c¢oziinebilmektedir. Sudaki c¢oziiniirliigli oldukca
yiiksektir (2155 g/1) (Friedman, 2003; Rice, 2005; Zhang & Zhang, 2007; Zhou et
al. 2007). Poliakrilamid i¢me suyu ve atik sularda bulunan parcacik ve kirliliklerin
uzaklastirilmasinda yararlanilan bir kimyasal olup (Wenzl et al., 2003) yapistirici,
boya, kagit ve tekstil endiistrisi ve kozmetik iriinleri yapiminda da
kullanilmaktadir (Vattem and Shetty, 2003). Poliakrilamid malzemeler cok az
miktarda akrilamid icermektedir ve bu monomerler suya veya gidaya temas

yoluyla gecebilmektedirler (Tritscher, 2004).

Akrilamid patates cipsleri, kizartilmis parmak patates ve ekmek gibi nisasta
icerigi zengin gidalarda 120° C iizerinde bir 1s1l islem uygulandiginda olugmaya
baslamaktadir (Pedreschi et al., 2006). Gidalarin pisirilmesi sirasinda akrilamidin
olustugu diisliniilen yollardan olasilig1 en yiiksek olan Maillard reaksiyonunda
asparagin amino asiti ve indirgen sekerler arasindaki reaksiyon sonucu
olusmasidir (Taeymans et al., 2004, Claeys et al., 2005a; Knol et al., 2009).
Tareke et al. (2002) proteince zengin gidalarin 1sil islem sonrasinda diisiik
seviyelerde akrilamid ( 5-50 ppb ) icerdigini; fakat karbonhidrat igerigi zengin
gidalarda akrilamid seviyesinin ¢ok daha yiiksek (150-4000 ppb) degerlerde
oldugunu belirtmislerdir. Akrilamidin olustugu gidalar; patates cipsi, kizarmis
parmak patates, kizarmus ekmek, kahvaltilik tahillar, unlu mamuller, biskiivi,
kraker, kavrulmus kuruyemisler, serbetli tatlilar, patlamis misir ve kahve olarak
belirtilmektedir (Surdyk et.al., 2004; Zhang & Zhang, 2007; Eerola et al., 2007;
Olmez et al., 2008; Gokmen & Palazoglu 2008; Chen et al., 2008).

2002 yilina kadar cevresel bir kontaminant olarak diisiiniilen akrilamidin

aym yil Isve¢ Ulusal Gida Orgiitii (Swedish National Food Administration) ve



Stockholm Universitesinin birlikte yaptiklar1 ¢alismada 1s1l islem uygulanmis
nisasta icerigi yliksek gidalarda kendiliginden olustugu goriilmiistiir (Tareke et al.,
2002; Ren et al., 2006; Gobel & Kliemant, 2007).

1994 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) tarafindan,
“Grup 2A” insanda kanserojenik etki yapma olasilig1 bulunan bilesikler grubuna
konulan akrilamidin, daha sonraki yillarda yapilan hayvan denemelerinde
kanserojen etkisinin oldugu saptanmistir (IARC, 1994; Mucci et al. 2003; Dabrio
et al., 2008). Yapilan hayvan denemeleriyle yiiksek dozlardaki akrilamidin iireme
ve sinir sistemini etkiledigi, metabolik iirtinii olan glisid amidin DNA’y1
baglayarak genetik hasara yol ac¢tigi bulunmustur (Dybing & Sanner, 2003).
Akrilamidin insan viicudunda, mutajenik ve kanserojenik oldugu diisiiniilen

glisidamide dontistiigii belirtilmektedir (Claeys et al. 2005a).

Gidalarda olusan akrilamid miktarini etkileyen faktorler; gidadaki indirgen
sekerler, aminoasitler, yaglar, karbonhidratca zengin ve proteince zengin
matriksler, pH , gidanin nemi, agronomik ve genetik faktorlerdir (Claeys et al.
2005a; De Vleeschouwer et al., 2009; Friedman & Levin 2008).

Akrilamid analizi i¢in en yaygimn kullanilan yontemler Gaz Kromatografisi
(GC), Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (GC-MS), Yiiksek Basingh Sivi
Kromatografisi (HPLC), Yiiksek Basm¢hh Sivi  Kromatografisi  Kiitle
Spektrometresi (LC-MS/MS)’dir (Leung et al., 2003; Wenzl et al, 2003; Gokmen
& Palazoglu 2008). Akrilamid analizlerinde i¢ standart teknigi yaygin olarak
kullanilir. Bu amagcla kullanilan en yaygm i¢ standartlar izotop etiketli [°C; ]
akrilamid, [Ds;]-akrilamid, [13C1] akrilamiddir (Wenzl et al., 2003; Kim et al.,
2007; Zou et al., 2008).

Bu calismada LC-MS/MS cihazinda akrilamidi analiz etmek iizere yeni bir
yontem gelistirilmistir. YOontem validasyon parametreleri olan saptama limiti
(limit of detection), raporlama limiti ( limit of quantification), geri kazanim (%)
degeri kumru Ornekleri ile ¢alisilarak belirlenmistir. Piyasadan temin edilen ve
[zmir’e 6zgii geleneksel iiriinlerimizden olan 20 adet kumru ve 20 adet boyoz
orneginde akrilamid analizleri ilk kez gerceklestirilmistir. Akrilamid analizlerinde
ic standart teknigi kullamilmistir. ¢ standart olarak Dj (d6teryum etiketli, izotop)
akrilamid kullanilmistir. Ayrica bu 6rneklerin tamaminda pH, nem, renk degerleri
L*, a* b* indirgen seker, protein analizleri gerceklestirilmistir. Orneklerin

akrilamid konsantrasyonu ile pH, nem, renk degerleri L*, a*, b*, indirgen seker,



protein konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon arastirilmigtir. Tiim sonuglar SPSS

13.0 paket programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Gidalarm islenmeleri veya dayanikli hale getirilmeleri sirasinda 90 - 200°C
arasinda degisen 1s1l islemlere (pisirme, firmlama, kizartma, kavurma,
sterilizasyon) siklikla bagvurulmaktadir. Ancak uygulanan boylesi yiiksek
sicakliklar gidada toksik bilesiklerin olusmasina yol agabilmektedir. Gidalara
uygulanan 1s1l islemler sonucunda olusan kanserojenik / mutajenik bilesiklerin en
onemlileri ve en 1iyi bilinenleri; heterosiklik aminler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, N-alkil-N-nitrosamin bilesikleri ve 2002’de Isve¢ Ulusal Gida
Orgiitiiniin yapti1 calismayla toksik oldugu ortaya ¢ikan akrilamiddir (Claeys et
al., 2005a).

2.1. Akrilamid

Akrilamid (2-propenamid-CH2CHCONH?2) erime noktasi 84,5°C ve
kaynama noktas1 192,6°C, molekiil agirligr 71,08 g/mol olan beyaz renkli kristal
yapili kati bir madde olup su, etanol ve aseton gibi polar ¢oziiciilerde iyi
¢cOziiniirken, hegzan heptan gibi polar olmayan c¢oziiciilerde az miktarda
coziinebilmektedir. Sudaki ¢oziiniirliigii olduk¢a yiiksektir (2155 g/1) (Friedman,
2003; Rice, 2005; Zhang & Zhang, 2007; Zhou et al., 2007). Akrilamidin hafif
asidik bir yapis1 vardir (Girma et al., 2005).

NH;

H,C

Sekil 2.1. Akrilamidin Yapis1 (Otles & Otles; 2004a)



Akrilamid yapistirici, boya, kagit, tekstil endiistrisi ve kozmetik {iiriinleri
yapiminda kullanilan poliakrilamidin monomeridir (Lingnert et al. 2002, Vattem
& Shetty, 2003; Otles & Otles; 2004a; Girma et al., 2005; Galesa et al., 2008).
Poliakrilamid malzemeler ¢ok az miktarda akrilamid icermekte ve bu monomerler

suya ve gidaya temas yoluyla bulasabilmektedir (Tritscher, 2004).

2.2. Gidalarda Akrilamid Olusumu

Isil islem uygulanmamis gidalarda saptanabilir miktarlarda akrilamid (< 5
png / kg ) bulunmamaktadir. Bu durum akrilamidin olusumu i¢in 1s1l islemin
gerekli oldugunu gostermektedir (Amrein et. al., 2005). Akrilamidin olusumu i¢in
100°C’nin iizerinde sicaklik gereklidir (Bacalski et. al., 2003). Akrilamid patates
cipsleri, kizartilmis parmak patates, ekmek gibi nigasta icerigi zengin gidalarda
120°C iizerinde bir 151l islem uygulandiginda olusur (Pedreschi et al., 2006). Cig
ya da 1s1l islem uygulanmamis gidalarda ise akrilamid olusumunun
gerceklesmemesi karbonhidrat¢ca zengin gidalarm pisirilmeleri sirasinda bazi
reaksiyonlarin akrilamid olusumundan sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir
(Granda, 2005).

Gidalarin  pisirilmesi sirasinda akrilamidin olusumunun birka¢ yoldan

gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir.
2.2.1. Maillard Reaksiyonu ile Akrilamid Olusumu

Gidalarm pisirilmesi sirasinda akrilamidin olusumunda olasilig1 en yiiksek
olan yol, Maillard reaksiyonunda asparagin amino asiti ve indirgen sekerler
arasindaki reaksiyon sonucu olugmasidir (Taeymans et al., 2004, Claeys et al.
2005a; Knol et al., 2009). Tareke et al. (2002) proteince zengin gidalarin 1s1l islem
sonrasinda makul seviyelerde akrilamid ( 5-50 ppb ) igerdigini; fakat karbonhidrat
icerigi zengin gidalar da akrilamid seviyesinin ¢ok daha yiiksek ( 150-4000 ppb )

degerlerde oldugunu belirtmislerdir.

Maillard reaksiyonlar1 gidalarin lezzet ve goriintiisiiniin gelisiminde 6nemli
rol oynayan enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlaridir. Akrilamid gidalarda
Maillard reaksiyonunun bir yan reaksiyon iiriinii olarak olusur (Wilde et al.,
2005). Akrilamid olusumuna neden olan Maillard reaksiyondaki temel
katilimcilar asparajin aminoasidi, fruktoz ve glukoz indirgen sekerleridir (Claeys

et al., 2005a). Maillard reaksiyonunda ilk basamak (ana reaksiyon), asparajin ve



indirgen sekerlerden Schiff bazinin olugmasidir. Anahtar basamak ise Maillard
reaksiyonlarina onciiliik eden Schiff bazinin dekarboksilasyonudur (Claeys et al.,
2005b). Glukoz gibi bir indirgen seker, bir protein ya da aminoasidin serbest
amino grubu ile reaksiyona girerek, bir kondensasyon iiriinii olan N-glukozilamin
olusturmaktadir. Bu reaksiyonun olusum mekanizmasi Sekil 2.2.’de gosterilmistir
(Otles & Otles, 2004b; Zhang & Zhang, 2007; Santis et al., 2007; Ahrne et al.,
2007; Quayson & Ayernor, 2007; Morales & Arribas-Lorenzo, 2008).

NHR

HC—=0 HE—OH

CHOH -H;0 T~

+ — W=

CHOH NHR L on
by T W P, il a
Indirgen Amino Bilesigi

Seker N-Glikozilamin

Sekil 2.2. Maillard reaksiyonlarinin olusum mekanizmasi (Otles & Otles, 2004b)

N-glukozilaminin  tekrar  diizenlenmesi sonucu Amodori  bilesigi
olusmaktadir. Amodorinin bir sonraki parg¢alanma iiriinii pH’ya baglh olarak
degismektedir. pH 7 ya da altinda, 1,2-enolizasyon reaksiyonu ile pentozlardan
furfural, hegsozlardan hiroksimetilfurfural olusmaktadwr. pH 7’den biiyiik
oldugunda, Amadori bilesiginden 2,3-enolizasyon reaksiyonu ile 4-hidroksi-5-
metil-2,3-dihidrofuran-3-one (HMF,,.), asetol, diasetil olusmaktadir. Bu
bilesiklerin hepsi reaktif olup, daha ileri reaksiyonlarda da gorev almaktadir.
Dikarbonil bilesikleri aminoasitlerle reaksiyona girerek aldehit ve a-aminoketon
olusturmaktadir. Bu reaksiyonlar, Stecker degredasyon reaksiyonu olarak
bilinmektedir. Enolizasyon reaksiyonlari, Amodori diizenlenmeleri,
izomerizasyon ve ileri kondensasyon reaksiyonlar1 sonucunda melanoidin olarak
bilinen kahverengi azotlu polimer ve ko-polimerler olugsmaktadir (Zhang &
Zhang, 2007).

Sonug olarak; maillard reaksiyonunda, akrilamid olusum mekanizmasinda
bir karbonil kaynag ile asparaginin amino grubu arasinda Schiff bazi olustugu ve
sonrasinda Schiff bazinin 1s1 etkisi ile dekarboksile olarak akrilamide doniistiigii
diistiniilmektedir (Zyzak et al. 2003; Yaylayan et al., 2003; Blank, 2005; Dabrio et



al., 2008; Mottram & Friedman, 2008; Geng et al., 2008; Pedreschi et al., 2008;
Yuan et al., 2008; Hasewaga et al., 2007; Arribas-Lorenzo & Morales, 2009). Su
kaybetmis N-glukozil bilesigi ile baglantili olan Schiff bazmin bu reaksiyonlar:
aciklamada katkilar1 olmustur. Ancak sadece anahtar baz1 bilesenler
tanimlanabilmistir ve bu sebeple akrilamid olusumunu olusturan kimyasal
interaksiyonlarin biiyilkk kismu hipotez olarak durmaktadir (Zhang & Zhang,
2007).

Asparaginin  dekarboksilasyonu  ve = deaminasyonu tek  basimna
gerceklesebilmesine ragmen, akrilamidin olusabilmesi i¢in ortamda sekerlerin

varlig1 gerekmektedir (De Vleeschouwer et al., 2009).

Akrilamidin dekarboksile amodori bilesigi iizerinden olusmast Sekil 2.3.’de
gosterilmistir. Sekil 2.3.’de de goriilecegi gibi, asparagin ve karbonil grubu
(indirgen seker) arasmdaki amino-karbonil reaksiyonundaki kritik agama, yiiksek
sicaklikta dehidrasyon sonrasinda N-glukozil ve Schiff bazi olusumudur. Diisiik
nemli kosullarda hem N-glukozil, hem de Schiff bazi bilesikleri stabildir. Sulu
sistemlerde Schiff baz1 6ncii maddelere hidroliz olmakta ya da Amodori bilesigini
olusturmaktadir. Amodori bilesigi akrilamid olusumunda etkili bir 6ncii madde
degildir. Schiff baz1 oxazolidine-5-one {iizerinden dekarboksile olarak
dekarboksile amodori bilesigini olusturmaktadir (Zhang & Zhang, 2007; Claus et
al., 2008). Dekarboksile Olmus Amadori Bilesiginden ya da Asparaginin

dikarbonillerinden Akrilamid olusum mekanizmasi Sekil 2.3’ de gdsterilmistir.
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Sekil 2.3. Dekarboksile Olmus Amadori Bilesiginden ya da Asparaginin Dikarbonillerinden
Akrilamid Olusum Mekanizmasi (Zhang & Zhang, 2007).

2.2.2. Akrolein Bilesigi Uzerinden Akrilamid Olusumu

Akrilamidin Oncii maddelerinden biri olan akrolein (CH,=CH-CHO),
lipidlerin transformasyonu ya da aminoasitlerin, proteinlerin ve karbonhidratlarin
degradasyonu sonucu da olusabilmektedir (Friedman, 2003; Claeys et al. 2005a;
Gerrad 2006; Shaikh et al., 2009). Akrolein okside olarak, akrilik aside
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yiikseltgenmekte ve amonyak ile reaksiyona girerek akrilamidi olusturmaktadir
(Tayesman et al., 2004; Claus et al., 2008; Shaikh et al., 2009). Aminoasitlerin
termolizisi siwrasinda acgiga c¢ikan amonyagin akrilik asit ile reaksiyona girerek,
amino-dehidroksilasyon ile akrilamidi olusturdugu ifade edilmektedir (Guenther
et al., 2007). Sekil 2.4.’de akrolein iizerinden akrilamid olusum mekanizmasi

goriilmketedir.

Tariagilgliserol
Monoagilgliserol Asparagin Asparagin/karbonil

l - —CO:\ /l\.finillnrd

v
AT Bugday
Gluteni

l Oksidasyon

Akrilamid

o Serin
Laktik asit ~ *——

T AT Sistein

Aspartik asit

B-Alanin

Sekil 2.4. Akrolein iizerinden akrilamid olusum mekanizmasi (Guenther et al., 2007)

2.2.3. “3-APA” Bilesigi Uzerinden Akrilamid Olusumu

Indirgen sekerlerin yoklugunda, dekarboksile olmus asparagin yani 3-
aminopropiyonamid (3-APA), akrilamidi olusturabilmektedir (Zhang et al., 2005;
Amrein et al., 2007; Guenther et al.,, 2007; Locas & Yaylayan, 2008). 3-
aminopropiyonamid 1sitma ile deaminasyona ugrayarak, akrilamid olusumuna
neden olmaktadir. 3-APA varliZinda 1sitma ile akrilamid kolaylikla
olusabilmektedir, bu reaksiyonun Maillard iizerinden yiirlimedigi ve indirgen
sekerlere gereksinim duyulmadigi belirtilmektedir (Bagdonaite et al., 2006).
Asparaginin  deaminasyonu/dekarboksilasyonundan direk olarak akrilamid

olusumu Sekil 2.5.” de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Akrilamidin asparaginin deaminasyonu/dekarboksilasyonu ile olusumu (Granvogl &
Schieberle, 2006)

Channell et al. (2008) tarafindan nisasta bazli gidalarda yapilan ¢alismada
akrilamid ile 3-aminopropiyonamid arasinda giicli bir korelasyon tespit
edilmistir. Locas & Yaylayan (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, N-glukozil-3-

aminopropiyonamidin akrilamid olusumunda 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir.
2.2.4. Okside Olmus Lipidler Uzerinden Akrilamid Olusumu

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, okside olmus lipidlerin aminoasitleri
Strecker aldehitlerine degrade edebildigi ve boylelikle akrilamid olusumunun
basladig1 belirtilmektedir. Okside olmus lipidlerden 2,4-dekadienal’in, diger
okside lipidlere gore asparagini akrilamide doniistiirmede daha etkili oldugu
bulunmustur.(Hidalgo et al., 2009).

2.3. Akrilamidin Olustugu Gidalar

100-120°C’nin iizerinde gerceklestirilen 1sitma isleminden sonra en yiiksek
akrilamid miktar1 karbonhidrat¢a zengin gidalarda (100-4000 pug/kg ) ve en diisiik
akrilamid miktar: proteince zengin gidalarda ( < 100 pg/kg) bulunmustur (Tareke
et al., 2002). Akrilamidin olustugu gidalar; patates cipsi, kizarmis parmak patates,
kizarmis ekmek, kahvaltilik tahillar, unlu mamuller, biskiivi, kraker, kavrulmus
kuruyemisler, serbetli tathlar, patlamis misir ve kahve olarak belirtilmektedir
(Surdyk, 2004; Zhang & Zhang, 2007; Eerola et al., 2007; Olmez et al., 2008
Gokmen & Palazoglu 2008; Chen et al, 2008). Farkli gidalarda yapilan
caligmalarda elde edilen akrilamid diizeyleri Cizelge 2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Farkli Gidalarin Ortalama Akrilamid Diizeyleri

Gidanmin Adi Ort. Medyan | Aralik | Ornek Kaynak
(ng/kg) | (ng/kg) sayist |
Patates Kizartmasi 63 63 60-66 2 Olmez et al., 2008
(evde yapilan)
Patates Kizartmasi 403 414 355-436 9 Olmez et al., 2008
(Fast food
restoraninda)
Tiirk kahvesi 266 264 200-336 4 Olmez et al., 2008
Kahve (Orta 25 25 25 2 Svensson et al.,
derecede 2003
kavrulmus)
Kavrulmus Kahve --- 174 202 3 Arisseto et al.,
(Mak.) 2009
Kavrulmus Kahve 221 286 79-975 --- GoOkmen &
Palazoglu, 2008
Biskiivi 198 82 <10-648 16 Olmez et al., 2008
Diyebatik biskiivi 270 186 10-1695 125 | Gobel &
Kliemant, 2007
Biiskiivi/Kurabiye 300 230 <30-640 11 Svensson et al.,
2003
Tath Biskiivi 443 310 <68- 15 Eerola et al., 2007
1150
Tuzlu Biskiivi 179 134-224 2 Eerola et al., 2007
Cocuk Biskiivisi 106 108 5-432 130 | Gobel &
Kliemant, 2007
Bademli Biskiivi 356 230 5-2110 81 Gobel &
Kliemant, 2007
Kraker 247 213 26-587 18 Olmez et al., 2008
Bebek Biskiivisi 152 98 32-613 24 Olmez et al., 2008
Ekmek 38 43 <10-85 22 Olmez et al., 2008
Ekmek 50 40 <30-160 21 Svensson et al.,
2003
Ekmek 38 24 10-133 10 Chen et al., 2008
Tost Ekmegi 164 58 41-474 5 Olmez et al., 2008
Peksimet 95 73 <10-226 5 Olmez et al., 2008
Peksimet 300 135 <30- 21 Svensson et al.,
1900 2003
Peksimet - 71 231 7 Arisseto et al.,
(Mak.) 2009
Patates cipsi 834 818 59-2336 8 Olmez et al., 2008
Patates cipsi 1360 980 330- 11 Svensson et al.,
2300 2003
Patates cipsi 831 528 5-4215 --- | GOkmen &
Palazoglu 2008
Patates cipsi 1377 186 5-4653 --- | GOkmen &
Palazoglu 2008
Patates cipsi 539 440 100- 15 Eerola et al., 2007
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1470
Patates kizartmasi 540 410 300- 7 Svensson et al.,
1100 2003
Patates kizartmasi -—- 264 2528 7 Arisseto et al.,
(Mak.) 2009
Patates cipsi --- 591 1999 12 | Arisseto et al,
(Mak.) 2009
Patates Kizartmasi 310 300 34-688 8 Svensson et al.,
2003
Haslanmis Patates <30 --- --- --- Svensson et al.,
2003
Kahvaltilik 220 100 <30- 14 Svensson et al.,
Tahillar 1400 2003
Kahvaltilik tahillar 84 50 5-545 47 Gobel &
Kliemant, 2007
Patlamis misir 500 390 365-715 3 Svensson et al.,
2003
Patlamisg misir 300 290 260-350 3 Eerola et al., 2007
Misir cipsi 425 371 109-835 9 Olmez et al., 2008
Corn flakes -—- 30 49 8 Arisseto et al.,
(Mak.) 2009
Firmcilik Uriinleri 120 19 <10-441 4 Olmez et al., 2008
Kek 68 65 43-89 9 Chen et al., 2008
Kavrulmus Findik 128 42 <10-421 5 Olmez et al., 2008
Kavrulmus Badem 260 260 207-313 2 Olmez et al., 2008
Cikolata 75 78 37-100 5 Olmez et al., 2008
Helva 93 86 <10-229 7 Olmez et al., 2008
Zeytin(siyah,salam 82 70 <10-216 8 Olmez et al., 2008
ura)
Tulumba tatlis1 241 50 10-701 5 Olmez et al., 2008
Kemalpasa Tatlis1 512 512 445-578 2 Olmez et al., 2008
Cilek receli <10 <10 --- 1 Olmez et al., 2008
Pekmez 95 42 <10-297 4 Olmez et al., 2008
Kurutulmus <10 <10 - 1 Olmez et al., 2008
kirmizi biber
Kakao <10 <10 - 3 Olmez et al., 2008
Makarna <30 - - - Svensson et al.,
2003
Havug suyu 70 70 1-140 2 Chen et al., 2008
Pizza Nd - - 10 Eerola et al., 2007

2.4. Akrilamidin Saghk Uzerine Etkisi

2002 yilma kadar cevresel bir kontaminant olarak degerlendirilen
akrilamidin aym1 yil Isve¢ Ulusal Gida Orgiitii (Swedish National Food

Administration) ve Stockholm Universitesinin birlikte yaptiklar1 calismada 1s1l
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islem gdrmiis nisasta bazli gidalarda kendiliginden olustugu goriilmiistiir (Tareke
et al., 2002; Ren et al., 2006; Gobel & Kliemant, 2007).

1994 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) tarafindan,
“Grup 2A” yani insanda kanserojenik etki yapma olasiligi bulunan bilesikler
grubuna konulan akrilamidin, daha sonraki yillarda yapilan hayvan denemelerinde
kanserojen etkisinin oldugu saptanmistir (IARC, 1994; Mucci et al., 2003; Dabrio
et al., 2008). Yine yapilan hayvan denemeleriyle yiiksek dozlardaki akrilamidin
tireme ve sinir sistemini etkiledigi, metabolik {iriinii olan glisid amidin DNA’y1
baglayarak genetik hasara yol ac¢tigi bulunmustur (Dybing & Sanner, 2003).
Akrilamidin insan viicudunda, mutajenik ve kanserojenik oldugu diisiiniilen
glisidamide doniistiigii belirtilmektedir (Claeys et al. 2005a). Akrilamid sudaki
yiikksek ¢o6ziinebilirligi nedeni ile viicutta (siit ve plasenta dahil) ¢ok genis bir
alana dagilmaktadir (Tritscher, 2004; Granby & Fagt, 2004; Friedman & Levin,
2008). Agiz yolu ile alinan yiiksek dozda akrilamidin 13 laboratuar hayvaninda
kansere yol actigi sonug¢ olarak da insanlar i¢cin potansiyel kanserojen oldugu
diistiniilmektedir. 2005 yilinda WHO ve FAO birlikte, islenmis ya da yliksek
sicaklikta pisirilmis Ozellikle bazi gidalarin 6nemli diizeylerde akrilamid
icerdiklerini ve bu gidalarin insan saghigi icin Onemli riskler tasiyabilecegini
bildirmislerdir (Zhang et al., 2006). Kagit fabrikalarinda ve suda c¢oziinen
polimerlerin iiretildigi isletmelerde c¢alisan iscilerin solunum ve temas ile
akrilamide maruz kaldig1 belirtilmektedir (Galesa et al., 2008). Akrilamidin
norotoksik, karsinojenik ve {ireme sistemi iizerinde etkileri bulundugu
saptanmustir (Quayson & Ayernor, 2007; Mottram & Friedman, 2008; Yuan et al.,
2008; Chen et al., 2008; Knol et al., 2009). Igme suyu ya da farkh sekillerde
akrilamide maruz birakilan fareler lizerinde yapilan denemelerde akrilamidin pek

cok organda kansere sebep oldugu belirtilmektedir (Rice, 2005).

Cin’de akrilamid iireten kiigiik fabrikalarda calisan iscilerin isleri geregi kisa
siireligine akrilamide maruz kalmalar1 zayif bacaklar, ayak parmaklarinin
refleksini ve duyarhiliklarim1 kaybetmesi, uyusmus eller gibi belirtilere neden
oldugu belirtilmektedir (He et al, 1989). Akrilamide maruz kalan iscilerin,
periferal noropati (his bozuklugu) belirtileri sergilemesi bu bilesigin insan
izerinde norotoksik etkisinin oldugunu gostermektedir (Calleman et al., 1993;
Costa, 1996; Gerrard, 2006). Akrilamide daha uzun siireli maruz kalma
durumunda noropatiyi takiben serebellar disfonksiyon (beyincik ile ilgili dengesel
bozukluk) iceren daha ciddi belirtiler gdzlenmistir (He et al., 1989). Sicanlarla

yapilan icme suyu calismasinda perifaral néropati (his bozuklugu) olusumu icin
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NOAEL degeri giinlik 0,5 mg/kg viicut agirhigi olarak belirlenmis olup daha
yiikksek diizeylerde merkezi sinir sistemi noropatisi de godzlenmistir (Tritscher,
2004).

Farelerin ve sicanlarin spermatidlerinde akrilamidin mutasyonlara neden
oldugu rapor edilmistir. Bundan dolayr memeli lireme hiicresi mutajeni oldugu
diistiniilmektedir (Shelby et al., 1987; Adler et al., 2002). Sicanlarin 30-90 giin
siireyle giinlik 5-20 mg/kg seviyelerde akrilamid ile beslendiginde sicanlarda
norolojik belirtiler ortaya cikmakta ve bununla beraber, sicanlarda dollenme
yetenegi hizi, hamile disilerde yavru bilyiikliigii diismekte ve erkeklerde sperm
sayis1 azalmaktadir (Chapin et al., 1995; Sakamoto & Hashimoto, 1986; Wise et
al.,, 1995). Sicanlarla yapilan diger bir ¢alismada iireme toksisitesinin NOAEL
degeri giinliik 0,5 mg/kg viicut agirhigi olarak belirlenmistir (Tritscher, 2004).

Insanlarin  beslenme sirasinda aldig1 akrilamid miktarinin, deney
hayvanlarmin maruz kaldig1 dozdan birka¢ kat daha az oldugu ve insanlarm gida
yolu ile aldig1r akrilamidin etkili bir sekilde viicuttan uzaklastirilabilecegi
belirtilmektedir (Mucci et al., 2003; Claus et al.,, 2008b). Akrilamid viicuda
alindiktan sonra, hizla kana karigmaktadir. Akrilamid suda kolay ¢oziinmekte ve
bagirsakta hizli bir sekilde emilmektedir. Ure yolu ile atiimi hizli olup,
akrilamidin yaris1 birkag saat icerisinde viicuttan uzaklastirilmaktadir (Claus et al.,
2008). Ancak insanlar i¢cin yasam boyu tiiketilen giinliik akrilamid miktarimin 1 pg
akrilamid/kg viicut agirlig1 diizeyinde olmasi1 durumunda kanser riski 1000°de 0,7-
4,5 arasmda olmaktadir (Mucci, et al., 2003).

Pelucci et al (2003) italya ve Isvigre’de (79 yas alt1 insanlarla 1991-2000
yillarinda hastanede yatan) vaka-kontrol ¢alismas1 yapmislar; kizarmis patates ve
patates cipsi tiiketimi ile cesitli kanser olgular1 (agiz boslugu, yutak, yemek
borusu, girtlak, kalin bagirsak, kolon, rektum, yumurtalik) arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Calisma sonucunda firinlanmis patates tiiketimi ile kanser riski
arasinda 6nemli bir iligki bulunamamistir. Bu genel sonucun aksine kizartilmig
patates tiiketimi ile kalin bagirsak kanseri arasinda acik bir iliskinin ortaya ¢iktigi

gorilmiistiir.
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2.5. Gidalarda Akrilamid Olusumunu Etkileyen Faktorler
2.5.1. indirgen Seker Miktar1

Nisasta ve sakkaroz, laktoz, maltoz gibi sekerler 100°C’nin {izerindeki
sicakliklarda hafif asidik pH’da parcalanmaktadir. Bu nedenle, 1s1l islem sirasinda
cogu zaman kompleks karbonhidratlardan monosakkaritler olusmaktadir.
Gidalarin pisirilmesi sirasinda olusan bu sekerler, asparagin ile tepkimeye girerek
akrilamidi olusturmaktadir. Sekerlerin zincir uzunlugu kisaldik¢a, olusan
akrilamid miktar1 artmaktadir. Sekerlerin zincir uzunlugunun kisalmasi ile
molekiiliin halkal1 yar1 asetal yap1 kazanmasi zorlagmaktadir. Bu nedenle,
karbonil kolaylikla, asparaginin a-amininin saldirilarma maruz kalmaktadir.
Akrilamid olusumunun gidadaki glukoz ve friiktoz diizeyi ile orantili oldugu rapor
edilmistir. Glukoz ve friikktoz kiyaslandiginda, asparajin-seker model sisteminde,
kuru patatese veya bugday ununa eklendiginde friiktoz glukoza gore daha yiiksek

akrilamid olusumuna sebep olmustur (Claeys et al. 2005a).
2.5.2. Amino Asitler

Patateste asparagin toplam aminoasit miktarinin %40’mn1, unda %14’{inii,
yiiksek proteinli ¢avdarda %18’ini olusturmaktadir. Asparagin/glukoz oraninin
0,5 olmasi akrilamid olusumu icin en uygun ortamu olusturmaktadir. Yapilan
caligmalarda diisiik asparagin ve fruktoz iceren una, fruktoz ilavesinin akrilamid
olusumunu etkilemedigi, ama asparagin ilavesinin akrilamid olusumunu arttirdigi
goriilmiistiir (Claeys et al. 2005a). Undaki asparagin, akrilamid olusumunda
patatesteki indirgen seker gibi belirleyici faktordiir (Claeys et al. 2005a; Wicklund
et al., 2006). Asparagin disindaki aminoasitlerden akrilamid olusumu heniiz tam
olarak belirlenememistir. Glutamin, metiyonin, sistein, aspartik asit ya da serin,
alanin, prolin ve fenilalenin ile glukozdan olusan sistemde c¢ok az akrilamid

olustugu tespit edilmistir (Claeys et al., 2005a).
2.5.3. Yaglar

Akrilamidin olustugu diisiiniilen yollardan biri, gliserolden olusan akrolein
tizerinden olugmast veya c¢oklu doymamis yag asitlerinin ve bunlarin bozulma
triinlerinin oksidasyonu sonucu olusmasidir. Yaglar dumanlanma noktasinin
tizerindeki sicakliklara 1sitildiginda, gliserol akroleine par¢alanmaktadir. Yagdaki

doymamislik diizeyinin artmasi ile akrolein olusumu artmakta ve dumanlanma
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noktasim1 diisiirmektedir. Ancak, akrilamid temel olarak, yagin kendisinde
bulunan akrolein gibi Oncii maddelerden olusmamaktadir. Ciinkii, akrilamid
olusumu oksidatif bir olay degildir. Okside olmus yaglarin asparagin/karbonil
izerinden akrilamid olusumunda diger karbonil bilesiklerine gére daha 6nemsiz
rolleri bulunmaktadir. Diger taraftan, yagm cinsi akrilamid olusum hizini
etkileyebilmektedir (Taeysman et al., 2004; Claeys et al. 2005a).

2.5.4. Karbonhidratca zengin ve proteince zengin matriksler

Kizartilmis ya da 1zgara et ve balik iiriinleri, patates ve tahil iiriinlerine gore
diisitk miktarda akrilamid icermektedir. Asparagin ve glukoz karigimlar1 patates
nisastas1 matrikslerine ilave edildiginde, tam bugday unu ya da et matrikslerine
gore daha fazla akrilamid olusumuna neden olmaktadir. Gida matriksinin
akrilamid olusumunu arttirma, azaltma gibi etkilerinin oldugu ispatlanmustir.
Ancak, hangi faktorlerin nasil etkiledikleri heniiz tamamen belirlenememistir.
Matriksin etkisinin Oncii madde olmadigi zaman, ortaya c¢iktig1 sdylenemez.
Ciinkii, misir ve bugday unu patatesteki konsantrasyona kadar asparagin ile
zenginlestirildiginde, patatestekinin ancak beste biri kadar akrilamid olusumu
saptanmistir. Aym1 zamanda akrilamidin misir ve bugday ununda patatese gore
daha yavas parcalandigi goriilmiistiir. Proteince zengin bir gida ve nisasta
bakimindan zengin bir gida karsilastirildiginda, akrilamid degradasyonun,
proteince zengin gidada daha fazla oldugu bildirilmektedir. Bu da akrilamidin

proteinlerdeki aminoasitlerle reaksiyona girmesinden kaynaklanmaktadir.

Glukoz-asparagin model sistemine ya da homojenize edilmis patatese lisin
ilave edilmesi akrilamid olusumunu azaltmaktadir. Bu azalmanin nedeni, Maillard
reaksiyonunda lisinin serbest amino grubundaki reaktivitesinin yiiksek
olmasindan kaynaklandigi diisiiniillmektedir. Glukoz-asparagin model sistemine
sistein ilavesi, akrilamid olusumunu azaltmaktadir. Buradaki azalma da sisteinin
akrilamid olusum reaksiyonlarini etkilemesi ve/veya akrilamidin sistein ile

reaksiyona girmesi ile aciklanmaktadir.

Gida matriksindeki partikiillerin  boyutlar1 da akrilamid olusumunu
etkileyebilmektedir. Patateste yapilan caligmada patatesi toz haline getirme
akrilamid olusumunu etkilemezken, unda yapilan ¢aligmada partikiil boyutunun
akrilamid olusumunu etkiledigi goriilmistiir. Ciinkii, undaki partikiillerin boyutu
tahilin nisasta ve protein miktarmi etkilemektedir. Nigasta graniilleri ne kadar

zarar goriirse enzimatik hidrolize o kadar agik olurlar. Ogiitme siiresinin uzamasi
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hem asparagin, hem de indirgen seker miktarimi etkilemektedir. Yani, daha az

ogiitiilen unlarda akrilamid miktar1 diigmektedir (Claeys et al., 2005a).
2.5.5. Gidanin pH’s1

pH hem seker grubunun, hem de amino grubunun reaktivitesini
etkilemektedir. Yiiksek pH’da, seker acik zincir formunu ve amino grubu da
protonlanmamis durumunu tercih eder. Bu gruplar da reaktif formlardir (Claeys et
al., 2005a). Akrilamid olusumu icin optimum pH 7-8 dir. Asparagin ve glukoz
iceren bir model sistemin pH’smin 7’den 4’e diisiiriilmesi ile akrilamid
olusumunun %99 azaltilabildigi belirtilmistir (Jung et al., 2003). pH’nin
diisiiriilmesi ile asparaginin protonlanmamis serbest o-amino grubu protonlanmis
amin grubuna (-NH3") doniismektedir. Boylelikle, schiff bazinin olusumu bloke
olmaktadir. Schiff bazinin olusumu akrilamid olusumunda en temel basamaktir.
Bu nedenle akrilamid olusumu pH’nin diismesi ile azalmaktadir. Yapilan bir
caligmada, musir cipslerinin kizartma islemi 6ncesinde %0,1-0,2 ya da %1-2’lik
sitrik asitli ¢cozeltiye daldirilmasinin, akrilamid olusumunu azalttig1 goriilmiistiir
(Claeys et al. 2005a, Foot et al., 2007; Mestagh et al., 2008).

2.5.6. Gidanin Nemi ve Su Aktivitiesi

Gidanin nemi %10-20 arasinda oldugu zaman, akrilamid olusumu ve
eliminasyonu ayni anda gerceklesmektedir. Maillard reaksiyonlar1 ise, %12-18
nem diizeyinde etkin olarak gerceklesmektedir. Nem igerigi azaldikca olusacak
akrilamid miktarinin arttig1 belirtilmektedir (Claeys et al. 2005a; Wicklund et al.,
20006).

2.5.7. Agronomik ve Genetik Faktorler

Islenmemis iiriiniin genetik yapisi, iiriiniin islenmesi swrasmda olusacak
akrilamid miktarm etkilemektedir. Ornegin ekmegin akrilamid icerigi kullanilan
bugdaya baghdir. Giibrelemenin cok yapildig1 toprakta yetisen bugdayin azot
dolayisiyla protein miktar1 da yiiksektir. Bu {iriiniin islenerek pisirilmesi
sonrasinda daha yiiksek akrilamid olusmaktadir (Friedman & Levin 2008).
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2.5.8. Proses Parametreleri

Yapilan ¢aligmalarda, proses sicakligmin artmasi ve/veya siiresinin uzamasi
ile akrilamid olusumunun arttig1 belirlenmistir. Ancak, akrilamid diizeyi
maksimum degere ulastiktan sonra, asir1 pisirme sonrasinda akrilamidin degrede
olmast sebebiyle azaldigi saptanmustir (Claeys et al. 2005a; Pedreschi et al.,
2006).

2.6. Gidalarda Akrilamid Analiz Yontemleri

Akrilamid gida analizcileri i¢in olduk¢a yeni bir konu olmasma ragmen,
2002’de gidalarda olustugu tespit edildiginden bu yana akrilamid ile ilgili ¢ok
sayida yontem gelistirme caligmasi yapilmigs ve halen bu caligmalar devam
etmektedir. Akrilamid analizi i¢in kullanilmakta olan yoOntemler Gaz
Kromatografisi (GC), Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (GC-MS),
Yiiksek Basinghi  Sivi  Kromatografisi (HPLC), Yiiksek Basinghi Sivi
Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)’dir. Bunlardan en yaygin
kullanilan yontemler GC-MS ve LC-MS/MS’dir (Leung et al., 2003; Wenzl et al,
2003; Gokmen & Palazoglu 2008).

Akrilamid analizinde 0rnek hazirlama asamasi onemlidir. Gida matriksine
bagl olarak o6rnek kurutulur ve ogiitiilir (Hoenicke et al., 2004). Akrilamidin
ornekten ekstraksyonu sirasinda kayiplar olabilmektedir. Bu kayiplar1 dnlemek
icin, ekstraksiyon isleminin baslangicinda akrilamid izotopu i¢ standart olarak
ilave edilmektedir. Ancak i¢ standart sadece MS bazli cihazlarda yapilan
caligmalarda kullanilabilmektedir. Bu amagla kullanilan en yaygin i¢ standartlar
izotop etiketli [°C; ] akrilamid, [Ds]-akrilamid, [°C,] akrilamiddir (Wenzl et al,
2003; Kim et al., 2007; Zou et al., 2008).

Yaygm olarak kullanilan analitik yontemler arasindaki en biiyiik farklar;
akrilamidin ekstraksiyon (ekstraksiyon c¢ozgenin igerigindeki degiskenler,
ekstraksiyon sicakliginin ve siiresinin tanimlanmasi, mekanik uygulamalar) ve
temizleme asamalar1 olarak tespit edilmistir. Akrilamid suda organik solventlere
gore daha fazla ¢oOziindiigli icin, genellikle su ekstraksiyonu yapilmaktadir.
Temizleme isleme o©rnek hazirlama asamasmin  Onemli bir kismini
olusturmaktadir. Temizleme islemi miimkiin oldugunca kolay, giivenilir ve farkli

gida cesitlerine uygulanabilir olmalidir (Hoenicke et al., 2004). Bir¢cok temizleme
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asamas1 birka¢ kati faz ekstraksiyonunun kombinasyonundan olusmaktadir
(Wenazl et al, 2003).

2.6.1. LC-MS/MS Yontemi ile Akrilamid Analizi

Ogiitiilen ornekten su, metanol, formik asit ile akrilamidin ekstrakte
edilmesi, ekstraktin SPE, Oasis MCX, Oasis HLB, Oasis MAX gibi kartuslardan
gecirilerek  saflagtirilmast  ve LC-MS-MS’ e enjekte edilmesi ile
gerceklestirilmektedir (Zhang et al.,, 2005; Barutcu et al., 2009; Gokmen and
Palazoglu, 2009).

Akrilamid standart ve i¢ standart ¢Ozeltileri su, asetonitril, seyreltik asetik
asit, formik asit, metanol icinde hazirlanmistir (Chen ve ark., 2008; Barutcu ve
ark., 2009; Gokmen ve Palazoglu, 2009).

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) uygulamalarinin diisiik ayirma
kalitesi ve akrilamidin HLPC’de alikonma siiresine gore yeterince iyi
belirlenememesi nedeni ile LC-MS esashi yontemler gelistirilmistir (Gertz &
Klostermann, 2002). Bu yontemlerin avantaji tiirevlendirme yapmadan akrilamidi
tespit edebilmeleridir (Pittet et al., 2004; Taeysman et al., 2004). Fakat
akrilamidin molekiil agirliginin diisiik olmas: ve diisiik kaliteli iyon parcaciklari
vermesinden dolayr akrilamidin teshisinin dogru yapilabilmesi i¢in ikili kiitle
spektrometrisine (MS-MS) ihtiya¢ duyulmaktadir (Pittet et al., 2004; Wenzl et al,
2003; Pedreschi et al., 2006; Eerola et al., 2007). LC-MS/MS MRM (multiple
reaction-monitoring) modunda ¢aligmakta ve MRM ile Onciil iyondan olusan
iiriin iyon doniisiimii olciilmektedir. Ilk quadrupolede olusturulan pozitif modda
iiml1 iyonlasma ile 71 kiitle numarali akrilamidden 72 kiitleli iyon olusur. ilk
quadrupolede secilen bu iyon, 2. quadrupolde olusturulan carpisma (collusion
energy) enerjisi ile tekrar iyonlasir ve 72—55, 72—54, 72—44, 72—27 iyonlari
olusur ve 3. quadrupolde Olciim yapilir. Daha yiiksek yogunluk gosterdigi i¢in
cogunlukla hesaplama i¢cin 72—55 doniisiimii se¢ilir. Diger doniisiimler 72— 54,
72—44,72—27 de dogrulama i¢in kullanilir. Kullanilan izotop etiketli akrilamid
i¢ standartlarindan [Ds]- ve [13C3 ] akrilamid i¢in 75—58 doniisiimii olgiiliirken,
[°C1] akrilamid icin 73—56 doniisiimii 6lciiliir (Wenzl et al., 2003).
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2.6.2. GC, GC-MS, Yontemi ile Akrilamid Analizi

Gaz Kromatografisi metodu nisasta bakimindan zengin Orneklerle
calisirken, nisastanin  giiclii  jelatinizasyon 0Ozelliginden dolayr basarisiz
olmaktadir. Bunun yanmda, GC ile ilgili temizleme, tiirevlendirme ve standardin
stabilitesi hakkinda detayli bilgi mevcut degildir. Bu nedenle, yiiksek kaliteli
iyonlar saglamada GC-MS’den yararlanilan yeni bir metot gelistirilmistir (Gertz
& Klostermann, 2002). Bu yontemde tiirevlendirme (bromlama) isleminin
kullanilmasi ile daha ugucu bir bilesik olusturulmakta ve tanimlama seciciligi
artmaktadir (Wenzl et al.,, 2003; Pittet et al., 2004; Taeysman et al., 2004).
Bromlama ile ayn1 zamanda, ortamdaki interferans yapan maddeler uzaklagsmakta
ve analitin ucuculugu artmaktadir (Taeysman, 2004). Bromlama islemi hidrojen
bromiir (HBr) ve doygun bromlu su (Bry) ile yapilmaktadir. Bu bromlama
basamaginin zahmetli ve zaman alict olmasi nedeni ile alternatif bir bromlama
teknigi de potasyum bromat (KBrOs;) ve potasyum bromiir (KBr) kullanilarak
yapilmaktadir. Potasyum bromiir ve potasyum bromat kullanilmasinin nedeni, bu
bilesikler arasinda gerceklesen yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonu ile cok
toksik olan element bromu kullanmak yerine brom molekiiliinii bu sekilde
olusturmaktir.

KBI'O3 + KBr HZSO4 — BI'2 + KQSO4 + HQO
CH2 = CH—CO—NH2 + BI'2 — CHQBI‘-CHBI‘—CO—NH2+CH2:CBI—CO—NH2
(akrilamid) (2,3-dibromapropionamid) (2-bromopropionamid)

Akrilamid tiirevlendirme islemi sonunda, ¢ift bagina bromun baglanmasi ile
2,3-dibromopropiyonamide doniismektedir (Tareke et. al., 2002).

Yapilan caligmalarda 1 ile 15 saat arasinda farkl siireklerde tiirevlendirme
4°C ya da 0°C’de buz banyosu i¢inde yapilmigtir (Wenzl et al., 2003; Zhang et al.,
2005; Zou et al., 2008).

Tiirevlendirme siiresinin sonunda bromun fazlasi 0,1-1M arasinda farkl
konsantrasyonlardaki ~ sodyum  tiyosiilfat  cozeltileri  ile = ortamdan
uzaklastirilmaktadir. Cozeltinin sari-kirmizi arasindaki rengi berraklasana kadar
sodyum tiyosiilfat cozeltisi ilave edilmektedir (Wenzl et. al., 2003; Zhang et. al.,
2005).
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GC-MS yonteminde daha ¢ok pozitif iyon kimyasal iyonizasyon ve impact
iyonizasyon iceren kiitle spektromeresi kullanarak akrilamid tespit edilmekte ve
miktar tayininde de sec¢ilmis iyon Ol¢lim (SIM) metodu tercih edilmektedir
(Biedermann et al., 2002).

Akrilamid ile ilgili bugiine kadar cok fazla sayida calisma yapilmis olmasina
ragmen, akrilamidin okundugu iyonlar, doOniistiigii tiirevler arasinda c¢ok
farkliliklar bulunmaktadir.  Akrilamid ile ilgili GC-MS’de yapilan caligmalar
incelendiginde; bazi calismalarin 2-bromopropenamid (m/z=149, m/z=151) ,
bazilarinmn da 2-bromopropiyonamid (m/z=150, m/z=152) iizerinden hesaplama
yapildig1 goriilmektedir (Zou et al., 2008; Tareke et. al.,2002).

2.7. Akrilamidle ilgili Yasal Mevzuat

Kodeks Alimentarius ve Tirk Gida Kodeksinde gidalarda izin verilen
maksimum akrilamid miktariyla ilgili belirlenmis bir limit bulunmamaktadir.
Ancak sularda Avrupa Birligi 98/83/EC direktifi ve iilkemizde 17.02.2005 tarihli
resmi gazetede yayimlanan “Insani Tiiketim Amacli Sular Hakkinda Y6netmelik”

geregi 0,1 pg/l yasal sinir deger olarak belirlenmistir.
2.8. Kumru

Kumru, izmir'in geleneksel sandvi¢ ekmegidir. Nohut mayasi kullanilarak
yapilan bu tombul sandvi¢ bir kus gdvdesine benzeyen boyutlar1 nedeni ile bu

ismi almustir.

Yaklasik 150 yildir izmir’de iiretilen ve tiiketilen kumru onceleri soguk
olarak tiiketilirken, 1940'lardan sonra sandvi¢ gibi arasina sucuk, salam ve peynir
konularak sicak olarak da tiiketilmeye baslanmustir. Sicak tiiketim de kisa siirede

[zmir geneline yayilmustir.

Kumrunun Uretim Bigimi: Kumru, un ve nohut mayasi ile hamurun
hazirlanmasi, fermantasyona birakilmas1 ve sekillendirilerek pisirilmesi ile
yapilmaktadir. Nohut mayasi bir giin dnceden hazirlanir. Nohut mayas1 yapilirken,
nohut havanda doviiliir ve iizerine sicak su ilave edilerek karistirilir. Kabin agzi
sikica kapatilarak, sicak bir ortamda bekletilir. Genellikle 9-10 saatlik bir
mayalanma siiresi yeterli olmaktadir. Ozellikle kis mevsiminde mayalanma siiresi

16 saate kadar uzayabilmektedir. Bir gece bekletildiginde, nohutlar iyice kopiiriip
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kabarir ve nohut mayasinin kendine has kokusu olusmaya baslar. Nohut ve sicak
su karisiminin bu sekilde kabarmasi, nohut mayasiin tuttugunu gostermektedir.
Maya ne kadar uzun siire beklerse, sonu¢ da o kadar giizel olacaktir. Kabaran
maya, icindeki taneciklerin iyice parcalanmasi saglandiktan sonra, siiziiliir. Bu
siziintii maya olarak kullanilmaktadir. Yapilan caligmalarda, nohut mayas: ile
hazirlanan unlu mamullerde karbonil bilesiklerinden propiyonaldehit, n-
biitilaldehit, etilbiitilketonun, ucucu organik asitlerden ise, asetik, propiyonik ve
izo-valerik asidin diger mayalarla hazirlanan unlu mamullere goére daha fazla
oranda bulunduklar1 tespit edilmistir (Sikili, 2003). Kumru hamuru un, nohut
mayasl, 1lik su ve istege gore tuz ile klasik ekmek hamuru gibi yogurulur. Hamur
iyice yogrulduktan sonra, ortam kosullarina bagli olarak, iki-ii¢ saat sicak bir
ortamda iki misli kabarana kadar bekletilir. Belli biiyiikliikte kesilen hamurlara

teker teker, Once oval, sonra ortast biraz daha kalinca, kenarlar1 daha ince ve hafif

mayalanma slirecinin
tamamlanmas1 (tepsi mayasi)
icin  10-15  dakika  daha
bekletilir. Hamurlarin {izerine
bicakla hafif derinlikte, verev
cizikler atilir. Kumrular,
onceden 1sitilmis olan yaklasik
300-325°C  sicakliktaki  tas
firinlarda 7-8 dk. pisirilir. Kumru sandvi¢i hazirlamak icin pisirilen kumrular bir
giin bekletildiginde lezzeti artmaktadir ( Alpozen, E. ve Giiven, G., 2009).

2.9. Boyoz

Boyoz, Izmirlilerin sabah evden ¢iktiklarinda karsilastiklar1 bir Ege
klasigidir. Boyoz, ¢cogunlukla haslanmis yumurta ile birlikte satilir ve tiiketilir.
Boyoz, yaglh ve yagsiz olarak 2 sekilde iiretilmektedir. Yiizyillardir izmir ve
cevresinde tiiketilen boyoz aslinda bir Musevi yiyecegidir. Ge¢miste “Cumartesi
Yemegi” olarak da bilinen “Yahudi Boregi” dir. Arastirmalar boyozun kdkeninin

Sefarad kiiltiiriine dayandigim gostermektedir.

Sefarad Yahudileri, Ege Bolgesi basta olmak iizere Istanbul ve
Anadolu’nun pek c¢ok yerine dagildiklarinda boyozu Anadolu halkina
tamtmislardir. Ama sadece Izmir ve gevresinde begenilip, ticari bir iiriin haline

gelebilmistir.
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Boyoz ustalar1 arasinda en {inliisii efsanevi Boyozcu Avram’di.
Kemeraltr’'nda bulunan firminda yaptigi boyozlar halk arasinda cok inlii idi.
Boyoz kelimesinin kokeninin Ispanyolca’daki “Bollos” kelimesinden geldigi
diistiniilmektedir. Bu kelimenin okunusu “boyos” seklindedir. Giiniimiizde,
Ispanya’da, Giiney Amerika Ulkelerinden Sili, Arjantin ve Peru’da yaygm olarak
tilketilen boyoz, bizden farkli olarak sekerli olarak da iiretilmektedir. Sonug

olarak, boyoz Izmir ve Ege Kiiltiiriiniin ayrilmaz bir parcasidir .

Boyozun Uretim Bicimi: Un, su,
sirke, limon suyu ve tuz ile hamur
yapilir ve bir saat dinlendirilir.
Derin bir kaba bir miktar bitkisel
sivi yag konur. Yumusak kivamli
hamurdan ceviz  biiyiikliigiinde
parcalar  kopartilarak bu  yag
icerisinde 10 dakika bekletilir.

Hamur topagi yagdan alinip elle,

katmer hamuru inceliginde ve yuvarlak olarak agilir. Onceden 200°C ye 1sitilmis
firinda 20 dakika pisirilir (Alpdzen, E. ve Giiven, G., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Kullanilan Kimyvasallar:

Akrilamid standardi (Sigma), Ds-akrilamid (Polymer Source), HPLC
saflikta su (VWR), LC/MS-MS saflikta su (Fluka), potasyum hexasiyanoferrat
trihidrat (Merck), cinko asetat dihidrat (Merck), HCl (Sigma-Aldrich), hegzan
(Merck), metanol (Sigma-Aldrich), formik asit (Merck) kullanilmistir.

Kullanilan Standartlar

Akrilamid: Sigma Aldrich, A3553-100G
D; Akrilamid (I¢ standart): Polymer Source
Friiktoz: Merck,

Glukoz: Merck,

Kullanilan Ornekler:

Kumru ornekleri Cesme merkez, Alagati, Ilica ve [zmir merkezdeki iiretim
yerlerinden, boyoz ornekleri de Izmir merkezdeki 20 farkli yerden iicer adet
olarak alimmistir. Bu 6rneklerde akrilamid (ppb), invert seker (glukoz ve friiktoz)
(ppm), nem (%) (w/w), protein (%) (w/w), pH, renk degerleri L*, a*, b*

belirlenmistir.

Kullanilan Cihazlar:

e LC/MS-MS Cihazi: Akrilamid analizleri Agilent 1200 likit kromotografi
ve buna bagl 6410 Triple Quad MS-MS cihazinda yapilmistir.

e Leco FP-528 Protein Analiz Cihazi: Kumru ve Boyoz orneklerinin
protein miktarini belirlemek i¢in kullanilmistir.

e HPLC-RID: Kumru ve Boyoz orneklerinin indirgen seker (glukoz,
fritkktoz) miktarlarin1 belirlemek amaciyla Agilent 1100 HPLC cihazi ve
Refraktif Index Dedektorii kullanilmastir.
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e pH metre: Sartorious marka pH metre kumru ve boyoz &rneklerinin
pH’sm1 belirlemekte kullanilmustir.

e Etiiv: Niive marka etiiv kumru ve boyoz Orneklerinin nem icerigini
belirlemek i¢in kullanilmistir.

¢ Manyetik kanstiricr : Kermanlar ve MK 120 marka manyetik karistirici
kumru ve boyoz Orneklerinde akrilamid analizi i¢in 6rnek hazirlama
isleminde kullanilmustir.

e Hunter Renk Olger: Hunterlab (Model: Colorflex) marka renk cihazi
kumru ve boyoz  Orneklerinin renk degerlerinin belirlenmesinde

kullanilmastir.

® Santrifiij: Eppendorf marka santrifiij cihazi (5804) kumru ve boyoz
orneklerinde akrilamid, invert seker analizleri i¢in ©Ornek hazirlama
isleminde kullanilmustir.

e Vorteks Karstirici: Velp Scientifica marka vorteks karistirict kumru ve
boyoz Orneklerinde invert seker analizlerinde ekstraksiyonun

saglanmasinda kullanilmastir.

e Analitik terazi: Sartorius marka analitik terazi (CP 224) tiim tartim
islemlerinde kullanilmustir.

¢ Buzdolab: : Analiz edilen 6rneklerin ve hazirlanan ¢ozeltilerin saklanmasi
icin Beko marka buzdolab: kullanilmistir.

3.2. Metot

Kumru ve boyoz orneklerinde akrilamid, protein, indirgen seker, nem, renk
ve pH analizleri yapilmustir.

3.2.1. Akrilamid Analizi
3.2.1.1 Akrilamid Standartlarimin Hazirlanmasi:

Akrilamid analizinde en wuygun yOntemin belirlenebilmesi icin
gerceklestirilen yontem calismalarinda kullanilmak {izere akrilamid ve Ds
akrilamid ¢ozeltileri stok ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Bu amagla, 25 mg standart
ve i¢ standart tartilip, asetonitril ile 100 ml’ye tamamlanarak, 250 ppm’lik ana

stok cozeltiler hazirlanmistir ve -18°C’de muhafaza edilmistir. Boylelikle stok
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cozeltilerin dayanikliligr arttirdmistir. Bu stok ¢ozeltilerden 0,4 ml alinarak saf su
ile 100 ml’ye tamamlanarak, 1 ppm’lik stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. 1 ppm’lik
stok akrilamid ¢ozeltisinden Cizelge 3.1.°de belirtilen hacimlerde alinip, iizerine 1
ppm’lik stok i¢ standarttan 2 ml ilave edilip, standardin pH’s1 2,3 civarinda olacak
sekilde 3-4 damla derisik hidroklorik asit damlatilarak, saf suyla 25 ml’ye

tamamlanir.

Cizelge 3.1. Akrilamid standartlarinin (25 ml suda) hazirlanmasinda kullanilan stok standart
¢ozelti miktarlar1 ve standartlarin konsantrasyonlari

Akrilamid Almman Stok | Alnan Stok i¢ Ic Standart
Standardinmin AKkrilamid (1 Standart (1 | Konsantrasyonu
Konsantrayonu mg/kg)Hacmi mg/kg)Hacmi
(ml) (ml)
1 ppb 0,025 2 80 ppb
2 ppb 0,05 2 80 ppb
S ppb 0,125 2 80 ppb
10 ppb 0,25 2 80 ppb
25 ppb 0,625 2 80 ppb
50 ppb 1,25 2 80 ppb
100 ppb 2,5 2 80 ppb

250 ppm’lik stok standart ¢ozeltiler -18°C’da, 1ppm’lik stok ¢ozeltiler ise
+4°C’da  bekletilmistir. 1 ppm’lik stadart c¢ozeltiler 2 giinden fazla
kullanilmamustir.

3.2.1.2. Akrilamid Analizi icin Ornek Hazirlama

Akrilamid analizinde Palazoglu ve Gokmen (2010) tarafindan kullanilan
yontem lzerinde c¢esitli modifikasyonlar yapilarak yeni bir yOntem

olusturulmustur.

Ogiitiilmiis orneklerden 6 gram bir behere tartilip, iizerine 30 ml HPLC
saflikta su ilave edilmistir. Manyetik karistiricidda 30 dakika karistirilmastir.
Karistirma isleminin 25. dakikasinda biiytik molekiillii bilesikleri ¢oktiirmek i¢in
1,5 ml Karez I (10,6 g potasyum hexasiyanoferrat trihidrat/100 ml su) ve 1,5 ml
Karez II (24 g cinko asetat dihidrat/100 ml su) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Beher 3
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ml su ile yikanarak, ¢ozelti santrifiij tiipiine alinmig, 10000 devir/dk’da 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda sivi faz ayrrma hunisine alinmas,
20 ml hegzan ile calkalanarak, 0rnegin yag1 uzaklastirilmistir. Boyoz daha yagh
oldugu icin bu islem boyozda iki kez tekrarlanmistir. Yag1 uzaklastirilmis bu sulu
fazdan 20 ml ekstrakt, 25 ml’lik balon jojoye alinir, iizerine 1 ppm’lik i¢ standart
cozeltisinden 2 ml ilave edilir ve derisik HCl damlatilarak pH’s1 2,3 civarina

ayarlanir. 25 ml’ye saf su ile tamamlanir.
3.2.1.3. Saflastirma

Elde edilen ekstrakt kartustan gecirmek suretiyle saflastirilir. Waters Oasis
MCX kartus once sartlandirilir. Bunun icin dnce 1 ml metanol saniyede bir damla
akacak sekilde kartustan gegirilir, sonrasinda HPLC saflikta 1 ml su ayn1 sekilde
kartustan gecirilir. Bundan sonra kartusta fiziksel olarak tutunmus olan sivi fazi
uzaklastirmak icin enjektor bos basilarak hava gecirilir. Boylelikle ornekte veya
standartta seyrelmeye yol acacak sivi uzaklastirilir. Bu agsamada kartus kullanima
hazirdir ve 1 ml 6rnek ekstrakti saniyede bir damla olacak sekilde kartustan
gecirilir ve ilk 10 damla atilir, sonraki damlalar viale alinir. LC/MS-MS cihazina

enjeksiyon yapilir.
3.2.1.4. Yontemin Saptama Limitinin Belirlenmesi

Piyasadan temin edilen 8 adet kumru numunesinin i¢i ve kabugu ayrilmis,
kumrunun i¢i tanik 6rnek olarak analiz edilmek iizere ogiitiilmiistiir. 6 gram 6rnek
alinarak akrilamid ekstrakte edilmis, bu ekstraktin 20 ml’si iizerine 1 ppm
akrilamid c¢ozeltisinden 0,05 ml, 1 ppm’lik D3 akrilamid ¢6zeltisinden 2 ml ilave

edilmis, pH 2,3’ e ayarlanmis ve saf suyla 25 ml’ye tamamlanmistir.
3.2.1.5. Geri Kazanim Degerlerinin Belirlenmesi

Piyasadan temin edilen kumru numunelerinden 5 tanesi iizerinde geri
kazanim calisilmistir. Kumru Orneklerinden 6 g alinarak akrilamid analizleri
yapilmistir. Geri kazanimda ise 20 ml ornek ekstrakti tizerine 1 ppm’lik akrilamid
cozeltisinden 125 pl ilave edilmis ve ayni sekilde analiz edilmistir. Analizler her

bir kumru i¢in 2 paralel olarak gerceklestirilmistir.

3.2.1.6. Kromotografik Kosullar

Mobil Faz Akis hizi: 0,8 ml/dk



Pompa: Binary pompa

Enjeksiyon miktart: 15 pl
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Kolon: Agilent SB C18 1,8 pum 4,6 x 50 mm

Mobil Faz: %0,3’ liikk formik asit-su ( %90 oraninda)

Asetonitril (%10 oraninda)

Analiz Suresi: 2 dk.

Cizelge 3.2. LC-MS/MS cihazinda akrilamidden ve D; akrilamidden olusan iyonlar

[.Quadrupole II.Quadrupole | Fragmentor | Collusion
Olusan Olusan (eV) Energy
parcacik (M+1) parcacik (eV)
D3 Akrilamid (i¢ | 75,1 58,0 60 10
standart)
Akrilamid 72,1 55,2 70 10
doughter ion
Akrilamid 72,1 54,7 70 10
doughter ion

Source Parametreleri

Iyonlasma tiirii: Elektrospray iyonizasyon

Gaz Sicakligr: 350°C

Gaz Akis hizi: 12 1/dk

Nebulizer: 40 psi

Kapillary: 4000 volt

3.2.2. Gercgeklestirilen Diger Analizler

3.2.2.1. pH Analizi

pH analizleri TS 12230’a gore yapilmustir. Ogiitiilerek toz hale getirilmis

kumru ve boyoz Orneklerinden 4 g tartiip 50 ml saf su ilave edilmis, iyice

karistirildiktan sonra pH metre kullanilarak her bir 6rnegin pH’s1 3 paralel olacak

sekilde saptanmustir.
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3.2.2.2. Nem Analizi

Kumru ve boyozda nem tayini TS 1135 ISO 712°e gore yapilmistir. Buna
gore; temiz ve kuru metal nem kaplar1 130°C’de sabit tartima gelinceye kadar
bekletilir. Desikatorde sogutulan ve darasi alinan bu kaplara 4 g ornek tartilarak
130°C’de sabit tartima gelinceye kadar bekletilmistir.

3.2.2.3. Protein Analizi

Kumru ve boyozda protein analizi AOAC 990.03.2000’e gore Leco FP —
528 cihaz1 ile yapilmistir. Dumas prensibi ile calisgan bu sisteme gore; hazir
olarak satin alinan aliiminyum folyolara 0,25 g ornek tartilir ve cihazda 3
dakikada % Azot (N) olarak sonu¢ alinir ve bu sonug¢ hububatlara ait deger olan

5,700 ile ¢arpilarak % protein sonucu cihaz tarafindan otomatik olarak verilir.
3.2.2.4. Indirgen Seker Analizi:

Indirgen seker analizleri IHC (International Honey Commission) 2002
yontemi iizerinde gerekli degisiklikler yapilarak uygulanmustir. Ogiitiilerek
homojenize edilmis kumru ve boyoz Orneklerinden santrifiij tiipii icersine 3 g
tartilir, tizerine kumru i¢in 9 ml, boyoz i¢cin 8 ml saf su ilave edilir ve vorteks
karistiricida 5 dk karistirilir. Ardindan kumru 6rnekleri 10000 devir/dk’da oda
sicakhiginda 10 dk. santrifiij edilir, boyoz Ornekleri de yapisindaki yiiksek
miktardaki yag sebebiyle + 4°C’de 5000 devir/dk’da 10 dk. santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi uistteki siv1 faz kaba filtreden siiziilmiis ve ardindan bu siiziintii
0,45 um’lik teflon filtreden enjektor yardimiyla siiziilerek viale alinmistir. HPLC
(Agilent 1100, U.S.A) cihazinda refraktif indeks dedektor ve Zorbax (NH»)
kolonu (250 mm x 4.6 mm, 5 pm ) kullanilarak analiz edilmistir. Mobil faz %85
asetonitril %15 deiyonize su karistmidir. Kolon sicakligi 30°C ve mobil faz akis
hiz1 1 ml/dk’ dir. Enjeksiyon hacmi 20 pl’ dir.

3.2.2.5. Renk Analizi
Kumru ve boyozda L*, a*, b* renk degerleri Hunterlab (Model: Colorflex)

renk tayin cihazi kullanilarak belirlenmistir. Ayni 6rnek icin 4 ayr1 noktadan

Olciim alinmagtir.
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3.2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel ~ analizler ~SPSS  13.0 paket programi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ornekler arasinda anlamli bir fark olup olmadiginin
belirlenebilmesi i¢in varyans analizi (One-way-ANOVA) gerceklestirilmistir.
Farkliligin derecesini belirlemek i¢in Duncan testi uygulanmistir. Bu analizlerde
%95 giiven seviyesi (P<0,05) dikkate alinmistir. Parametreler arasindaki
korelasyonun belirlenebilmesi i¢cin Pearson korelasyon testi uygulanmigtir.
Korelasyon analizinde %95 ve %99 giiven seviyeleri (P<0,05; P<0,01) dikkate

alimugtir.
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4. BULGULAR

Kumru ve boyozda akrilamid diizeyini belirlemek icin LC/MS-MS’de
pratik, kisa ve kesin bir metod olusturulmustur. Ayrica Izmir’deki 20 farkli iiretim
yerinden alian kumru ve boyoz drneklerinde; akrilamid miktari, protein, indirgen

seker, nem, pH, L'a' b degerleri belirlenmistir.
4.1. LC/MS-MS’de Akrilamid Analiz Sonuclar:

1g standart yontemi kullanilarak yapilan calismada 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100
ppb konsantrasyonlarinda akrilamid standartlar1 hazirlanmis ve kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

Kalibrasyon egrisi, y ekseninde akrilamid standart alani/akrilamid i¢
standart alani, x ekseninde ise akrilamid konsantrasyonu/akrilamid i¢ standart

konsantrasyonu olacak sekilde ¢izilmistir.

o))

crylamid - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Sekil 4.1. Akrilamid standartlart icin ¢izilen kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.2. Akrilamid standardi ve D3 Akrilamide ait LC-MS/MS kromotogrami ve spektrumu

Sekil 4.2°de iistte solda I. quadrupolde elde edilen 72,1 kiitleli parcacigin II. quadrupolde verdigi 55,2 kiitleli pargalanma iiriiniiniin (CH,=CH-C=0) piki goriilmektedir. Ustte
ortada ise, I. quadrupolde elde edilen 72,1 kiitleli parcacigin II. quadrupolde verdigi 54,7 kiitleli (C3H,NH,) pik goriilmektedir. Ustte sagda ise D; akrilamid igin 75,1 kiitleli
ana parcaciktan olusan 58 kiitleli pargacigin (CD,=CD-C=0) piki goriilmektedir. Altta solda 72 kiitleli ana parcaciktan II. quadrupolde elde edilen kiitle spektrumu yer
almaktadir. Altta sagda ise 75,1 kiitleli D; akrilamidden olusan ana pargacigin II. quadrupolde verdigi kiitle spektrumu goriilmektedir.
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4.1.1. Yontem Validasyonu
4.1.1.1. Geri Kazanmim Yiizdesinin Belirlenmesi

Geri kazanim yiizdesinin belirlenmesi i¢in kumru orneklerinde ¢aligilmis ve

geri kazanim %99,3 olarak saptanmaistir.
4.1.1.2. Yontemin Saptama Limitinin Belirlenmesi

Akrilamid saptama limitinin belirlenmesi icin 8 adet kumru Ornegi alimus,
kumrunun i¢i ve kabugu ayrilarak kumrunun i¢i tanik olarak kullanilmigtir. Tanik
deney ortalamasmin 3 kati saptama sinir1 (LOD) olarak, 10 kati da raporlama
limiti (LOQ) olarak hesaplanmustir.

4.2. Kumru Analiz Sonuclar:

[zmir Alagati ve Izmir merkezden alman 20 adet kumru Orneginde
akrilamid, protein, indirgen seker; glukoz ve friikktoz, pH, nem, L*, a*, b*
analizleri gerceklestirilmistir. Akrilamid, pH, nem analizleri iicer paralel, protein,
indirgen seker; glukoz ve friikktoz analizleri ikiser paralel, L*, a*, b* renk degerleri
dort paralel olarak gerceklestirilmistir. Kumruya ait analiz sonuglar1 Cizelge
4.1°de verilmistir.

4.2.1. Kumru Orneklerinde pH

Kumru 6rneklerinin pH degerleri 5,00-6,13 arasinda bulunmustur. Kumru
orneklerinin ortalama pH’s1 5,78 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen
istatistiksel analiz sonucunda kumru Orneklerinin pH degerleri arasinda anlamli
bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.1.’de
goriilmektedir.

4.2.2. Kumru Orneklerinde Nem

Kumru orneklerinin nem icerigi w/w olarak %25,85 ile %36,82 arasinda
bulunmugtur. Kumru Orneklerinin ortalama nem icerigi %?32,34 olarak
hesaplanmustir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda kumru drneklerinin
nem igerikleri arasinda anlaml bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 4.1’de goriilmektedir.
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4.2.3. Kumru Orneklerinde Renk Degerleri; L*, a*, b*

Kumru Orneklerinin L* degerleri 62,99 ile 76,62 arasinda degismektedir.
Ortalama L* degeri 71,30 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel
analiz sonucunda kumru Orneklerinin L* degerleri arasinda anlamli bir farklilik

tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.1.”de goriilmektedir.

Kumru oOrneklerinin a* degerleri 3,72 ile 7,94 arasinda degismektedir.
Ortalama a* degeri 5,63 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz
sonucunda kumru Orneklerinin a* degerleri arasinda anlamli bir farklilik tespit

edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuclar1 Cizelge 4.1.’de goriilmektedir.

Kumru 6rneklerinin b* degerleri 22,87 ile 26,21 arasinda degismektedir.
Ortalama b* degeri 24,43 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel
analiz sonucunda kumru 6rneklerinin b* degerleri arasinda anlamli bir farklilik

tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.1.”de goriilmektedir.
4.2.4. Kumru Orneklerinde Protein

Kumru 6rneklerinin protein miktar1 w/w olarak %7,09 ile %9,17 arasinda
bulunmustur. Kumru Orneklerinin ortalama protein miktar1 %8,19 olarak
hesaplanmugstir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda kumru drneklerinin
protein igerikleri arasinda anlaml bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan

testi sonuclar1 Cizelge 4.1.’de goriilmektedir.
4.2.5. Kumru Orneklerinde indirgen Seker

Kumru 6rneklerinin glukoz miktar1 129,3 mg/kg ile 2813 mg/kg arasinda
bulunmugtur. Kumru 6rneklerinin ortalama glukoz miktar1 1107 mg/kg olarak
hesaplanmugstir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda kumru drneklerinin
glukoz icerikleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan

testi sonuglar1 Cizelge 4.1.’de goriilmektedir.

Kumru 6rneklerinin frilkktoz miktar1 699,0 mg/kg ile 6813 mg/kg arasinda
bulunmustur. Kumru 6rneklerinin ortalama friikktoz miktar1 2436 mg/kg olarak
hesaplanmugstir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda kumru drneklerinin
friikktoz icerikleri arasinda anlaml bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan
testi sonucglar1 Cizelge 4.1.de goriilmektedir. Sekil 4.3.’de standart glukoz ve
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friikktoz iceren ¢ozeltinin HPLC kromatogrami, Sekil 4.4.’de ise K8 kodlu drnege

ait kromatogram yer almaktadir.

Kumru orneklerinin indirgen seker (glukoz+friiktoz) miktar1 1291 mg/kg ile
9626 mg/kg arasinda bulunmustur. Kumru 6rneklerinin ortalama indirgen seker
miktar1 3543 mg/kg olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz
sonucunda kumru Orneklerinin toplam indirgen seker icerikleri arasinda anlamli
bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.1.’de

goriilmektedir.
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4.2.6. Kumru Orneklerinde Akrilamid

Izmir’deki iireticilerden alinan 20 farkli kumru 6rneginde 3 paralel olarak
akrilamid analizi gerceklestirilmistir. Sonuglar hesaplanirken i¢ standart yontemi
kullanilmistir. Analiz sonucunda her bir 6rnegin akrilamid igerigi pg/kg olarak
hesaplanmistir ve bu sonuglar Cizelge 4.1.’de goriilmektedir. K7, K9, K14 ve K18
kodlu kumru Orneklerine ait kromotogramlar ve kiitle spektrumlar1 Sekil 4.5.,
Sekil 4.6., Sekil 4,7. ve Sekil 4.8.”de goriilmektedir.

Kumru 6rneklerinin akrilamid konsantrasyonu 18,84 ug/kg ile 63,98 ng/kg
arasinda tespit edilmistir. Kumru Orneklerinin ortalama akrilamid konsantrasyonu
35,11 pug/kg olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda
kumru Orneklerinin akrilamid konsantrasyonlar:1 arasinda anlamli bir farklilik

tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.1.”de goriilmektedir.

Pearson korelasyon testi sonucuna gore kumru Orneklerinde bulunan
akrilamid konsantrasyonu ile protein miktar1 arasinda pozitif yonde anlamli bir
korelasyon bulunmustur (P<0,05, r = 0,531). Akrilamid ve nem degerleri arasinda
negatif yonde anlamli bir korelasyon bulunmustur (P<0,05, r = -0,474). Yani nem
icerigi yiiksek olan Ornegin akrilamd konsantrasyonu diisiik bulunmustur.
Akrilamid ve renk degerleri arasinda da anlamli bir korelasyon bulunmustur
(P<0,01). Akrilamid ve aydinlik degeri L* degeri arasinda negatif yonde anlamli
bir korelasyon bulunurken (P<0,01, r = -0,796), akrialmid ve a* degeri arasinda
pozitif yonde anlaml bir korelasyon bulunmus (P<0,01, r = 0,770), akrilamid ve
b* degeri arasinda da yine pozitif yonde anlamli bir korelasyon bulunmustur (
P<0,01, r = 0,620). Kumru o6rneklerinde akrilamid konsantrasyonu ile glukoz,
friikktoz, indirgen seker ve pH degerleri arasinda anlamli bir korelasyon
bulunamamistir (P<0,05; P<0,01).

Curtis et. al. (2010) farkl iilkelerde 2005 ve 2007 yillar1 arasinda hasat
edilen piringlerden elde edilen piring ununa 180°C’de 20 dk 1s1l islem
uygulamislar ve asparagin ile akrilamid arasinda yiiksek bir korelasyon (r = 0,958,
P<0,001), akrilamid ve toplam seker arasinda yiiksek korelasyon (r = 0,838,
P=0,001), akrilamid ve friikktoz arasinda korelasyon (r = 0,672, P=0,024)
bulmuslardir. Olusan akrilamid konsantrasyonu ve nem igerigi arasinda herhangi

bir korelasyon bulamamuslardir.
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Viklund et. al.(2010) patates kizartmasinda yaptiklari calismada 180°C’de 2-
4,5 dk arasinda degisen siirelerde kizartilmig patateslerin renk degerleri ile
akrilamid konsantrasyonu arasinda korelasyon incelendiginde akrilamid ile L*
arasinda negatif yonde (P<0,05, r = -0,92), a* ile pozitif yonde anlamli bir
korelasyon(P<0,05, r = 0.90), b* ile pozitif yonde anlaml bir korelasyon (P<0,05,
r = 0,92) bulmuslardir. Akrilamid ve nem miktar1 arasinda negatif yonde (P<0,05,

r =-0,96) anlaml1 bir korelasyon bulmuslardir.

Vinci et. al. (2010) patates kizartmasinda yaptiklar1 ¢alisgmada akrilamid
konsantrasyonu ile L* arasinda negatif yonde anlamli bir korelasyon (P<0,01, r =
-0,59), a* arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon(P<0,01, r = 0,80), b*
arasinda negatif yonde anlamli bir korelasyon (P<0,05, r = 0,22) bulmuslardir.
Akrilamid 1ile frikktoz konsantrasyonu arasinda pozitif yonde anlamli bir
korelasyon (P<0,01, r = 0,83), glukoz konsantrasyonu arasinda pozitif yonde
anlaml bir korelasyon (P<0,01, r = 0,65) bulmuslardir.



Cizelge 4.1. Kumruda belirlenen akrilamid, protein, glukoz, fruktoz, indirgen seker, pH, nem ve L a, b degerleri®

Ornek | Akrilamid | % Protein Glukoz Friiktoz Indirgen seker % Nem pH Renk degerleri
No miktar1 (w/w) miktar1 miktar1 miktar1 (mg/kg) (w/w) L* a* b*
(ug/kg) (mg/kg) (mg/kg) (Glukoz+Friiktoz)

1 21,70°40,17 7,5840,02 | 1157,6"+0,4 3140,8+1,0 4298,4°+1,4 | 32,5340,07 | 5,97°+0,01 | 73,65™40,02 | 5,2940,02 | 24,74940,03
2 35,14"+0,05 |  7,09°+0,11 337,7°+0,4 | 3348,3%+0,9 3686,0%41,2 | 35,07°+0,12 | 5,81%+0,01 76,6270 | 3,72+0,01 | 22,50°+0,01
3 26,54"+0,54 |  7,44'+0,04 | 2310,4°+0,4 | 3636,9°+0,2 5947,2°+0,7 | 35,84°40,40 | 5,58"+0,01 | 69,47"+0,04 | 5,72940,02 | 23,90"+0,04
4 34,93+0,28 | 7,91"+0,06 659,2°+0,5 |  1692,0™+0,2 2351,3°+0,7 | 31,899+0,06 5,00°40 | 75,07°+0,03 | 4,64+0,02 | 23,13"+0,02
5 21,93°40,40 | 7,28%+0,11 673,1"10,6 | 3153,2°40,3 3826,340,8 | 32,6440,23 | 5,78"t0,01 | 74,1140,04 | 4,5040,01 | 24,21+0,06
6 24,10"+0,20 8,17940 | 2813,0%0,6 | 6813,4%0,3 9626,4%+0,9 | 34,75°+0,17 | 5,61™+0,01 | 73,780,022 | 5,58"+0,01 | 24,08+0,03
7 18,84P+0,16 |  7,90"+0,14 | 1504,4°+0,5 | 3689,1°+0,4 5193,5°+1,0 | 30,93"+0,28 | 6,00°+0,01 72,640,02 | 5,71940,01 | 25,30°+0,02
8 28,9240,15 7,3540,04 384,0+0,4 2239,6+0,7 2623,7"+1,1 | 33,02°40,05 | 5,97°+0,01 | 75,46°+0,02 | 4,08°+0,02 | 23,25+0,03
9 25,8840,12 | 8,29°+0,30 | 802,0"+0,5 | 1630,1°+0,5 2432,1™1,0 | 36,06°+0,15 | 5,90°+0,01 | 73,75°+0,03 | 4,31"+0,01 | 22,91°+0,02
10 2590+0,01 | 8,26°+0,06 | 1079,6+0,7 | 1883,0°+0,1 2962,6'10,6 | 34,93°+0,21 | 5,97°+0,01 | 74,63°+0,04 | 3,75°+0,03 | 23,19™+0,01
11 36,47940,32 | 8,019"+0,01 1139,2'+0,6 1484,4'10,1 2623,6™0,7 | 36,64°40,04 | 5,63+0,01 | 67,68°40,24 | 6,25°+0,06 | 23,27'+0,05
12 63,98°10,28 |  8,64°+0,09 605,6°0,3 |  1606,5°+0,5 2212,2°40,1 | 30,2940,16 | 5,8740,01 | 62,99°+0,04 | 7,94%+0,01 | 26,21°+0,02
13 48,94°+0,03 |  8,79%+0,06 935,7+0,4 | 2565,7"0,4 3501,540,8 | 33,70°40,22 | 5,91°+0,01 | 69,86+0,05 | 6,51%0,02 | 25,15°+0,04
14 31,094027 | 9,17°+0,09 | 1189,3+0,5 691,040,2 1880,340,3 | 32,82°'10,11 | 5,99°+0,01 | 68,52°40,12 | 6,52°+0,03 | 25,51°+0,08
15 28,51+0,23 | 8,10"+0,01 129,340 | 1161,8°+0,4 1291,1°+0,4 | 36,41°40,14 | 6,13°+0,01 | 73,05+0,02 | 4,68"+0,02 | 24,56"+0,04
16 61,89°+0,18 | 8,84™+0,01 974,6°40,6 | 2617,6%0,7 3592,2"+0,2 | 26,01't0,29 5,7040 | 66,9240,03 | 7,35°+0,02 | 26,20°+0,04
17 42,92°40,72 8,89°+0 | 2221,9°+0,1 2082,3+0,3 4304,3°+0,4 | 25,8540,23 | 5,659+0,01 | 68,82"+0,03 | 7,17°+0,02 | 26,51%+0,02
18 22,40"0,50 | 8,45%+0,04 | 1178,5%t0.4 | 1822,1M+0,1 3000,6"+0,5 | 29,2740,06 | 5,64+0,01 | 74,75°40,01 | 4,42"+0,01 | 22,87°40,03
19 39,1940,32 |  8,92°+0,05 | 1456,4°+0,2 1877,340,8 3333,7+1,0 | 27,7840,11 | 5,6540,01 | 71,30°40,02 | 5,9440,01 | 24,9140,02
20 62,98°+0,28 |  8,64°°+0,09 595,2°P+0,3 | 1574,3%+0,4 2169,5°+0,7 | 30,2940,16 | 5,87'+0,01 | 62,99°+0,04 | 7,94°+0,01 | 26,21°+0,02

*Ayni siitundaki farkli harfler Duncan testine gore farkli gruplari ifade etmektedir.
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Sekil 4.5. K7 kodlu kumruya ait LC-MS/MS kromotogram ve spektrumu
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Sekil 4.6. K9 kodlu kumruya ait LC-MS/MS kromotogrami ve spektrumu
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Sekil 4.7. K14 kodlu kumruya ait LC-MS/MS kromotogram ve spektrumu
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Sekil 4.8. K18 kodlu kumruya ait LC-MS/MS kromotogrami ve spektrumu
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4.3.Boyoz Analiz Sonuclar:

[zmir merkezden alman 20 adet boyoz orneginde akrilamid, protein,
indirgen seker; glukoz ve frikktoz, pH, nem, L*a*b* analizleri
gerceklestirilmistir. Akrilamid, pH, nem analizleri {icer paralel, protein, indirgen
seker; glukoz ve friikktoz analizleri ikiger paralel, L*, a*, b* renk degerleri dort
paralel olarak gerceklestirilmistir. Boyoza ait analiz sonuclar1 Cizelge 4.2’de

verilmistir.
4.3.1. Boyoz Orneklerinde pH

Boyoz oOrneklerinin pH degerleri 5,63-6,16 arasinda bulunmustur. Boyoz
orneklerinin ortalama pH’s1t 6,01 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen
istatistiksel analiz sonucunda boyoz drneklerinin pH degerleri arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuclar1 Cizelge 4.2.°de

goriilmektedir.
4.3.2. Boyoz Orneklerinde Nem

Boyoz Orneklerinin nem igerigi w/w olarak %16,13 ile %27,76 arasinda
bulunmugtur. Boyoz Orneklerinin ortalama nem icerigi %?22,06 olarak
hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda boyoz 6rneklerinin
nem igerikleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.
4.3.3. Boyoz Orneklerinde Renk Degerleri; L*, a*, b*

Boyoz oOrneklerinin L* degerleri 54,23 ile 70,44 arasinda degismektedir.
Ortalama L* degeri 62,71 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel
analiz sonucunda boyoz Orneklerinin L* degerleri arasinda anlaml bir farklilik

tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2.”de goriilmektedir.

Boyoz Orneklerinin a* degerleri 5,42 ile 10,09 arasinda degismektedir.
Ortalama a* degeri 7,85 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz
sonucunda boyoz Orneklerinin a* degerleri arasinda anlamli bir farklilik tespit

edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuclar1 Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.
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Boyoz oOrneklerinin b* degerleri 23,88 ile 29,31 arasinda degismektedir.
Ortalama b* degeri 27,04 olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel
analiz sonucunda boyoz Orneklerinin b* degerleri arasinda anlamh bir farklilik

tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2.”de goriilmektedir.
4.3.4. Boyoz Orneklerinde Protein

Boyoz orneklerinin protein miktar1t w/w olarak %6,41 ile %7,98 arasinda
bulunmugtur. Boyoz Orneklerinin ortalama protein miktar1 %7,31 olarak
hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda boyoz 6rneklerinin
protein igerikleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan

testi sonuclar1 Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.
4.3.5. Boyoz Orneklerinde Indirgen Seker

Boyoz orneklerinin glukoz konsantrasyonu 419,6 mg/kg ile 2079 mg/kg
arasinda bulunmustur. Boyoz orneklerinin ortalama glukoz miktar1 1110 mg/kg
olarak hesaplanmistir. Gerceklestirilen istatistiksel analiz sonucunda boyoz
orneklerinin glukoz icerikleri arasinda anlamli bir farklihik tespit edilmistir
(P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2.°de goriilmektedir. Sekil 4.9.’da
standart glukoz ve friikktoz iceren ¢ozeltinin HPLC kromatogrami, Sekil 4.10.°de

ise B10 kodlu 6rnege ait kromatogram yer almaktadir.

Boyoz orneklerinin friikktoz konsantrasyonu 636 mg/kg ile 1721 mg/kg
arasinda bulunmustur. Boyoz orneklerinin ortalama friikktoz miktar1 1054 mg/kg
olarak hesaplanmistir. Gerceklestirilen istatistiksel analiz sonucunda boyoz
orneklerinin friikktoz igerikleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir

(P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.

Boyoz orneklerinin indirgen seker (glukoz+fruktoz) konsantrasyonu 1092
mg/kg ile 3332 mg/kg arasinda bulunmustur. Boyoz Orneklerinin ortalama
indirgen seker miktar1 2163 mg/kg olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen
istatistiksel analiz sonucunda boyoz rneklerinin toplam indirgen seker icerikleri
arasinda anlamli bir farkhilik tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglari

Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Glukoz ve Fruktoz standartlarina ait HPLC kromotogrami

Sekil 4.10. B10 kodlu boyoza ait glukoz ve fruktoz kromotogrami
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4.3.6. Boyoz Orneklerinde Akrilamid

Izmir’deki iireticilerden alman 20 farkli boyoz 6rneginde 3 paralel olarak
akrilamid analizi gerceklestirilmistir. Sonuglar hesaplanirken i¢ standart yontemi
kullanilmistir. Analiz sonuglarinda her bir 6rnegin akrilamid igerigi pg/kg olarak
hesaplanmistir ve bu sonuclar Cizelge 4.2.°de goriilmektedir. B4, B7, B8, B9
kodlu boyoz orneklerine ait kromotogramlar ve kiitle spektrumlar1 Sekil 4.11.,
Sekil 4.12., Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’de goriilmektedir.

Boyoz orneklerinin akrilamid konsantrasyonu 28,33 pg/kg ile 63,53 pg/kg
arasinda tespit edilmistir. Boyoz 6rneklerinin ortalama akrilamid konsantrasyonu
42,48 pg/kg olarak hesaplanmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda
boyoz Orneklerinin akrilamid konsantrasyonlari arasinda anlamli bir farkhilik

tespit edilmistir (P<0,05). Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2.”de goriilmektedir.

Pearson korelasyon testi sonucuna goére boyoz Orneklerinde bulunan
akrilamid konsantrasyonu ile protein miktar1 arasinda anlamli bir korelasyon
bulunamamistir (P<0,05; P<0,01). Akrilamid ve nem degerleri arasinda negatif
yonde anlamli bir korelasyon bulunmustur (P<0,01, r = -0,581). Yani nem igerigi
yiiksek olan Ornegin akrilamd konsantrasyonu diisiik bulunmustur. Akrilamid ve
renk degerleri arasinda da anlamli bir korelasyon bulunmustur (P<0,01).
Akrilamid ve aydmlik degeri L* arasinda negatif yonde anlamli bir korelasyon
bulunurken (P<0,05, r = -0,527), akrialmid ve a* degeri arasinda pozitif yonde
anlamli bir korelasyon bulunmus (P<0,05, r = 0,452), akrilamid ve b* degeri
arasinda da yine pozitif yonde anlamli bir korelasyon bulunmustur ( P<0,05, r =
0,507). Boyoz orneklerinde akrilamid konsantrasyonu ile friikktoz arasinda pozitif
yonde anlamli bir korelasyon bulunurken (P<0,05, r = 0,475), akrilamid
konsantrasyonu ile glukoz, indirgen seker ve pH degerleri arasinda anlamli bir
korelasyon bulunamamistir (P<0,05; P<0,01).

Gokmen et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada hamur formulasyonunun
akrilamid olusumuna etkileri arastirilmis ve tarife glukoz, fruktoz yerine sakaroz
koymanm akrilamid olusumunu %50 azalttig1l, formulasyona sitrik asit ilave
edilerek pH 7.40’dan 3.28’e diisiiriildiigiinde akrilamid konsantrasyonunun % 67

diistiigiinii bulmuslardir.



Cizelge 4.2. Boyozda belirlenen akrilamid, % protein, glukoz, fruktoz, indirgen seker, pH, % nem, L,a'b™*

Ornek | Akrilamid % Protein Glukoz Fruktoz Indirgen seker % Nem pH Renk degerleri
No miktar1 (w/w) miktar1 miktar1 miktar1 (mg/kg) (w/w) L* a* b*
(ng/kg) (mg/kg) (mg/kg) | (Glukoz+Friiktoz)

1 48,07°£0,30 | 6,41"+0,04 2078,6%+1,5 | 1243,4°+0,6 3322,1%422 | 23,75%40,19 | 5,68™0 | 66,28°0,11 | 7,7240,02 | 28,42°40,03
2 33,38"+0,05 | 7,33%+0,11 1720,2°+0,7 | 1173,9%1,3 2894,1°42,0 | 27,7%40,16 | 6,14°40,01 | 66,08°+0,04 | 5,49°+0,04 | 24,52"+0,05
3 59,46°+0,07 | 7,30%+0,38 928,8"+1,3 | 1501,4°+0,6 2430,2"+2,0 | 16,79™+0,36 | 5,9540,01 | 60,710,026 | 9,51°+0,09 | 28,49°+0,09
4 36,2840,22 6,839+0,04 1182,4%0,9 | 880,9"0,5 2063,340,3 | 24,19°4+0,52 | 6,14°+0 59,83°+0,03 | 7,04™0,03 | 23,88°+0,03
5 46,51°400,23 | 7,38°°+0,06 | 1282,4°t1,1 | 1270,6%1,5 2552,9'40,4 | 19,82'+0,34 | 5,97+0 57,13°40,03 | 10,09%+0,02 | 27,65%+0,03
6 52,19°40,19 6,819+0,01 1098,6"£1,0 | 1700,0°+1,4 2798,6%+0,4 | 16,93™+0,83 | 6,03%+0 55,24'+0,03 | 7,85"t0,03 | 29,31%+0,03
7 48,55'40,17 | 7,65%°9+0,08 | 738,4%t12 | 779,4°+1,0 1517,842,3 | 22,839+0,11 | 6,16°+0,01 | 62,644+0,06 | 8,91°+0,05 | 27,719+0,05
8 63,53'10,13 | 7,47°°40,15 | 1308,7°+0,5 | 1206,20,4 2514,8%40,1 | 17,25™+0,21 | 6,03%+0,01 | 54,23°+0,31 | 8,59+0,02 | 28,37°+0,02
9 33,62"40,31 | 7,38°+0,07 977,440,7 | 1097,2+0,9 2074,6'1,6 | 22,419"+0,33 | 6,13°+0,01 | 61,18+0,01 | 7,41*+0,03 | 25,07'+0,04
10 43,3340,16 | 7,71%°°+0,34 | 1084,6+1,1 | 1720,6*+0,6 2805,2°40,5 | 24,51°40,45 | 5,88+0,01 | 62,36+0,10 | 7,7940,02 | 26,67+0,06
11 37,6040,25 | 6,989+0,05 868,1°40,7 | 635,9'+0,6 1504,1°+1,2 | 23,35%+0,15 | 6,02"+0 66,079+0,04 | 7,80+0,02 | 28,07°+0,03
12 46,61°40,13 | 6,89fg+0,09 | 1062,4+0,7 | 911,540,7 1973,840 | 16,13"0,38 | 5,970 69,09°+0,10 | 7,28+0,05 | 28,07°+0,03
13 48,56°+0,10 | 7,85™+0,07 | 17452°¢12 | 885,9"+0,3 2631,1°40,9 | 27,40°°+0,13 | 6,04+0,01 | 66,92°40,02 | 6,44°£0,02 | 25,84"+0,01
14 32,63™0,12 | 6,64%"+0,01 665,540,8 | 757,4°40,8 1422,9%1,6 | 20,49"+0,20 | 6,02"+0 68,93°+0,04 | 6,99"+0,02 | 27,17'+0,02
15 38,8140,64 | 7,65™°°+0,04 | 419,6'+0,8 | 672,8%1,1 1092,3'+1,8 | 22,13"+0,22 | 6,100 61,7840,08 | 9,01°+0,01 | 27,87+0,05
16 40,18"+0,05 | 7,48°°+0,24 953,3"+0,5 | 745,8'0,8 1699,0°+1,3 | 22,539+0,12 | 6,08°+0 60,96™0,06 | 8,38%+0,01 | 27,51"+0,03
17 36,8940,83 | 7,87%°+0,04 | 1270,7°+0,8 | 1062,3+1,2 2332,9+2,0 | 21,5840,22 | 5,99'+0 61,1940,04 | 8,88°+0,01 | 27,67°+0,03
18 33,02™+0,13 | 7,98%+0,03 1076,641,0 | 712,2°+1,1 1788,8°40,1 | 21,5740,16 | 6,040 63,40"+0,10 | 9,06°+0,06 | 28,78°+0,02
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5. SONUC

Gergeklestirilen bu caliyma sonucunda akrilamid diizeyini belirlemek i¢in
LC-MS/MS’ de kisa, pratik ve giivenilir bir metod olusturulmustur. Bu yontem
akrilamidin gidadan su ile ekstraksyonunu, Oasis MCX kartus ile saflagtiriimasi
ve LC-MS/MS’de okunmasim kapsar. Bu yoOntemde i¢ standart teknigi
kullanilmustir. I¢ standart olarak D3 akrilamid kullanilmustir. Yontemin geri
kazanimi %99,3 olarak tespit edilmistir. Yontemin saptama limiti (LOD) 1,5
ug/kg, raporlama limiti (LOQ) 5,0 pg/kg olarak bulunmustur.

Gelistirilen bu  yontemle Izmir piyasasindan alman geleneksel
triinlerimizden kumru ve boyozda akrilamid miktarlar1 tespit edilmistir.
Akrilamid analizinin yanmi sira pH, % nem, % protein, L*, a*, b* degerleri, glukoz,
friikktoz, toplam indirgen seker analizleri yapilmis ve akrilamid konsatrasyonu ile

bu parametreler arasinda korelasyon arastirilmistir.

Kumruda akrilamid konsantrasyonu 18,84 ug/kg ile 63,98 pug/kg arasinda
degismektedir. Kumru oreklerinde pH degerleri 5,00 ile 6,13 arasinda; nem
%25,85 ile %36,82 arasinda; protein degerleri %7,09 ile %9,17 arasinda; L*
degeri 62,99 ile 76,62 araliginda; a* degeri 3,72 ile 7,94 araliginda, b* degeri
22,87 ile 26,21 araliginda; glukoz konsantrasyonu 129,3 mg/kg ile 2813 mg/kg
araliginda; friiktoz konsantrasyonu 691 mg/kg ile 6813 mg/kg arasinda; toplam
seker konsantrasyonu 1291 mg/kg ile 9626 mg/kg arasinda saptanmistir.
Kumrudaki akrilamid konsantrasyonu ile % protein miktar: arasinda pozitif yonde
anlaml bir korelasyon (P<0,05), akrilamid konsantrasyonu ile % nem arasinda
negatif yonde anlamli bir korelasyon (P<0,05), akrilamid konsantrasyonuyla L*
arasinda negatif bir korelasyon (P<0,01), akrilamid konsantrasyonuyla a* ve b*
degerleri arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon (P<0,01) bulunurken,
akrilamid konsantrasyonu ile pH, glukoz, fruktoz, toplam indirgen seker

konsantrasyonu arasinda anlamli bir korelasyon bulunamamistir (P<0,05; P<0,01).

Boyozda akrilamid konsantrasyonu 28,33 pg/kg ile 63,53 pg/kg arasinda
degismektedir. Boyoz orneklerinde pH degerleri 5,63 ile 6,16 arasinda; nem
%16,13 ile %27,76 arasinda; protein degerleri %6.,41 ile %7,98 arasinda; L*
degeri 54,23 ile 70,44 araliginda; a* degeri 5,42 ile 10,09 araliginda, b* degeri
23,88 ile 29,31 araliginda; glukoz konsantrasyonu 420 mg/kg ile 2079 mg/kg
araliginda; friiktoz konsantrasyonu 636 mg/kg ile 1720 mg/kg arasinda; toplam
seker konsantrasyonu 1092 mg/kg ile 3332 mg/kg arasinda saptanmustir.
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Boyozdaki akrilamid konsantrasyonu ile friikktoz arasinda pozitif yonde
anlaml bir korelasyon (P<0,05), akrilamid konsantrasyonu ile % nem arasinda
negatif yonde anlamli bir korelasyon (P<0,01), akrilamid konsantrasyonuyla L*
arasinda negatif yonde anlamli bir korelasyon (P<0,01), akrilamid
konsantrasyonuyla a* ve b* degerleri arasinda pozitif yonde anlamli bir
korelasyon (P<0,01) bulunurken, akrilamid konsantrasyonu ile pH, glukoz, toplam
indirgen seker konsantrasyonu ve %protein arasinda anlamli bir korelasyon

bulunamamistir (P<0,05; P<0,01).
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