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OZET

AKRILAMID’IN ANALITIK YONTEMLER KULLANILARAK ANALIZI VE
GIDALARDAKI TAYINI

Miijde Aslhi ISIKDAG
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2018
Danisman: Prof. Dr. Goksel ARLI
fkinci Danisman: Dog. Dr. Nafiz Oncii CAN

Bu ¢aligsmada doniisiimlii voltametri ¢alismalar1 sonucunda akrilamidin indirgenme
reaksiyonunun tersinmez ve diflizyon kontrollii oldugunu goéstermistir. Bu amacla
Osteryoung Kare Dalga Voltametrisi yontemi kullanilarak yiiriitiilen ¢aligmalarda
oncelikle hiicreden 5 dk. siiresince 0.5kg cm-2 basingta azot gazi gegirilmistir. Yapilan
calismalarda, tamponsuz ¢alisilmasina karar verilmis ve baglangi¢ potansiyeli -1400mV
olarak tespit edilmistir. Civa biiyiikliigii 80 ms’ye tekabiil eden degerin analitik agidan en
kaliteli veriyi saglayan civa biiylikliigii oldugu goriilmistiir. Destek elektrolit se¢imi i¢in
yapilan caligmalarda; tetra butil amonyum bromiir kullanildiginda -1.5V ve -1.97V’da iki
polarografik pik goézlenmistir. Tetra metil amonyum iyodiir ve LiCl ile alinan
voltamogramlarda ise LiCl ile elde edilen pikin daha diizgiin oldugu saptanmistir ve 0,5M
LiCl derisiminde ¢alisilmasina karar verilmistir. Optimal kosullar altinda, 2.8x10-6 —
6x10-5 M (0,2ppm-4,26ppm) derisim araliginda kalibrasyon ¢alismalar1 yapilmig, R2 =
0.999 ve %RSD= 1,24 elde edilerek, gidalarda akrilamid tayini i¢in tekrarlanabilirlik ve
tekrariiretilebilirlik ¢caligmalar1 yapilmistir. Sonug olarak akrilamidin gidalardaki tayini
icin hizli, kolay, duyarli, se¢ici ve herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan, bir
voltametrik yontem gelistirilmistir. Gidalarda daha diisiik seviyelerdeki akrilamid tayini
ise, isokratik eliisyon teknigi kullanilarak bir ters faz kolonu kulanilarak YPSK yontemi

ile gerceklestirilmistir.

Anahtar Sézciikler: Akrilamid, Gida Analizleri, Osteryoung Kare Dalga Voltametresi,
YPSK



ABSTRACT

ANALYSIS OF ACRYLAMIDE USING ANALYTICAL METHODS AND ITS
DETERMINATION IN FOODSTUFFS

Miijde Asli ISIKDAG
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health, August, 2018
Supervisor: Prof. Dr. Goksel ARLI
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

In this study, the conversion of the acrylamide reduction reaction is irreversible and
diffusion controlled as a result of the cyclic voltammetry studies we have done. For this
purpose, in studies carried out using Osteryoung Square Wave Voltammetry method, 5
min. nitrogen gas was passed through at a pressure of 0.5 kg cm™. In the studies
conducted, it was decided to work without the buffer and the initial potential was
determined as -1400 mV. The mercury size was found to be the mercury size which
provides the highest quality data in terms of analytical value corresponding to 80 ms. In
studies for support electrolyte selection; two polarographic peaks were observed at -1.5V
and -1.97V when tetrabutyl ammonium bromide was used. In the voltamograms obtained
with Tetra methyl ammonium iodide and LiCl, the peak obtained with LiCl was found to
be smoother and it was decided to work at 0.5 M LIiCIl concentration. Under optimal
conditions, calibration studies were performed at a concentration range of 2.8x10-6 -
6x10-5 M (0.2 ppm-4,26 ppm), and reproducibility and reproducibility studies were
performed for acrylamide determination in food with R? = 0.999 and% RSD = 1,24 As a
result, a voltammetric method has been developed that is quick, easy, sensitive, selective
and does not require any separation for the acrylamide residue. Lower levels of
acrylamide were determined by HPLC using an inverted phase column using an isocratic

elution technique.

Keywords: Acrylamide, Food Analysis, Osteryoung Square Wave Voltammetry, HPLC
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1. GIRIS

Akrilamid insan sagligint olumsuz yonde etkileyen toksik bilesenlerden birisidir.
79-06-1 CAS numarasina sahip olan akrilamidin diger isimleri etilen karboksamid,
propenoik asit amid, akrilik amid ve vinil amiddir. CAS adlandirmas1 2-propenamid
seklindedir ve CH2-CHCONH:2 molekiil formiiliine sahiptir. Molekiil agirligi 71,08 olan
akrilamid, benzenden kristallendirilir ve oda sicakliginda kokusuz, tatsiz, beyaz renkli
kat1 kristaller halinde bulunur. Bilesiminde %50,69 karbon, %7,09 hidrojen, %19,71 azot
ve %22,51 oksijen elementlerini i¢erir. Hem zayif asidik hem de zayif bazik karaktere

sahip olan akrilamidin iki ve ii¢ boyutlu molekiil sekilleri bulunmaktadir (Sekil 1.1).

HZC/\H/NHZ

Sekil 1.1. Akrilamidin molekiil yapisinin gésterimi

Akrilamid’in bilim diinyasina girisi 1997 yilinda Isve¢’te gerceklestirilen bir tiinel
ingaat1 sirasinda yasananlara dayanmaktadir. Tiinel duvarlarinin insaati sirasinda nehir
yatagindan kaynakli su sizintistm1 engellemek amaciyla, baglayici harca su tutucu
ozelliginden dolay1 akrilamid katilmig ve bir siire sonra ¢cevrede biiylikbas hayvan ve balik
Oliimleri goriilmeye baslanmistir. Bunun iizerine yapilan incelemede cevreye biiyiik
miktarda akrilamid sizdigi ve bu sizintinin hayvan oliimlerine neden oldugu tespit
edilmistir. Buna ek olarak, yayilan akrilamidin ¢evrede yasayan insanlar1 ve ingaatta
calisan personeli de etkiledigi diislinilmiis, yapilan analizlerde bireylerin kaninda
akrilamidin hemoglobin ile reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan bazi katilma iriinlerine
rastlandig1 rapor edilmistir [1].

24 Nisan 2002 yilinda Isvigre Ulusal Gida Otoritesi ve Stokholm Universitesi 1s1l
islem gormiis karbonhidrat bakimindan zengin besinlerin onemli Ol¢iide akrilamid
igerdiklerini duyurmuslardir [2]. Bu tespit daha 6nce hayvansal besinlerde de akrilamid
bulundugu yoniindeki agiklamalari takip eden yeni bir tespit olmustur. Biitiin bu bulgular

1s18inda Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi akrilamidi 2A grubu “insan sagligi igin



olas1 kanserojen” olarak olarak siniflandirmistir. Ayrica yiiksek seviyelerde alindiginda
sinir sistemine zarar verdiginin belirlenmesi, akrilamidin diinya ¢capinda dikkat gekmesine
neden olmustur [2-4]. Ozellikle karbonhidratca zengin besinlerde, ornegin yiiksek
sicakliklarda islem gérmiis patates kizartmasi ve patates cipslerinde, akrilamid olusumu
dikkat cekmistir. Avrupa ve Amerika’da yapilan arastirmalar sonucunda 120°C’nin
tizerindeki sicakliklarda pisirilen besinlerde olusan akrilamid ve Gida ve Tarim orgiitii
(FAO), Gida Giivenirliligi Enstitiisii (JIFSAN) ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
tarafindan da iizerinde dikkatle durulmasi gereken bir madde olarak siniflandirilmistir.
Biitiin bu gézlemlerden sonra pek ¢ok arastirmaci tarafindan akrilamide maruz kalma ile
ilgili, akrilamidin besinlerde nasil olustugu ve ne sekilde bulundugu ile ilgili, ayrica insan
saglhigina kars1 etkileri ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir [2, 3, 5].

Akrilamid ile ilgili ilk basaril1 caligsma, farkli guruplar tarafindan eszamanli olarak
yiriitiilen akrilamidin kompleks Maillard reaksiyonu ile, seker ve asparajin miktarinin
diismesi sonucu olusum mekanizmasinin aydinlatildigi ¢alismalar olmustur. Daha sonra
buna ek olarak, peptitlerden, proteinlerden ve biyojenik aminlerden olusum

mekanizmalar1 da aydinlatilmistir [2].

1.1.  Akrilamidin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Akrilamid, suda eriyen bir vinil monomeridir. Yapisinda farkli fiziksel ve kimyasal
ozelliklerde polar fonksiyonel gruplar igeren poliakrilamidlerin ve kopolimerlerin
sentezinde kullanilmaktadir. Akrilamidin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Tablo

1.1)’de verilmistir. Akrilamidin monomer ve polimer olmak tizere yapilar1 vardir.

1.1.1. Monomer

Otonom sinir sistemi tizerinde toksik etkiye neden oldugu, laboratuar hayvanlarinda
yailan d eneylerde kanserojen etkileri tespit edildigi ve bu nedenle insanlar {izerinde de
kanserojen Ozellikleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Akrilamidin bu formu arastirma
laboratuvarlarinda jel hazirlanmasinda ve protein ayirma tekniklerinden biri olan

elektroforez isleminde kullanilmaktadir.



1.1.2. Polimer

Polimer olarak akrilamid bircok alanda kullanilmaktadir. Igme suyu ve atik sularin
tyilestirilmesinde, zenginlestirilmis petroliin geri kazaniminda, kagit, boya, kozmetik ve
sabun, dis macunu gibi temizlik malzemeleri endiistrisinde, boya iiretiminde, toprak
diizenleyici ajan olarak, madenlerin islenmesinde, katki maddesi olarak, plastik

tiretiminde, kontak lens iiretiminde, kimyasal ve ¢evresel bazi uygulamalarda kullanil-

dig1 belirtilmistir [6].

Tablo 1.1. Akrilamidin Kimyasal Yapist ve Kimyasal/Fiziksel Ozellikleri

Ozellikleri Veri Kaynak
CAS No. 79-06-1
Yaygin adlandirma 2-propenamid Budavari ve ark. 1989
Molekiil formiilii C3HsNO
Kimyasal yapisi CH»=CH-C-NH:

l

@)
Fiziksel durumu kati kristal Budavari ve ark. 1989
Molekiil agirhigt 71.08 Budavari ve ark. 1989
Erime noktasi 84.5°C Budavari ve ark. 1989
Kaynama Noktasi 125°C Budavari ve ark. 1989
Suda ¢oziiniirligii 2155 g/L at 30 °C Budavari ve ark. 1989
Yogunlugu 259C’de, 1.127 Budavari ve ark. 1989
Buhar Yogunlugu (hava = 1) 2.46 Verschueren 1983

KOC

Buhar basinci

Reaktivite

Parlama noktasi
Henry's Yasasi sabiti
Koku

Doniisiim faktorleri

O6nemli miktarda
adsorpsiyonu yok

7 x 103 torr at 20 °C
Isitildig1 zaman siddetle
Polimerize olur.

138°C

302 x 101% atm-m3/mol
kokusuz

1 ppm = 2.95 mg/m3

1 mg/m3 = 0.34 ppm

HSDB 1994
ACGIH 1991

Keith ve Walters 1985
Keith ve Walters 1985
HSDB 1994

Keith ve Walters 1985

Verschueren 1983




1.2. Alinabilecek Akrilamid Miktar:

Farkli beslenme programlar1 uygulanarak cesitli gruplar tizerinde akrilamid alimi
ile ilgili arastirmalar yapilmistir. Hesaplanan ortamala akrilamid miktari, yetiskinlerde
viicud agirlig1 basina giinliik ortalama 0,3-0,6 pg/kg iken ¢ocuklar ve ergenlerin viicud
agirliklar1 basina daha fazla akrilamid alimina egilimli olarak beslendikleri belirlenmistir
(0,4-0,6 pg/kg). Bu durum gocuklar ve ergenlerin daha fazla oranda akrilamid igeren
patates kizarmasi1 ve patates cipsleri gibi besinleri tilketmeleri ile agiklanabilir. Besinlerin
yiiksek akrilamid igerikleri iilkeden iilkeye geleneksel beslenme sekillerine ve yiyecekleri
hazirlama metodlarina pisirme tekniklerine gore degismektedir. Ornegin Almanya’da
patates triinleri, ekmek ve corekler yaklasik 240 g/giin gibi yiliksek tiiketim oranlar
nedeniyle alinan akrilamidin yaklasik %25’ini olusturur. Amerika’da yapilan Peterson ve
Tran’in ¢alismasinda, akrilamid miktar1 ¢ok olan besinlerin, giinliik enerji alimimnin
%?38’ine, demir alimmin %47’sine, folat alimmin %42’sine denk geldigini tespit

etmislerdir. Sigara i¢imi de akrilamid alimini 1-2 pg/sigara olarak arttirmaktadir [2].

1.3. Akrilamid’in Mekanizmasi

Polaritesi ve diisitk molekiiler agirligi nedeniyle besinlerde bulunan akrilamid
hayvanlar ve insanlar tarafindan kolaylikla alinir ve viicudlarinda dagilabilir. Ancak,
bliylik olasilikla protein igerikli besinler gibi bazi karmasik besin matriksleri ile
akrilamidin etkilesimi bu durumun artmasina neden olmaktadir. Besin alindiktan sonra,
kan yoluyla akrilamid biitiin viicutta hizli bir sekilde yayilmaktadir. Timus, karaciger,
kalp, beyin, bobrekler ve hatta anne siitiinde bile bulunabilmektedir [2].

Akrilamidin karacigerde sitokrom (P450) yolu ile glutatyona baglanmasi ve
bunun yani sira glisidamide epoksidasyonu bu biiyiikk ve onemli metabolik yolu
aciklamaktadir. Ilging bir sekilde, toksikokinetik ¢aligmalar kandaki akrilamid
seviyesinin diismesinde daha 6nemli bir ikinci yol agiklamaktadir. Glisidamide olusumu
akrilamidin genotoksik etkilerinin olusmasinda 6nemli bir basamak olarak goriilmektedir.
Akrilamid ve glisidamide (ki daha yliksek oranda glisidamide) kandaki hemoglobin ve
enzimler gibi makromolekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. Boylelikle akrilamidin
epoksidasyonu sonucu olusan glisidamid DNA ile reaksiyona girebilmekte ve genlerdeki

mutasyona ve kanser olusumuna neden olabilmektedir [2].



1.4.  Akrilamidin Kanserojen Ozelligi

Yapilan c¢aligmalar akrilamidin 2 6nemli etkisi oldugunu gostermistir. Bunlar
kanserojen etkisi ve norotoksik etkisidir. Norotoksik etki, yalmzca yiisek akrilamid
seviyelerinde (NOAEL 0,5 mg/kg viicud agirhgi ve giinlik) goriilebilir. Viicuda
besinlerle bu oranda akrilamid almak miimkiin gériilmemektedir. Bununla beraber
akrilamid ve akrilamidin metaboliti olan glisidamide’in kanserojik ve genotoksik
etkileriyle ilgili 6nemli kanitlar bulunmaktadir. Farelerde ve insan hiicresinde yapilan
hiicre kiiltiiri caligmalar1 akrilamidin kromazomal kirilmalar1 tesvik ettigini ve
mutasyonlara neden olabildigini gostermektedir. Bu kromazomal degisim o&zellikle
adeninin guaninle, guaninin sitosin ile degisimi ile olmaktadir. Fareler tizerinde yapilan
calismalar, akrilamidin troid bezlerinde, testislerde, akcigerlerde ve beyinde tiimorlere
neden olabilecegini gostermektedir. Fischer sicanlari iizerinde yapilan ¢aligmalarda
viicud agirlig1 basina 2mg’dan fazla miktarda akrilamid alindiginda, tiroid bezlerinde
merkezi sinir sisteminde, rahim bezlerinde ve diger bezlerde tiimor olusumunun arttig1
gorilmistiir [2].

Akrilamidin agizdan tek doz olarak alinmasi ile hayvanlar ve insanlar {izerinde sinir
sistemlerinde zararli etkilerinin ortaya ¢iktign goriilmektedir. Ozellikle bu toksik etki
erkek deney hayvanlarinda iireme organlarinda ortaya ¢ikmistir. Akrilamid igin zararli
doz, giin igerisinde besinlerle alinan yaklasik dozun (besinlerden alinan miktar 1-10
ug/kg/giin) 4-5 kat1 veya fazlasidir [6].

Ancak hayvanlarla yapilan deneylerde yiiksek oranda akrilamid kullanildig: i¢in,
besinlerle alman akrilamid miktarlarinin bu sonuclar1 doguracagini kesin olarak
sdylenemez. Insanlardaki kanser riski iizerine de epidemiyolojik ¢aligmalar yapilmustir.
Mucci ve arkadaslarmin Isvigrede yaptiklari galisma, yenilen gidalarin mesane, bagirsak
ve bobrek kanserleri iizerinde kesin ve ¢ok oOnemli bir etkisi olmadigini agiga
cikarmaktadir. Ancak aksini gOsteren bircok detayli calisma acik kanitlar sunsa da,
akrilamid “’insanlar i¢in potansiyel kanserojen’’ olarak agiklanmistir Bu nedenle
besinlerdeki akrilamid seviyesi olabildiginde diisiik tutulmalidir. Bu amagla akrilamidin

olusum mekanizmasi agiklanmali ve bdylelikle uygun dl¢iim yontemleri gelistirilmelidir

12].



1.5.  Akrilamidin Maillard Reaksiyonu ile Olusumu

Akrilamidin olusum mekanizmasiyla ilgili olarak ilk detayli bilgi Zyzak ve
arkadaglari ile Yaylayan ve arkadaslar tarafindan verilmistir [8]. Bu bilgiler Stadler ve
aradaslar1 ile Mottram ve arkadaslar1 tarafindan belirtilmis olan hipotezi dogrulamaktadir.
Akrilamid, asparajin ve karbonil kaynaginin (6rnegin indirgen sekerlerin), Millard
reaksiyonu sonucu olugsmaktadir. Dekarboksilasyon ve deaminasyon ile akrilamidin 1s1l
olusum siirecinde asparajin onemli rol oynasa da, gercekte asparajinin akrilamide
doniistimiinde karbonhidratlar gereklidir. Teoride, a-hidroksi karbonil bilesikler olarak
tanimlanan bir¢ok karbonil bilesik bu reaksiyonun olugsumunu arttirir. Fruktoz ve glikoz
ise aktivasyon enerjisi tiizerindeki diisiik etkilerinden dolayr digerlerinden daha
etkilidirler. Akrilamid olusturmasi bakimindan sekerler siralandiginda en fazla akrilamid
olusturan sekerin fruktoz, en diisiik diizeyde akrilamid olusturan sekerin ise sakkaroz
oldugu tespit edilmistir. Ancak millard reaksiyonundaki glioksal gibi seker parcalanma
irtinlerinin de bu reaksiyonlar iizerinde onemli Ol¢iide paylari vardir. Akrilamidin
maillard reaksiyonu ile olusumunda ilk basamak, Schiff baz olusumu olup, bu olusum
Amadori trlinlerinin dekarboksilasyonuna alternatif diisiik enerji saglamaktadir.
Akrilamid olusumda birinci yol; Schiff bazinin par¢alanmasiyla 3-aminopropionamid’in
hidrolize olmasi ve buradan da akrilamidin olusumas iken, ikinci yol ise aradaki 1-2

olusum elimine edilerek Schiff bazindan direkt akrilamidin olusmasidir [2, 9].

1.6.  Akrilamidin Diger Yontemlerle Olusumu

Akrilamidin gidalarda olusumu ile ilgili 6ncelikli olarak Millard reaksiyonu ile
aciklansa da birgok baska mekanizma da rapor edilmistir. Yaglarin yiiksek sicakliklara
isitilmasiyla  gliseroliin  dehidratasyonu sonucu akrolein ve akrilik asitten
olugabilmektedir. Akrilamid amonyak ile birlikte aminoasitlerin indirgenmesiden de
olusabilmektedir [10]. Ancak amonyum tuzlari, yaglar ve akrolein ile yapilan deneyler
gidalarda akrilamid olusumunun, bu mekanizmalara bagli olamayacagini gdsteren
caligmalar da vardir.

Asparajinden akrilamidin olusumunda 3-aminopropionamide gegici bir ara iiriin
olarak goriilse de, asparajinin enzimatik dekarboksilasyonu sonucu da ortaya ¢ikmaktadir
ve belirli reaksiyon kosullar1 altinda akrilamidin olusum reaksiyonunda 6énemli bir ara
maddedir. Bu yol izinin, gidalara uygulanan islem sirasinda toplam akrilamid olusumuna

katkis1 halen agiklama gerektirmektedir [8].
6



Yaylayan ve arkadaglari 1sitilan etlerde akrilamidin dipeptit karnosinden
olustugunu agiklamislardir. Bu peptit aminoasitlerin Strecker sentezi sonucunda [-
alaninne hidroliz olur. Bugday gluteni ve gluten ilaveli bugday ekmegi rulolar1 igin
tarafindan da peptitlerin kullanildig1 benzer bir olusum mekanizmasi agiklanmigtir [11].
Bu agiklama Claus ve arkadaslar tarafindan da dogrulanmistir [2].

Akrilamid ilk kez C. Maurea tarafindan 1893 yilinda 10 °C da akril kloriiriin
doygun benzen ¢ozeltisine yavas yavas kuru amonyak eklenerek kaynatildiktan sonra
stizlilerek amonyum kloriiriin uzaklastirilmasi ve sogutularak akrilamidin ¢oktiiriilmesi
yolu ile hazirlanmistir.

Akrilamidin norotoksik etkisi ilk kez bundan 30 yil 6nce laboratuar hayvanlari
tizerinde yapilan deneylerle tespit edilmistir. Son yillarda genotoksik ve kanserojen etkisi
de belirlenmistir. Akrilamid bazik veya asidik ortamda hidrolizlenerek karboksilli
asitlere, amonyak veya aminlere doniisiir.

Akrilamid olusumu pisirme islemi uygulanmamis gidalarda goriilmez. Diisiik
sicakliklarda pisirilmis gidalarda ise; cok diisiik veya tespit edilemeyen degerlerde olusur.
Akrilamid genellikle 120 °C ve tizeri sicakliklarda pisirilen gidalarda, pisirme sirasinda
yan iriin olarak meydana gelmektedir. Yapilan arastirmalara gore; akrilamid olusumu
genellikle patates ve tahillar gibi yiiksek miktarda karbonhidrat iceren gidalara uygulanan
151l islemler sirasinda ortaya ¢ikmaktadir.

Gida maddelerinde akrilamid varliginin tespit edilmesi, 6zellikle son on yilda
dikkatleri beslenme ve insan saglig: iligkisine yogunlastiran, konu ile ilgili endiistriyel
iiretim standartlarina ve kalite kontrol yaklasimlarina farkli bakis a¢ilar1 ve uygulamalar
getiren, aynt zamanda WHO ve FAO gibi orgiitlerin de oncelikli olarak ele aldigi
konulardan biridir [12].

Akrilamid, 1950’11 yillardan beri endiistrinin pek ¢ok dalinda kullanilmaktadir.
Insan yasamina etki eden yoniiniin ortaya ¢ikmasi ise konunun ¢ok boyutlu olarak
yeniden ele alinmasmin gerekliligini ortaya koymustur. Beslenme yoniinden ele
alindiginda akrilamid, pisirilmis besin maddelerinin biiyiik bir ¢ogunlugunda meydana
gelebilen, ¢esitli mekanizmalarla norotoksik ve karsinojenik etkiler gosterebilen ve
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan 2A kategorisinde degerlendirilerek
“’Insanlar igin olas1 kanserojen madde’’ olarak tanimlanmis bir maddedir [3].

Akrilamidin insan viicuduna etkileri kisa ve uzun siireli olarak tanimlanmustir. Bu

bulgular insan saglig1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Maksimum Kontaminant Seviyesi'nin
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iistlinde kisa i¢in maruz kalindiginda, halsizlik, sinir sisteminde hasar ve bacaklarda
koordinasyon bozukluklarina neden olabilecegi agiklanmistir. Kisi hayati boyunca maruz
kalinmas1 durumunda ise, kanser, sinir sisteminde ciddi hasarlar ve felg gibi 6nemli
hastaliklarla kars1 karsiya kalabilir. Karsinojen 0Ozellikleri ile ilgili olarak yapilan
calismalarda, meme bezlerinde, tiroid bezinde, lireme organlarinda, agizda, beyinde ve
omurilik sapinda c¢esitli tipte kanserlere sebep olabilecegi belirlenmistir.

Akrilamidin gida maddelerinde olusum yollar1 ile ilgili olarak bir¢ok arastirma
yapilmistir ve hala da yapilmaktadir. Stockholm Universitesi’'nden bir grup arastirmaci
yaptiklar1 ¢aligmada akrilamidin nisastaca zengin besinlerde ortaya c¢iktigin
bulmuslardir. Nisan 2002°de Isve¢ Ulusal Gida Enstitiisii ve Stockholm Universitesi
cesitli 1s1l islemlerden ge¢mis olan gidalarda akrilamid saptandigini agiklamiglardir [13].
Yapilan birgok c¢alisma, akrilamidin temel gida hammaddeleri de dahil olmak iizere bir
¢cok gida maddesinde bol miktarda bulundugunu ortaya koymustur. Yapilan bir
calismada, hemoglobine baglanan akrilamid katilma iirinii miktarinin, pismis yemlerle
beslenen sicanlarda, pismemis yemlerle beslenen siganlara gore fark edilir dl¢iide artis
gosterdigi saptanmis ve pisirilen yiyeceklerin akrilamid icerdigi goriisii ortaya atilmigtir
[14]. Es zamanli yapilan bazi c¢alismalarda ise akrilamid ile calisan kisilerdeki
maruziyetin 80-100 pg.giin? degerine kadar yiikselebildigi rapor edilmistir [7, 15].
Sonugta bu bulgular da IARC tarafindan 2A kategorisinde degerlendirilen akrilamid ile
ilgili endiseleri iist diizeye ¢ikarmistir. 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada ise yiiksek
sicakliga maruz birakilan bazi gidalarin yliksek miktarda akrilamid igerdigi tespit edilmis
ve bu tespit basta Isveg, Ingiltere, Norveg, Isvigre, Almanya ve Amerika Birlesik
Devletleri olmak iizere birgok iilkenin resmi gida komisyonlar1 tarafindan da
onaylanmustir [16, 17].

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda, arasinda nisastali {iriinlerin (misir ve
patates gevrekleri, tost ekmegi, patates kizartmasi, kraker, biskiivi, cips gibi) pisirme
islemleri sonrasinda yapilarinda en fazla miktarda akrilamid olusan gidalar olduklar
tespit edilmistir. Gida Standartlar1 Ajans1 (FSA) arastirmacilar tarafinda yapilan analiz
sonuclarina gore, On pisirme islemi uygulanmis, paketlenmis {irlinlerde, cipslerde,
Ozellikle patatesten hazirlanan triinlerde akrilamid yiiksek oranda akrilamid oldugunu
aciklamistir. Giinlimiizde, gidalardaki akrilamid miktarlarinin tespit edilmesi oldukca

onemli bir konu haline gelmistir.



Bu c¢alismanin amaci karsinojen o6zellik tasiyan akrilamid maddesinin bazi
gidalardaki diizeylerinin, basta polarografik yontem olmak iizere gerekirse diger analitik
yontemlerle arastirilmasidir.

Calismalarin sonucunda gelistirilen analiz yontemleri, lilkemizde gida endiistrisi
alaninda tiretim yapan kuruluslarin kolaylikla uygulayabilecegi nitelikte, analiz arag ve

gerecleri ucuz, dogru ve kesin sonuglar veren bir yontem 6zelligindedir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Voltametri

Voltametri, bir elektrot ile cevresinde bulunan ortamdaki iyon, atom ya da
molekiiller arasindaki elektron aktariminin incelendigi elektroanalitik yontemler
grubudur [18]. Akim-voltaj-derisim iligkilerinin arastirildigi elektroanalitik yontemlere
voltametri denir. Voltametri sozciigii, volt “’amper’’ ve 6l¢lim anlamina gelen “metri”
kelimelerinin bir araya gelmesi sonucu olusmustur. VVoltametride, polarize olabilen yani
polarlanabilen ve polarize olmayan yani polarlanmayan iki elektrot arasina pozitif ya da
negatif yonde gittikce artan bir potansiyel uygulanmaktadir. Sistemde, zamanla artan
potansiyele karsilik gelen akim degerleri 6l¢iilmektedir. Elektroaktif maddenin miktari
Olciilen bu akim degerleri ile orantilidir. Bir baska deyisle, 1= f (E) egrileri ¢izilerek akim,
potansiyel ve elektroaktif maddenin derigimi arasindaki iliskiyi arastiran bilim dalina
voltametri denir. Analizler sonucunda ortaya ¢ikan, akim—potansiyel egrilerine ise
voltamogram denir [19].

Voltametri, uygulanan voltaja karst akimin Ol¢iilmesi islemidir. Voltametride
polarize olabilen bir ¢aligma elektrotu kullanilarak akim, uygulanan gerilimin fonksiyonu
olarak olgiiliir. Buna baglh olarak yiikseltgenebilen ve/ya da indirgenebilen (elektrot
tepkimesine giren, elektroaktif) anorganik, organik ve metaloorganik maddelerin
elektrokimyasal davranislart incelenir ve degerlendirilir. Voltametrik yontemlerin
performansi biiyiik dlglide ¢alisma elektrodu materyaline baglidir [18, 20].

Voltametrinin gelisimi, 1920’li yillarda Cekoslovak kimyac1 Heyrovski tarafindan
bulunan ve bu teknigin 6zel bir tipi olan “’polarografi’’ ile baglamistir. Voltametri’nin
onemli dali olan polarografiyi diger voltametrik tekniklerden ayiran 6zellik ¢alisma
elektrodu olarak damlayan civa elektrotun kullanilmasidir. Kilcal bir boru haznesinden

akarak zamanla biiyiiyen ve belli bir biiyiikliige ulastiginda koparak diisen bir civa
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damlas1 temelli olan bu mikroelektrodun voltametride kullanilan diger c¢alisma
elektrotlarina istiinliiklerinden biri, civanin hidrojen iyonunun indirgenmesine karsi
gosterdigi yliksek asir1 gerilimdir. Bu nedenle bagil olarak biiyiik negatif gerilimlerde
kullanilabilir olmasindan dolay1 bir¢ok indirgenme tepkimesinin incelenmesine olanak
saglar. Bir diger Ustiinliigi ise, herbir civa damlasi ile yeni bir metal yiizeyi yaratiliyor
olmasidir. Deney siiresince elektrot yiizeyinde adsorplanmis veya birikmis safsizliklar
olmayacagindan son derece diizenli ve tekraredilebilir bir davranis sergiler. Ugiincii
iistiinliigii, herhangi bir gerilimde aninda tekrarlanabilir akimlar olusturmasidir. Bir bagka
Ustiinliigii ise boyutlar1 kiiciik oldugundan mikro hiicreler ile diisiik hacimlerin
caligilabilir olmasina olanak saglamasidir [19]. Buna karsilik civa elektrotun
kullaniminda bazi siirlamalar bulunmaktadir. Metalik civa yaklagik +0.4 V’dan daha
yiiksek gerilimlerde kolaylikla yiikseltgenerek ¢oziindiigiinden yiikseltgenmeye dayali
tepkimelerde kullanilamamaktadir. Ayrica kullanilan civanin temizlenmesi, damlama
stiresini ayarlamanin zorlugu, Civanin damlatilmasinda kullanilan kilcallarin tikanmasi,
civa buharlarinin saghga zararl olmasi, teknigin direkt olarak dokuya uygulanamamasi
bu elektrodun polarografik kullanimindaki sakincalari olusturmaktadir [19].

Voltametri yontemi, indirgenebilen, yiikseltgenebilen maddelere uygulanabildigi
gibi bir kimyasal reaksiyon ile indirgenen veya yiikseltgenen boylece baska yapiya
doniigebilen, organik, inorganik, iyonik veya molekiiller maddelere uygulanabilir.
Voltametri ile Pd, Cd, Cu, Zn, Hg, As gibi metal iyonlarinin, Ni ve Co gibi bir ligand ile
kompleks olusturarak elektrot yiizeyine adsorplanabilen metal iyonlarinin; S%, CN-, CI,
F~ gibi anyonlarin; 10%, NO?%, SCN", S»03%, SO3* ve SO? gibi inorganik bilesiklerin;
aromatikler, peroksitler, eterler, nitroaromatikler, aminler, heterosiklik aminler, fenoller,
alifatik halojenler, kinonlar, karboksilli asitler, dienler, asetilen gibi organik bilesiklerin
analizi yapilmaktadir. Ayrica Cr(III)/Cr(VI), Au()/Au(lll) ve Fe(ll)/Fe(lll) gibi
elementlerin yiikseltgenme basamaklart incelenmekte ve bu basamaklardan yararlanarak
tirleme ¢alismalar1 yapilabilmektedir [21]. Voltametrik ve polarografik yontemlere,
element analizinin yani sira, ¢Oziiniirlilk, kompleks olusumu, hidroliz, adsorpsiyon,
kimyasal reaksiyonlarin stokiyometrik ve Kkinetik incelemelerinde ve ilag etken
maddeleriyle ilgili c¢alismalarda ve elektrot reaksiyonlarinin mekanizmalarinin

aydinlatilmasinda bagvurulmaktadir.
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2.1.1. Voltametride akimlar

Voltametrik bir yontemde, belli bir potansiyel uygulandiginda elektror yiizeyinde,
O + ne— R tepkimesine gore, O ile gosterilen ¢ozelti icindeki yiikseltgenmis tiir, n sayida
elektron alarak, R ile gosterilen yiizeyde indirgenmis tiirii meydana getirir. Potansiyel
negatife dogru taranirsa elektrot yiizeyinde indirgenme baslar ve potansiyelin degisimine
bagli olarak derisim egimi (gradienti) (dC/dx) hizla artar ve sinir akima ulasildiginda
elektroda gelen aktif tiir aninda indirgenmeye ugrar. Bu durumda akim ancak difiizyonla
tasinan madde miktarina bagli olur. Bu nedenle bu akima difiizyon kontrollii anlaminda
difiizyon akimi denir. Bunun disinda elektrot yiizeyinde elektroaktif tiir bir kimyasal
tepkime ile olusuyor ve bu tepkimenin hizi elektrot tepkimesinin hizini belirliyorsa elde
edilen akim kinetik kontrollii (kinetik akim, Ix) olur. Benzer sekilde adsorpsiyon
akimindan da soz edilebilir. Yukaridaki redoks tepkimesi sonucu olusan akima, Faraday
yasalarina uyumlu oldugu i¢in faradaylik akim denir [22]. Elektroaktif bir madde
icermeyen ve sadece coziicii ile iletkenligi saglamak iizere eklenmis destek elektroliti
iceren bir ¢ozeltide olusan akima artik akim denir. Artik akim, elektriksel ¢ift tabakanin
yiiklenme akimi (kapasitif akim) ile ¢ozeltide bulunan elektroaktif safsizliklarin meydana
getirdigi akimin toplamidir. Civa damla elektrodu c¢alisma elektrodu olarak

kullanildiginda olusan akim,

Id = 708,2.n.DY2.m 23.td 16.C (2.1)

ilkovi¢ Denklem 2.1 ile verimistir. Burada m, civanin mg/s cinsinden kapilerden
akis hizi; C, mM cinsinden derisim; D, difilizyon katsayisi; t, civanin kapilerden akis
sliresi ve d; difiizyon akimidir [23].

Deneyler ayni1 cihaz ve sabit sartlarda yapilirsa, derisimden baska biitlin degiskenler

sabit hale gelir ve Denklem 2.2 haline gelir.

ld=k.C (2.2)
Polarografide nicel analiz i¢in asagidaki yontemler kullanilir;
e Dogrudan karsilastirma
e Standart ilave yontemi
e Kalibrasyon grafigi yontemi

e ¢ standart ilave yontemi
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Elektrot yiizeyinde elektroaktif maddenin kiitle tasmimi, elektrot tepkimesi
nedeniyle, ¢ozelti iginde derisimin yiiksek oldugu yonden, derisimin diisiik oldugu
elektrot yiizeyine dogru kendiliginden hareketle oluyorsa buna difiizyon ile tasinim denir.
Kiitle taginimi igin ¢Ozeltiyi karistirma veya elektrodu dondiirme gibi fiziksel bir
hareketle tasinim saglaniyorda buna Konveksiyon ile tasinim denir. Eger, meydana gelen
elektriksel alanin etkisi ile yiiklii tanecikler, zit yiiklii kutba dogru ¢ekiliyorsa, bu ise
migrasyonla taginim seklinde adlandirilir [22]. Elektrot akimi ise bu tasimima gore
difiizyon akimi, konveksiyon akimi ve migrasyon akimi olarak adlandirilir. Difiizyon
akimi, ¢ozelti igerisindeki elektroaktif tiir miktar1 ile iliskiliyken, konveksiyon ve
migrasyon akimlar1 ile elektroaktif tiir miktar1 arasinda herhangi bir iligski yoktur.
Cozeltinin karistirllmadig ve sicaklik farkinin olmadigi durumda konveksiyonla taginim
s6z konusu degildir. Eger ¢ozelti igine elektroaktif tiiriin miktarindan ¢ok yiiksek
miktarda baska bir ¢ozelti katilirsa, elektriksel alanda zit kutba dogru bu iyonlar hareket

edeceginden elektroaktif tiiriin migrasyonla taginimi s6z konusu olamaz.

2.1.2. Voltametri cihaz1 ve elektrotlar

Voltametri islemi, bir elektrokimyasal hiicre igerisinde, polarlanan bir ¢alisma
(indikator) elektrotu ile polarlanmayan Kkarsilastirma (referans) elektrot arasinda
potansiyel uygulanmasi temeline dayanir. Uygulanan potansiyelin degerinin zamanla
degismesi sonucunda, ii¢ elektrotlu hiicrelerde calisma elektrodu ile yardimcer (karsit)
elektrot arasindaki akim olgiiliirken, iki elektrotlu hiicrelerde ise ¢alisma elektrodu ile
karsilastirma elektrodu arasindaki akim dl¢iilmektedir [20, 24].

Voltametrik Islemler kuartz, cam veya teflon hiicrelerde yapilir. Hiicrelerin
yapildigi malzemeler 6zellikle Kirlenme ve yiizeye adsorpsiyon riskinin en az oldugu
malzemelerden se¢ilmelidir.

Destek Elektrolit iyonik gocilin tamamini iistlenebilen elektrolittir. Voltamterik
islem sirasinda elde edilen akimin yalnizca diflizyon kontrollii olmasini saglamak i¢in
ortama destek elektrolit eklenebilir. Bu amagla ortama, KCI, KNOs3 gibi bir inorganik tuz,
bir mineral asidi veya baz katilabilir. Sitrik asit/sitrat veya asetik asit/asetat gibi tampon
sistemleri de pH kontroliiniin gerektigi konularda destek elektrolit olarak kullanilabilir
[25].

Asagida tipik bir voltametre hiicresi ve voltametrik 6l¢me sistemi goriilmektedir

(Sekil 2.1). Sistemde bir mikro ¢alisma elektrodu, bir referans elektrot ve bir yardimei
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(karsit) elektrot bulunur (Sekil 2.2). Calisma ve referans (karsilastirma) elektrotlar
arasindaki voltaj degistirilirken, ¢calisma ve yardimer (karsit) elektrotlar arasindan gegen,

akim oOlgiiliir.

uygulanan voltaj
< +

‘—V—,

[ Eref.kar§| — <I>
tuz képrusu
‘, S
. ' Pt tel,
yardimci
< elektrot
referans __, calisan

i S
(Pt, Au
-Q - veya C)

Sekil 2.1. Voltametre hiicresi ve voltametrik dlgme sistemi [26]

Voltametride ¢alisma elektrotu olarak; altin, civa, platin, , grafit, bizmut, camimsi
karbon, lif karbon, pirolitik karbon ve modifiye elektrotlar kullanilmaktadir. VVoltametride
kullanilan elektrot tiirlerinin siniflandirilmasi asagida goriilmektedir (Sekil 2.3).
Polarlanmanin saglnabilmesi i¢in, voltametrik islemlerde segilen ¢alisma elektrotlar
kiigiik yiizey alanina sahip olmasi gerekmektedir. Kiiciik yiizey alanina sahip bu
elektrotlara mikro elektrotlar denir. Mikro elektrotlarin kullanilmasi sonucunda 6rnekteki
elektroaktif tiirlerin ¢ok kiigiik bir miktar1 elektrokimyasal tepkimeye girer. Boylece
ornegin bilesimi hemen hemen ayni kalir. Bunun sonucunda ayni 6rnegin defalarca

voltamogrami alinabilir.
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Sekil 2.2. Bazi voltametrik mikroelektrot tipleri: (a) disk elektrot (b) asili civa damla elektrot (c) civa damla
elektrot (d) statik civa damla elektrot [19]
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Sekil 2.3. Voltametride kullanilan elektrotlarinin siniflandiriimasi [27]

2.1.2.1. Civa kokenli elektrotlar

Civa kokenli elektrotlarin kullanilmasiin bir¢ok avantaji vardir. Bu avantajlar;
civa elektrodunun negatif potansiyellerde ve ¢ok genis potansiyel araliginda
kullanilabilmesi, 6nceki ¢calismalardan civa ylizeyinde kalan safsizliklarin stirekli yeni bir
yiizey olusturabilmesiyle giderilmesi, tekrarlanabilir civa damlalarinin olugsmasi sonucu
tekrarlanabilir akimlarin elde edilmesi ve bir¢ok metalin civa yiizeyinde indirgenerek civa
ile amalgam olugsturabilmesi olarak siralanabilir. Bu nedenle elektrot olarak genellikle
civa kokenli elektrotlar tercih edilmektedir. Bu elektrotlarin dezavantajlart ise, civanin
kolayca yiikseltgenmesinden dolay1 anodik sinirin kiigiik olmas1 ve civa film elektrodu
disinda civanin saglik {izerine olan etkisidir. Asili civa damla elektrodu, damlayan civa

elektrodu, durgun civa damla elektrodu ve civa film elektrot gibi ¢esitleri vardir [27].

2.1.2.1.1. Damlayan civa elektrodu (DME)

Civanin analiz siiresince civa haznesinden akmasi ile ¢alisan bir elektrottur. Civa
akis hizi, civa haznesinin yiiksekligini degistirerek yer ¢ekimi etkisi ile veya manyetik
etki ile kontrol edilen bir igne araciligiyla mekanik olarak ayarlanir. Akis hiz1 mekanik
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olarak kontrol edildiginde civa damlasinin diisiiriilmesi mekanik bir ¢eki¢ araciligiyla
yapilir. Damlayan civa elektrodunda akim, civa damlasinin biiyiimesinden diismesine

kadar stirekli olarak olgiiliir [27].

2.1.2.1.2. Durgun civa damla elektrodu (SDME)

Bu elektrotlar, bir vida diizenegi ya da bir igne yardimiyla, Civa haznesine bagli bir
kapilerden akan civa damlasinin, kapilerin ucunda belirli bir siire tutuldugu elektrottur.
Her yeni damlada bir kez civa damlasinin durgun olarak tutuldugu anda 6l¢tim alinarak

polorogramlar elde edilir [27].

2.1.2.1.3. Astlt civa damla elektrodu (HDME)

HDME elektrotlar, voltametri diizenegindeki civa haznesine baglanan bir kapiler
kilcal borudan ¢ozeltiye inen civa damlasinin bir vida sistemi veya bir igne yardimi ile
kapilerin ucunda asilt bir sekilde tutulu kaldigi elektrotlara verilen isimdir. Bu
elektrotlarda tiim islem tek bir civa damlasi1 kullanilarak tamamlanmaktadir. Boylece civa
yiizeyi, daha Onceki ¢alismalarda civa ylizeyine adsorplanan maddelerden ve diger

elektrot kirliliklerinden arindirilmis olur.

2.1.2.1.4. Civa film elektrot (MFE)
Camimsi karbon, platin, grafit, giimiis, altin gibi inert malzemeden olusan disk veya
tel seklindeki destek lizerine 1-100 um kalinliginda ince bir civa film kaplanmasiyla

meydana getirilen elektrolitlerdir. Civa film elektrot iki sekilde olusturulur.

Elektro kaplama ile civa filminin olusturulmasi

Farkli derisimlerde ¢oziinen civa (II) tuzlarindan ¢ikilarak elektrokaplama
yapilarak hazirlanir. Oncelikle elektrot yiizeyi AloOs ile parlatilir. Daha sonra saf su ile
yikanir. Ortam dis1 ¢alismalarda 25-50 mg/L civa (II) igeren asitli ¢ozeltilerde, doygun
kalomel elektroda (DKE) kars1 basamakli olarak -0,5 volttan baslanarak -0,6, -0,7, -0,8
ve -0,9 V’da otuzar saniye, -1 V’ta 120 saniye elektroliz yapilarak kaplama yapilir. Ortam
ici calismalarda ise 1-5 mg/L arasinda derisime sahip civa (II) tuzu ile DKE’a kars1 -0,9
V’da 120 saniye siireyle elektroliz yapilarak kaplama gerceklestirilir.
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Amalgam yoluyla civa filminin olusturulmasi

Civa ile amalgam olusturabilen bir inert maddenin civaya daldiriimasiyla
olusturulur. Elektroaktif tiir damlayan civa elektrodunda damlanin i¢ kismina
difiizlenerek piklerin yayvanlagsmasina neden olurken, civa film elektrotta ise bu olay
olmadig: icin pikler daha giizel ayrilmistir ve daha keskin pikler elde edilir. Ayrica
calisilirken meydana gelebilecek kazalardan dolayi, civanin etrafa sagilmasi gibi bir
durum da s6z konusu degildir. Civa filminin yiizeyin diizgiin olarak elde edilememesi ve
ayni kalinlikta olugturulamamasi gibi dezavantajlar1 vardir. Oldukea ince civa filmi igin
filmdeki difiizyon ihmal edilir ve pik akimi dogrudan potansiyel tarama hiz1 ile orantili
olur. Yiiksek yiizey/hacim oranina sahip olmasindan dolay1 bu elektrotve asili civa damla

elektrotuna gore daha fazla duyarlilik saglamaktadir.

2.1.2.2. Kati elektrotlar

Kat1 elektrotlar; metalden olusan elektrotlar (platin, altin); bir kat1 elektrot {izerine
kaplanmis film elektrotlar veya karbon kokenli (bor karbiir, grafit, camims1 karbon,
gomme karbon, pirolitik grafit ve karbon pasta) elektrotlardir.

Platin ve altin elektrotlar yiiksek safliktaki metallerinden yapilir. Platin ve altin
elektrot dogrudan kullanildig1 gibi, ylizeyi degisik kimyasal islemlerden gegirilerek
(modifiye edilerek) de kullanilir.

Karbon elektrotlar olduk¢a iyi tekrarlanabilir yiizey yapisina sahiptirler. Ayrica
tercih edilmelerinin nedenleri diisiik elektriksel dirence, diisiik artik akima, genis bir
anodik potansiyel araligina sahip olmasi olarak siralanabilir. Baz1 polimerler ortalama
1800°C’de 1s11 olarak bozundurularak camimsi1 karbon elektrotlar elde edilir. Bu
elektrotlarin ylizey temizligi ve yapimlar1 kolaydir. Diisiik zemin akimina sahiptirler.
Yapilari serttir bu sayede her ¢alisma dncesi yiizeyi parlatilabilir

Karbon pasta elektrot, toz grafit ile nujol gibi bir organik sivinin belli oranlarda
oldukga iy1 bir sekilde karistirilmasi ile elde edilir. Olusan {iriin bir pasta seklindedir. Bu
pasta platin veya bakirdan cam boru igerisine hava kalmayacak sekilde doldurulur,
boylelikle elektriksel baglantiyr olusturmasi saglanir. Bu elektrotlar genis potansiyel
araliginda g¢alismaya olanak saglarlar. Bu elektrotlar daha ¢ok modifiye edilerek
kullanilmaktadirlar [27].
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21.2.2.1. Platin elektrot
Direkt kullanildiklar1 gibi yiizeyleri farkli kimyasal iglemlerden gecirilerek
(modifiye edilerek ) de elde edilebilen platin elektrotlar, voltametrik tekniklerde kati

elektrot olarak en fazla kullanilan elektrotlardir [27].

2.1.2.2.2. Altin elektrot

Altin elektrot bazi ¢alismalar igin, belirli bir derisime kadar, oksijeni emmediginden
kimi ¢alismalarda platine gore daha iyi bir elektrot malzemesidir. Ayrica yiizeyi modifiye
edilerek de kullanilmaktadir. Yiiksek akim degerlerinde, 1 mol L HCIO4 ¢dzeltisinde
altin elektrodun anodik smirt +1,5 V iken; diisiik akim degerlerinde bu sinir +0,8 V’ dur.
Elektrotun anadik smir1 +0,8 V oldugunda elektrot yiizeyinde altin oksit meydana
gelmektedir. Altin oksit olusumu az da olsa bir akim meydana getirir. Bu nedenle kiigiik
akim sartlarinda goz ardi edilmemesi gerekir. Ortamda kloriir olmas1 durumda ise, altin
kloriir ile kararli kompleksler olusturabilir ve bu nedenle anodik sinir +0,6 V degerine

dogru kayar.

2.1.2.2.3. Karbon elektrotlar

Karbon elektrotlar ile hem indirgenme hem de yiikseltgenme tepkimelerinde genis
bir potansiyel ¢alisma araliginda ¢aligilabilir (sulu ortamlarda ~-1,8 VV - +1,8 V). Yani bu
elektrotla genis bir ¢aligma araliginda ¢alismak miimkiindiir. Diisiik elektriksel direnc,
diistik artik akima, genis bir anodik potansiyel araligina ve tekrarlanabilir ylizey yapisina
sahip olmasi gibi pek ¢ok avantaji vardir. [27, 28]. Elektrokimyasal analizlerde, karbon
pasta, karbon lif (fiber), karbon film ve camimsi karbon gibi farkl tiirlerde elektrotlar

kullanilabilir.

Elmas
Elektrik akimim iletmez. Elektrokimya alanindaki kullanimi1 da metal yiizeylerin

temizlenmesinde toz olarak kullanilmasiyla sinirlidir.

Grafit elektrot
Bu elektrotlar dogal olarak olusmaktadirlar. Elektrokimyasal isllemlerde oldukga
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Grafit, gézenekli ve yumusak yapida bir malzeme

oldugundan adsorbsiyon kapasitesi oldukca yiiksektir. Bu elektrotta; grafitin gézenekleri,
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grafit ¢ubugun sivilastirilmis vaksa daldirilmasi ile doldurulur [18]. ilk olarak 1896
yilinda, Achenson tarafindan bulunan bir yontem olan kimyasal temizleme yontemi ile
hazirlanir. Grafit elektrotun %5 - %20 arasinda degisen kiil igerigi, onun elektrokimyasal
islemlerdeki uygulanabilirligini sinirlamaktadir. Bu nedenle ¢alismalarda daha ¢ok bu

grafiti saflastirip kullanmaktanda yapay grafitlerin kullanim1 yaygimlagmistir.

Karbon pasta elektrot

Karbon pasta elektrotlar toz grafitin, nujol gibi organik bir siv1 ile karigtirilmasi
yoluyla hazirlanmaktadirlar. Hazirlanan pasta daha sonra bir tiip (6rnegin teflon tiip) i¢ine
sikigtirilarak doldurulur. Elektriksel baglanti i¢in platin veya bakir bir tel kullanilir.
Karbon pasta elektrotlar oldukga genis bir potansiyel araligina sahiptirler.

Bu elektrotlarin zemin akimlari oldukca diisiiktiir. Yapimlari ve yenilenmeleri kisa
stirede alir. Calismalarda 6n elektroliz islemi uygulanarak, karbon pasta elektrot tizerinde
absorplanan oksijen varsa giderilmelidir. Ciinkii bu oksijenin indirgenmesi ile 6nemli

miktarda bir artik akim olusur [27].

Camsi karbon elektrot

Camsi karbon elektrot, 1962 yilinda ilk defa inert bir gaz igerisinde fenol
formaldehit reginesinin ¢ok dikkatli bir sekilde isitilmasi sonucu, Yamada ve Sato
tarafindan bulunan bir yontemle hazirlanmistir. Bu elektrotun yapist diger karbon
yapilarindan farkl fiziksel 6zellikler tasimaktadir. Cams1 karbonun yapisinin, gelisigiizel
ve karisik sekilde yerlesmis aromatik serit molekiillerinden olustugu tespit edilmistir.
Diger karbon tiirlerine gore yiizeyinde daha ufak gozenekler bulundugu i¢in, daha ¢ok
tercih edilmektedir.

Diger kati elektrotlarda oldugu gibi camsi: karbon elektrotda da, elektrot
aktivasyonunu saglamak ve tekraredilebilir sonuglar1 elde edebilmek i¢in parlatma,
radyofrekans, diisiik basing altinda sicaklik uygulamasi, kimyasal ve elektrokimyasal
islemler, vakum-sicaklik uygulamasi, metal oksit filmlerinin elektrot yilizeyinde
kaplanmasi, lazer 1sim ile uyarilma gibi 6n islemler yapilmalidir. Aktivasyon islemi
incelenecek maddeye ve kullanilan ¢ozeltiye gore degistigi ig¢in bu elektrotlarda heniiz

standart bir aktivasyon islemi bulunmamustir.
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Empreyene karbon elektrotlar
Empreyene karbon, grafitin ile parafinin veya grafit ile uygun reginelerin
karistirildiktan sonra eritilmesi ve homojen hale getirilmesi ve bu islemden sonra iletken

metalik madde iceren bir tiipe doldurulmasiyla elde edilir.

Pirolitik grafit elektrot

Pirolitik grafit, metan gibi bir hidrokarbon igeren maddelerin 1200 °C’ nin
tizerindeki sicakliklarda 1s1l bozundurulmasi yani piroliz islemi ile elde edilmektedir. Bu
elektrodun asitli ortamda doygun kalomel elektroduna karsi ¢alisma potansiyel araligi
+1,00 V ile -0,80 V’ dir. Mikro Karbon (Lif) Elektrotlar; daha ¢ok mikroelektrot olarak
kullanilan, yakin zamanda kullanilmaya baslanan elektrotlardir. Caplar1 5-10 pm
diizeyinde olan lif seklindeki karbon telciklerdir. Daha ¢ok kare dalga voltametrisinde

kullanilir.

2.1.2.2.4. Bizmut elektrot

Civa elektrota gore ugucu ve zehirli olmamas1 bakimindan Ustiinliikleri vardir.
Bizmut katodik bolgede de kullanilabilir. Ciinkii hidrojen bizmut tizerinden c¢ikis
potansiyeli yiiksektir. Asetik asit/asetat tamponunda (pH= 4,7) -0,2 V ve -1,20 V
potansiyel araligina sahiptir [27].

2.1.2.3. Modifiye elektrotlar

Voltametride kullanilan elektrotlarin ¢alisma kosullarinin sinirli olmasindan dolay:
elektrotlarin kimyasal ya da elektrokimyasal nitelikleri degistirilerek modifiye elektrotlar
gelistirilmistir. Bu islemler, elektrot yiizeyinde on deristirme saglayan kimyasal
maddelerle islem ya da elektrot ylizeyinin elektron aktarma niteligini degistiren islem
(elektrokataliz) olarak siniflandirilabilir.

Modifiye elektrotlar iki sekilde kullanilabilir. Birincisinde, analizi yapilacak
bilesen ve destek elektrolitin bulundugu hiicre i¢inde dnce biriktirme islemi yapildiktan
sonra voltametrik analizin yapilir. ikicisinde ise, analizi yapilacak bilesene 6n deristirme
yapildiktan sonra, elektrot saf su ile yikanip, ayr1 bir destek elektrolit ortamina aktarilir

ve voltametrik analizin yapilir [27].
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2.1.2.4. Donen disk ve halka disk elektrotlar

Bu elektrotlar camsi karbon veya platinden iiretimis olup, donme hizlar1 bir motor
sistemi kontrol edilmektedir. Kimi zaman diger kat1 elektrotlar dogrudan veya civa ile
kaplanarak da kullanilabilir.

Bu bu tiir elektrotlarla yapilan analizlerde duyarlik daha fazladir. Clinkdi bu
elektrotlarda elektroda madde tasinmasi konvektif difiizyonla ger¢eklesmektedir ve
boylelikle durgun elektrotlara gore daha biiyiik bir akim yogunlugu saglarlar. Halka-disk
elektrotlar ise ortadaki diske belli bir mesafede ikinci bir elektrot igerirler: Bu elektrot
ortadaki diskten elektriksel olarak yalitilmistir. Bu elektrot ikilisi ile disk elektrotta olusan
elektroaktif tiir, elektrodun donme hareketiyle halka elektroda dogru iletilir ve analiz

gerceklestirilir.

2.1.2.5. Karsilagtirma (referans) elektrodu

Voltametride kullanilan bu elektrotlarin en ©nemli o6zelligi kiigiik akim
siddetlerinde polarlarize olmamalaridir. Karsilastirma (referans) elektrot olarak daha ¢ok
ikinci sinif olan metal- metal iyonu elektrotlar1 kullanilmaktadir. Giiniimiizde de en gok
tercih edilen referans elektrotlar kalomel ve Ag/AgCI elektrotlardir. Akim siddeti artinca
ideal konumlarindan saparlar. Bu elektrotlarin {izerinden anodik akim gegtiginde metaller
yiikseltgenirler ve ortamdaki asir1 kloriirle ¢okelirler. Bu sayede elektrot yiizeyindeki
derisimleri degismez bdylelikle potansiyelleri akimdan bagimsiz olur. Bu elektrotlarin
tizerinden katodik akim gectiginde ise, ¢oziiniirliikkten gelen metal iyonlar1 indirgenirler,
elektrot ylizeyinde cokelek ayrisarak tekrar ayni denge diizeyinde metal iyonunu
meydana getirir. Bu sayede elektrot potansiyeli yine ayni1 kalir. Asetonitril gibi sudan
farkli ¢oziiciilerde ¢alisildiginda ise, uygun olabilcek Ag/Ag® (Ag/AgNQO3) gibi farkl

karsilastirma elektrotlar1 segilmelidir.

2.1.2.6. Yardimci (karsu) elektrot

Iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, iizerinden akim gectigi igin,
yiiksek akimlarda polarlanir. Ayrica ¢ozelti direnci yiiksek ise bu direnci yenmek i¢in
gerekli olan potansiyel (IR) 6nemli bir diizeye ¢ikar. Bu iki nedenden dolay1 ¢alisma
elektrodunun polarizasyon potansiyeli hatali okunabilir. Bunun sonucu olarak | = f (E)
egrileri yatiklasirlar ve belirli bir noktadan sonra pikler kaybolur. Bu sorun, sistemde

ticiincii bir elektrot kullanilarak ¢éziimlenir. Akim, ¢calisma elektrodu ile yardimer elektrot
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ikilisinden gegirilir ve ¢calisma elektrodunun potansiyeli karsilagtirma elektroduna karsi
sifir akim altinda saptanir. Akim yardimer elektrot tizerinden gectigi i¢in bu elektrotlarin
soy metal olmalar1 gerekir. Bu nedenle daha ¢ok platin, grafit, tantal ya da tungsten tel
cubuklar kullanilir. Bu elektrotlarin alani ¢alisma elektrodu alanmnin en az 50 kati
olmalidir. Ayrica ¢ok kiiciik hacimlerle ¢alisildiginda yardimci elektrotta olusan

tirtinlerin, ¢aligma elektrodunda girisim yapmayacagi elektrot tiirii se¢ilmelidir.

2.1.2.7. Destek elektrolit

Calisma ortamima ilave edilen destek elektrolitler elektroetkin olmayan
elektrolitlerdir. Derisimi elektroetkin tiiriin derigiminin 50 -100 Kat1 olacak sekilde ortama
ilave edilirler. Ortamda bulunan destek elektrolit kiitle aktarimini biiyiik oranda tistlenir.
Boylelikle de elektroetkin iyonun gé¢ akimi yok sayilacak seviyeye disiiriilebilir. Bu
durum destek elektrolitin en Onemli goérevidir. Ayni zamanda destek elektrolit
elektrokimyasal pilin iletkenligini de saglamaktadir. Direnci diisiiriir ve bu sayede ohmik
diismeden kaynaklanan sorunlart minimuma indirir. Destek elektrolit oldukca saf
olmalidir. Aksi taktirde igeriginde bulunabilecek elektroetkin safsizliklardan dolay: artik
akimi arttirma gibi bir dezavantaji olabilir. Igerebilecegi safsizliklar Mn0; gibi

adsorplayici katilarla veya 6n elektroliz islemleriyle azaltilabilir.

2.2. Polarografi

Polarografi, voltametrinin ilk bulunan ve kullanilan tipidir. 1920'lerin basinda
Cekoslovak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan gelistirilmistir ve bu bulusu
nedeniyle 1959 yilinda kimyada Nobel 6diilii kazanmistir. Gegmiste normal polarografi;
biyolojik ve biyokimyasal énemi olan bircok madde de dahil olmak {izere ¢ok sayida
inorganik ve organik tiiriin kantitatif tayininde kullaniliyordu. Ancak 1960'larda
spektroskopik yontemlerin ortaya c¢ikmasi bu teknigin gelistirilmesi zorunlulugunu
getirmistir. Yapilan birkag temel gelisme sayesinde bu yontemin duyarliligi ve seciciligi
biiyiik oranda arttirilmistir. Polarografi teknigi ile nitel ve nicel analizlerin yam sira,
kinetik ¢caligmalar da yapilabilmektedir.

Polarografi teknigi voltametrik metotlarin 6zel bir tipidir. Voltametri bir indikator
ya da ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan potansiyelin
bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmesine dayanan elektroanalitik yontemlere verilen isimdir.

Genellikle polarizasyonu saglamak i¢in voltametride ¢calisma elektrotlar1 yilizey alan1 pek
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cok uygulamada birka¢ milimetre kare ve bazilarinda ise birkag mikrometre olan
mikroelektrotlardir. Polarografinin diger voltametrik tekniklerden en biiytik farki ¢alisma
mikro elektrodu olarak damlayan civa elektrodun kullanilmasidir.

Polarografide tiglii elektrot sistemi kullanilir:

e (alisma elektrodu olarak; damlayan civa elektrot (DCE)
e Referans elektrot olarak; doymus kalomel elektrot (DKE) veya Ag /AgCl elektrot
e Karsit elektrot olarak; platin elektrot

Ucglii elektrot sisteminde; potansiyel ¢alisma elektrodu ile referans elektrot arasina
uygulanir, akim ise ¢aligma elektrodu ile karsit elektrot arasinda ol¢iiliir. Boylece ¢alisma
ile referans elektrot arasinda akim Sl¢iilmez. Ciinkii referans elektrodun potansiyeli kiigiik
akimlarda sabittir ancak akim arttiginda potansiyel sabit kalmaz. Uglii elektrot sisteminin
kullanilmasi ile ayni sistemde hem gerilim uygulanabilir hem de olusan akim 6lgiilebilir.

Polarografik yontemlerle normalde her element tayin edilebilir. Yontem ayrica
birkag organik fonksiyonel grubun tayininde de kullanilabilir. Maddeler igin polarografik
davraniglar1 ayird edici Ozellikleri oldugu igin, polarografik yontemler seciciligin
gerektigi analizlerde kullanilabilir. Polarografik analizlerin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde yapilir
ancak bazi durumlarda ¢ozelti karisimlari da kullanilabilir. Miktar tayinlerinde tespit
edilebilecek konsantrasyon araligi 102-10* M'diir. Fakat daha diisiik konsantrasyon
seviyeleri (ppb)’de destek elektrolitinde yani ¢ozeltide yapilacak bazi degisiklikler ile
tespit edilebilir. Bir analizi 1-2 ml, hatta bir damla ¢ozelti ile yapmak miimkiindiir. Bu
nedenle polarograf miligramdan mikrograma kadar seviyelerdeki maddelerin analizine
olanak verir.

Yapilan polarografik ¢aligmalara bakildiginda elde edilen bagil hatalarin %2-3
civarinda oldugu goriilmektedir.

Polarografik veriler de akimin 6zel bir elektrolitik hiicreye uygulanan potansiyelin
fonksiyonu olarak ol¢iilmesiyle elde edilmektedir. Elde edilen akim-voltaj egrilerine
"polarogramlar” denir. Elde edilen polarogramlar anaizi yapilacak yani elektrotlarin
daldirildigr ¢6zeltinin kalitatif ve kantitatif 6zelliklerini belirlerler.

Polarografide kullanilan damlayan civa elektrodunun istiinliikleri ve
sakincalarindan kisaca bahsedelim. Eskiden, voltametrik yontemlerde kullanilan
damlayan civa elektrot bir¢cok 6zelliginden dolay1 en ¢ok tercih edilen elektrot 6zelligi
tasimaktadir. Birinci 6zellik hidrojen iyonunun indirgenmesine karsi civada goriilen

yiiksek asir1 gerilimdir. Bunun sonucunda, hidrojen gazi olusmadan ¢inko ve kadmiyum
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gibi metaller asidik ¢ozeltiden kolaylikla elektrot iizerinde birikebilmektedir. Diger bir
ozellik, herbir civa damlasinda yeni bir metal yiizeyi olusmasidir. Boylece, her yeni
damla ile elektrotda meydana geken olaylar bir 6ncekinden bagimsiz bir sekilde
gerceklesir. Kati metal elektrotlarida ise, yiizeyine adsorplanana ya da biriken
safsizliklardan 6tiirii oldukca diizensizdirler. Ugiincii dnemli iistiinliigii ise, yiiksek ya da
diisiik potansiyellerden gelinen herhangi bir potansiyelde hemen tekrarlanabilir ortalama
akim degerleri meydana getirebilmesidir.

Damlayan civa elektrodun en oOnemli dezavantaji ise, civanin kolaylikla
yiikseltgenebilmesidir. Bu nedenle, anot olarak kullanildigi ¢alismalar olduk¢a azdir.
Civa (I) olusumu ortalama +0,4 V'dan daha yiiksek potansiyellerde ortamda bulunan ve
bu potansiyelde yiikseltgenebilecek diger bilesenlerin piklerini kapatan biiyiik pik verir.
Bu durum ortamda civa (I) ile kompleks veya ¢okelti olusturabilecek iyonlar varsa, daha
diisiik potansiyellerde de gozlemlenebilir.

Damlayan civa elektrodun diger bir devavantaji 10° M'dan daha diisiik
konsantrasyonlarda yapilan ¢calismalarda artik akimin diflizyon akimini agsabilmesidir. Bu
nedenle de difiizyon akimi dogru bir sekilde Olciilmeyebilir. Ayrica bu elektrotun
kullanim1 digerlerine gore biraz daha zordur. Sik sik tikanmalar meydana gelebilir. Biitiin
bunlarin yanisira civanin zehirli oldugu da disiiniildiigiinde, kati elektrotlarin civa
elektroda gore neden tercih edildigi anlasilabilir.

Son giinlerde yapilan ¢aligmalarda gelistirilen yontemlerle tespit sinirlart 10-100
kat arttirilmistir.

Polarografide elde edilen akim-voltaj egrilerinde, maksimum adi verilen bazi pikler
goriilebilir. Tam olarak agiklanamamakla beraber, bu maksimumlarin biiyliyen civa
damlasinin etrafinda olusturdugu konveksiyondan olustugu diistiniilmektedir. Ortama
katilan jelatin veya Triton X-100 gibi ylizey aktif maddeler sayesinde olusan maksimum
pikler kaybolur. Bu yiizey aktif maddelere maksimum baskilayicilar denir. Bunlar asiri
kullanildiklarinda viskoziteyi degistirirerek diflizyon akimimin diigmesine neden

olabilirler. [19].
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2.2.1. Voltametrik teknikler

2.2.1.1. Normal puls polarografisi

Polarografide yontemin duyarligi artik akima bagl oldugundan bu akimi giderici
degisik teknikler gelistirilmistir. Bunlardan biri puls seklindeki gerilimlerin uygulandig:
normal puls polarografisidir.

Artik akim faradaylik ve sigasal (kapasitif) bilesenlerden olusur. Bu akimlarin
zamana bagh bilesimleri asagida verilmistir (Sekil 2.4). Pulsun sonunda her bir akim

tiiriiniin toplam akim i¢indeki pay1 farklidir.
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Sekil 2.4. Damla omrii siiresince Faradaik ve kapasitif akim degigimi [29]

Toplam akim i¢indeki kapasitif akim orani, akim 6l¢timlerinin damla kopmadan
¢ok kisa siire once yapildigi teknikle en aza indirilmis olur. Bu teknige Tast veya Sampled
DC adi verilir. Teknikte belirli bir boyuta ulasan damla ile akim o6l¢ildigi i¢in
polarogram ¢izgi seklinde elde edilir ve duyarlilik artirilmis olur. Yontemin duyarligi 10°
6 - 107 M sevilerinde olur. Normal Puls Polarografisinde sabit bir dogru akim
potansiyeline giderek artan genlikli pulslar bindirilir (Sekil 2.5). Bu yontemde pulslar

damlama zamaninin sonuna dogru uygulanir. Akimin 6l¢iimii ise puls bitimine yakin

olmaktadir. Puls dmrii genellikle 5-100 ms olup pulslar arasi siire 1-4 s arasindadir [26].
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Sekil 2.5. Normal puls polarografisinde potansiyelin zamanla degigimi [27]
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2.2.1.2. Diferansiyel puls polarografisi (DPP)

Normal Puls Polarografisinde pulsun sonunda saptanan akim az da olsa sigasal
bilesen igermektedir. Bu bilesenin tespit edilen akim i¢indeki oranini iyice azaltmak ve
se¢imliligi arttirmak i¢in, pulsun basindaki ve sonundaki akimlar 6lgiiliirek farklari alinir.
Bu yonteme diferansiyel puls polarografisi adi verilmistir (Sekil 2.6, Sekil 2.7). DPP’ de
dogrusal olarak artan bir dogru akim potansiyelinde sabit genlikli pulslar uygulanir.
Genelde DPP’nin tespit limiti 107 - 10® M arasindadir Bu deger, klasik polarografinin
tespit limitlerinden 100-1000 kat daha disiiktiir. DPP deki kisa puls siirelerinin
kullanilmasinda kapasitif akim bileseni artmaktadir.

Diferansiyel tip polarogramin bir {istiinliigii, yar1 dalga potansiyelleri farki 0,04 ile
0,05 V kadar olan maddeler i¢in bile ayr1 pik maksimumlari elde edilebilmesidir. Buna
karsilik, klasik ve normal puls polarografisi i¢in, yari- dalga potansiyel farki en az

yaklagik 0,2 V olmalidir [19].

| A
o+ S0mV
I i v

Sekil 2.6. Diferansiyel puls polarografisinde potansiyelin zamanla degisimi [29]
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Sekil 2.7. Diferansiyel puls polarografisinde akim-potansiyel egrisi [19]

2.2.1.3. Kare dalga voltametrisi (SWV)

Kare dalga voltametrisi, potansiyelle ve zamanla degisen artik akimin en dnemli
bileseni olan kapasitif akimin, simetrik akim Ol¢limleriyle elimine edilmesinde 6zel
konuma sahip bir tekniktir. SWV’de calisma elektroduna dogrusal olarak artan
potansiyele ek olarak kare dalga seklinde pulslar uygulanmaktadir. VVoltamogram ileri ve
geri yondeki pulslarin sonuna dogru dlgiilen akimlarin farkinin potansiyele karsi
cizilmesiyle olusturulur. Asagida elektrota uygulanan potansiyelin zamanla degisimi ile
elde edilen voltamogram gosterilmistir (Sekil 2.8).

Tarama hizlari, NPP ve DPP yontemlerinde 1-10 mV/s araliginda iken, SWV
yonteminde 1000 mV/s’ye kadar yiiksek caligilabilmektedir. Bu 6zellik bu yontemle
calisildiginda ¢ok kisa siirede ¢aligmanin tamamlanmasina izin verir. Ayrica Kinetik
caligmalar igin de uygundur. Puls yiiksekligi genelde 5 ile 100 mV arasinda uygulanir.
Biiyiik potansiyel degerlerinde daha yiiksek pik akimlari elde edilir ancak Faradaik
piklerin genisledigi i¢in aymrim giicii azalmaktadir. Kare dalgada puls yiiksekligi kare
dalganin yar1 yiiksekligidir. Frekansin se¢imi SWV’de olduk¢a onemlidir. Yiiksek
frekansarda, oldugu gibi SWV’ de ¢ok yiiksek frekanslarda ¢alisildiginda kapasitif akim

bileseni artmaktadir.
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Sekil 2.8. Kare dalga voltametrisi a) Potansiyelin zamanla degisimi b) Akim farklari ve katodik, anodik
bilesenleri [29]

Kare dalga yontemleri temel olarak Barker, Osteryoung ve Kalousek yontemleri
olarak ti¢ tanedir. Kare dalga yonteminin en basit sekli, Barker Kare Dalga
Voltametrisi/Polarografisidir. Barker’de dalga bir rampa ya da merdiven seklinde olup
simetrik bir kare dalga ile siniizoidal alternatif akim voltametrisinin uygulanmasindan
meydana gelmistir. Kalousek kare dalga voltametrisi/polarografisi (Heyrovsky tarafindan
isimlendirilmistir) kare dalganin sadece ters yar1 devirlerindeki akimin Sl¢iilmesiyle elde
edilen daha kiigiik frekansh (5 Hz) yontemleri i¢in uygulanmaktadir. En ¢ok kullanilan

kare dalga yontemi ise Osteryoung’tir.

2.2.14. Voltametrik hiicreler

Voltametrik bir hiicrede analiz edilecek ¢ozelti ve bu ¢ozeltiye daldirilmis,
kolaylikla polarize olabilen kiigiik bir ¢aligma elektrotu (mikroelektrot), polarize olmayan
biiytik bir elektrot bulunmaktadir. Yiikseltgenme indirgenme reaksiyonunun gerceklestigi
mikroelektrot bir kag mm alaninda bir civa yiizeyinden olusur. Civa damlali elektrot
ozellikle, voltametrik ¢alismalarda kullanilmaktadir. VVoltametride metal (civa) kendi
agirhigr ile ¢ok ince bir kapilerden, 0,5-1 mm capinda birbirine esit damlalar halinde

stirekli akmaktadir. Bir damlanin yasam siiresi 2-6 saniye kadardir. (Sekil 2.9).
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Voltametrik bir hiicredeki referans elektrot calisma elektrotuna gore agir ve
biyiiktiir. Kiigiik akimlar gectiginde referans elektrotun davranisit degismez ve analiz
stiresince polarize olmaz. Referans elektrot olarak en ¢ok doygun bir kalomel elektrot

veya bir giimiis/giimiis kloriir elektrot kullanilabilir (Sekil 2.10).

Hg rezervuari

kiskac — elektrik
baglantisi
sayicl elektrot
kapak
N
f kalomel Ny
FQ, elektrot |
kapak DME SCE
l | - katl
mikroelektrot
icin
poréz ug
civa damlasi
(a) (b)
Sekil 2.9. Civa damlali elektrot ve hiicreler [26]
Elektornik olarak
kontrol edil
d::t:;.,h ::kin'\ Potansivostat
_Qi‘ )
Azot girigi —= 0
Cozelti igine —es g Azot akas
azot girigi

Platin yardunc: elektrot

Analit chzelti

Damlayan civa
caliyma elektrodu

Kalomel
referans
elektort

Sekil 2.10. Tipik bir voltametri hiicresi [26]
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2.2.15. Polarogramlar

Bir polarogram, akim egrisinin polarografik bir hiicreye uygulanan potansiyelin
fonksiyonu olarak ¢izilmesiyle elde edilir(Sekil 2.11) . Mikroelektrot enerji kaynaginin
negatif ucuna baglanir boylece negatif potansiyel uygulanmis olur. Bu elektrodun katot
gorevi yapmast durumunda akim da pozitif igaretlidir. Bunlardan birisi (A egrisi) HCI1
yoniinden 1,0 M ve kadmiyum iyonu ydniinden 5x10* M olan bir ¢dzeltiye, ikincisi ise
(B egrisi) sadece 1 M HCI g¢ozeltisine aittir. Bunun sonucu elde edilen akim-voltaj
egrisine "polarografik dalga" adi verilir. Bu durum asagidaki reaksiyonun bir sonucudur

(Denklem 2.3).

Cd*? + 2 e- «— Cd (Hg) (2.3)

Burada Cd (Hg), bir amalgam olusturacak sekilde civada ¢oziinmiis elementel
kadmiyumu gosterir. Potasyum iyonunun potasyum amalgami sekline doniismesinden
dolayi iki egride de -1 V civarinda keskin artis goriilmektedir. Polarografik bir dalganin
olugmasi icin destek elektrolit gereklidir. Bu ornekte destek elektrolit potasyum
kloriirdiir. Ortamdan kadminyum iyonlar1 bulunmadig1 durumda, destek elektrolitinin tek
basina verdigi polarogram incelendiginde, hiicreden kii¢lik bir akim gectigi goriiliir. Bu
akim artik akim olarak adlandirilir.

Polarografik bir dalganin en 6nemli 6zelligi, uygulanan potansiyele ragmen, akim
aniden yiikseldikten sonra sabit kaldig1 bolgedir. Akimin sabit oldugu bu akima "sinir
akim1" denir. Mikroelektrot yiizeyinde reaksiyon veren maddenin tasinma hizi
sinirlandig1 i¢in akim sabit kalmakta ve siir akimi olugsmaktadir.

Diflizyon-kontrollii bir simnir akimma "diflizyon akimi"denir ve id sembolii ile
gosterilir. Difiizyon akimi reaktif maddenin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
degistigi i¢in analizlerde en 6nemli bir parametredir. Difiizyon akimi, sinir akimu ile artik
(kalint1) akimlar arasindaki farktir (Sekil 2.11). Bu grafikden elde edilen bir diger 6nemli
veri de, akimin, difiizyon akiminin yarisina esit oldugu degerdir. Bu degere "yar1 dalga
potansiyeli” denir. Yar1 dalga potansiyeli maddenin kantitatif tayininde kullanilir ve E1/2

sembolii ile gosterilir [19].
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Sekil 2.11. Kadminyum iyounun polarogram: [19]

3. AKRILAMID ILE ILGILI YAPILAN CALISMALAR

1950’11 yillarda endiistriye girisinden itibaren akrilamidin miktar tayinini konu alan
bir¢ok calisma yapilmistir. Yaymlarin sayica ¢cok ve detayli olmast nedeniyle temelde
birka¢ gruba ayrilarak ele alinmasi daha kolay ve verimlidir. Kullanilan ydntemleri
kullanim sikligina gore gaz kromatografisi, sivi kromatografisi ve bunlarin disindaki
teknikleri iceren diger analitik yontemler olarak {ic ana gruba ayirmak miimkiindiir.
Agirlikli olarak GC-MS ve LC-MS/MS tekniklerinin kullanildig1 ¢aligmalarda
aragtirmacilar yeni yontemler gelistirmek yerine genellikle daha 6nceden yayinlanmis
olan yontemlerin farkli uygulamalar iizerine yogunlasmislardir. Ozellikle son yillarda
yapilan ¢aligsmalar, gidalarda olusan akrilamid miktarin1 diisiirmek i¢in uygulanabilecek
islemleri aragtirmak {izere yapilmistir.

Wang, Lee, Shuang ve Choi Cine 6zgii yag da kizartilmis un tiriinlerinde akrilamid
analizleri i¢in kat1 faz ekstraksiyonu ardindan sivi kromotografisi kullanmislardir [5].
Numuneler Oasis HLB ve Bond Elut kat1 faz kolonlarinin kullanildig1 basit bir saflagtirma
islemini takiben 0 °C de 15 dakika siire ile 14500 rpm de santrifiij edilerek yag ayirimi
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak %4 asetonitril ¢ozeltisi kullanilmistir. Akrilamid,

210 nm ve 255 nm dalga boylarinda tespit edildi. 1 g lik test numuneleri alindiginda 8
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gida numunesi i¢in akrilamid sonuglar1 > %78 geri kazanim ile 27—-198 ng/g arasindadir.
Akrilamid sonuglar1 %2,1 - %10,9 oraninda kesindir (n=3) [5].

Liu ve arkadaslar1 Quechers metodu ile ¢ayda akrilamid analizi yapmiglardir.
Akrilamid 25 °C de 10 mL su, 10 mL asetonitril i¢cerisinde 20 dakika da ekstrakte edilmis,
ekstrakta 4 g MgSOa4 ve 0,5 g NaCl eklenmistir. Hassasiyeti arttirmak amaci ile asetonitril
fazindan 9 ml alinarak 0,5 ml ye konsantre edilmistir. Saflagtirma amac1 ile Oasis MCX
kat1 faz ekstraksiyon kolonu kullanilmistir. Analiz sonunda gézlenme limiti 1 ng/ml, tayin
limiti Sng/ml olarak tespit edilmistir. Metodun geri kazanimlar1 ise %74-79 araligindadir
[30].

Gokmen ve arkadaglari, patates kizartmalarinda i¢ ve kabuk bolgelerde akrilamid
olusumu ile sicaklik-zaman parametrelerindeki degisimlerin iligkisi hakkindaki
arastirmalarinda 150, 170 ve 190 °C sicakliklarda gerceklestirilen kizartma islemi
sirasinda patateslerin i¢ kisimlarindaki ve kabuklarindaki sicaklik degisimlerini
gozlemlemislerdir. Kizartma sicakligindan bagimsiz olarak merkez sicakliginin
9.dakikaya kadar 103-104°C tespit edilmistir. Calisgma sonucu yilizey ve merkezdeki
akrilamid seviyeleri arasinda belirgin bir fark oldugu ortaya konulmustur. Yiizeydeki
akrilamid miktarlar1 9 dakika sonunda 150, 170 ve 190 °C sicakliklari i¢in sirasi ile 72,
2747, 6476 ng/g iken merkezde 150 ve 170 °C sicakliklart igin akrilamid tespit
edilememis, 190 °C ig¢in ise 376 ng/g akrilamid bulunmustur. 150 °C i¢in 9 dakika
igerisinde yiizey sicakliginin 120 °C nin lizerine ¢ikamamasi ve arastirma sonuglari goz
Oniline alinarak akrilamid olusumunu engellemek veya en aza indirmek i¢in kizartma
sicakligiin 120 °C yi gegmemesi onerilmistir [31].

Erdogdu ve arkadaslari, patateslerin mikrodalgada On pisirme ile patates
kizartmalarinda akrilamid olusumunun azaltilmasi konulu aragtirmasinda 10, 20 ve 30
saniye siire ile 850W mikrodalgada 6n pisirmeye tabii tutulan 6érneklerin 150, 170, 190
°C sicakliklarinda belirli bir siirede kizartilmistir. Kizartma islemi suresince patateslerin
merkez ye ylizey sicaklilari izlenmistir. Sonu¢ olarak mikrodalga ile islem gormiis
patateslerin yiizeyinde akrilamid seviyelerinin belirgin miktarlarda diisiik oldugu, buna
karsilik merkezde olusan akrilamidin mikrodalga ile islem gérmemis olanlara kiyasla
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Patatesler biitlin olarak diisiiniildiigiinde 150,170 ve 190
°C sicakliklarda kizartilan mikrodalga ile 6n pisirilme islemi uygulanmis numuneler
kontrol numuneleri ile karsilagtirildiginda akrilamid miktarlarinda sirasi ile %36, %41 ve

%060 lik diistisler oldugu tespit edilmistir [32].
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Yapilan g¢alismada depolama kosullarininda da patatesin yapisinda akrilamid
olusumunda 6nemli bir parametre oldugu tespit edilmistir. Patatesler diisiik sicaklikta
depolandiginda, patatesler donmamak i¢in solunum hizlarimi arttirmakta ve yapisindaki
nisasta indirgen sekerlere doniismektedir. Yapilan c¢alismada, patateslerin depolama
sartlariin akrilamid olusumu tizerindeki etkisini belirlemek igin, patatesler farkli farkli
sicakliklarda depolanmigtir. Calismanin sonucunda patatesler 10 °C’nin altinda
depolandiginda bu patateslerden yapilan kizarmis iirlinlerde yiliksek miktarlarda
akrilamid olustugu saptanmustir [33].

Yapilan ¢aligmada, kizartma isleminden Once patates dilimlerine uygulanan 6n
islemlerin akrilamide etkisi arastirilmistir. On islem olarak haslama, suda bekletme, asitli
suda bekletme gibi islemler uygulanmistir. Patates 6nceen haslandiginda asparajin ve
indirgen seker iceriginde ciddi bir azalma tespit edilmistir. Patatesler suda bekletildiginde
(oda sicakliginda) indirgen seker miktarindaki azalmanin olduk¢a fazla oldugu
goriilmiisken, asparajin miktarindaki azalmanin ¢ok fazla olmadigi goriilmiistiir. Bunun
sonucunda patatesleri onceden haslamanin, kizartma isleminde akrilamid olusumunun
azaltilmasinda etkili bir yontem oldugu belirtilmistir. Patates dilimlerinin 6nceen farkli
konsantrasyonlardaki sitrik asit ¢ozeltilerinde bekletilmesinin ise asparajin ve indirgen
seker igeriginin azalmasinda etkili olmadig1 sonucuna varilmistir. Maillard tepkimesinin
olugmasi i¢in kosullar bozuldugundan, pH nin azaltilmasiyla akrilamid olusumunun %70
oraninda azaldigi tespit edilmistir [34].

Bir diger calismada, patates dilimlerine asparajinaz enzimi uygulanmustir.
Asparajinaz enzimi uygulanmasiyla asparajin, aspartik asit ve amonyaga donlismiistiir.
Bu durum asparajin miktarin1 %88 oraninda azaltmistir. Asparajinin azalmasi da
patateslerde olusan akrilamid miktarinin %99 oraninda azalmasini saglamistir [8].

Bir baska calismada da, dondurulmus patates dilimi {iretiminde patates dilimlerini
haglama basamaginda asparajinaz enzimi ile muamele etmislerdir. Bu patatesleri
kizarttiktan sonra olusan akrilamid miktarinin azaldigr goriilmiistiir. Haslama islemi
yapilmayan patateslere gore, patates dilimlerini 40 °C’de 20 dk 10.000 ASNU/I
asparajinaz soliisyonunda beklettikten sonra, 175 °C’de 3 dk kizarttiklarinda olusan
akrilamid miktarinin %30 oraninda azaldigi1 bulmuslardir. Ayni sekilde enzim
uygulamasi yapilip 75 °C’de 10 dk haglanan patates dilimleri kizartildiginda olusan
akrilamid miktarinin direkt 75 °C’de 10 dk haslanana gore %60 azaldigini tespit
etmiglerdir [35].
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Diger bir calismada ise, patates dilimlerini asparajinden farkli amino asitler igeren
cozeltilerde bekletmislerdir. Boylece yarisci bir ortam meydana getirmislerdir. Boylelikle
asparajinin tepkimeye girdigi indirgen seker miktar1 azalmis ve buna bagh olarak da
patateslerde olusan akrilamid miktarinda da 6nemli diizeyde diisme oldugu bulunmustur
[36].

Vakumlu pisirmenin, geleneksel ve vakum kombine pisirme deneyleri, sirasinda
ortalama yiizey sicakliginin siirekli 6l¢iilmesi ile gerezlerde akrilamid miktarinin azalma
mekanizmasi1 aydinlatilmistir. Is1 aktarim katsayisi atmosferik ve vakumlu pisirme
kosullarinda belirlenmistir. Cerez hamuru 6rnekleri (0,3 cm kalinlik, 5 cm ¢ap) 180 °C'de
tamamen atmosferik basing altinda (101 kPa) veya atmosferik ve indirgenmis basing (61
ve 41 kPa) kombinasyonu altinda pisirilmistir. Pisirme siireleri, nem igerigi %3.0-3.5
arasinda olan kurabiye numunelerine gore ayarlanmistir. Yiizey ve i¢ sicakliklar sirastyla
bir termal kamera ve bir termokuple kullanilarak pisirme kaydedilmistir. Termal yiik
derecesi (liriine enerji girisi) daha sonra zaman - sicaklik profillerinden ve bitmis iirtindeki
akrilamid seviyesine bagli olarak toplam risk hesaplama yaklagimini kullanarak
hesaplanmistir. Vakumlu kombine pisirme ile hazirlanan kurabiyelerin akrilamid
konsantrasyonunun 300 ng / g oldugu ve geleneksel pismis numuneye (445 ng / g) kiyasla
yaklagik %30 daha diisiik bir seviyede oldugu bulunmustur. Basincin diisiiriilmesi tizerine
konvektif 1s1 transfer katsayisinda hafif bir diistis gozlemlenmistir. Ani basing
diistirmesinin yarattig1 buharlagsmali sogutma etkisinin, sinirli sicaklik artisindan ve
dolayisiyla akrilamid miktarinin azalmasindan sorumlu oldugu sonucuna varilmstir [37].

Akrilamidin voltametrik yontemle analizi konusunda ise ¢ok fazla ¢alisma yoktur.
Notr bir sulu ¢ozeltide dogrudan tespiti igin yeni, basit ve hassas diferansiyel puls
polarografik (DPP) metodu arastirilmistir. 0,5 kg.cm™ azot gazi basincinda, -1,6 V ila -
1.97 V potansiyel araliginda, saf sulu LiCl'de -1,84 V’da iyi tanimlanmis ve iyi ¢ozlilmiis
bir akrilmaid piki tespit edilmistir. incelenen cesitli elektrolitler arasinda, tetra metil
amonyum iyodiir, tetra metil amonyum hidroksit ve LiCl varliginda en iyi DPP tepkisini
LiCl ile gostermistir. Yiizeyinde gliglii adsorpsiyonlarindan dolay: tetra butil amonyum
hidroksit ve tetra biitil amonyum bromiir varliginda ise kotii tepki gostermistir. LiCl
konsantrasyonunun etkisi, siklik voltametrik cevap ve civa birakma siiresi ¢aligmalari
akrilamidin tersinmez bir elektrokimyasal davranis sergiledigini gostermistir. Saf sulu
ortamdaki iyi elektrokimyasal tepki, elektrot reaksiyonunu etkileyebilecek hidrojen

baglanmasina neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Optimize edilmis sartlar altinda,
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0.2 mg L ila 20 mg L? arasindaki konsantrasyon araliginda korelasyon katsayis1 R? =
0.9998 olarak tespit edilmistir. Yontem i¢in RSD %0.3 (n = 16) bulunmustur. Tespit limiti
(LOD) 27 pg L. Yontem, alkali metallerden herhangi bir etkilesim etkisi olmaksizin

gida numunelerinde AA'nin miktarinin belirlenmesi i¢in basariyla uygulanmistir [4].
4. VOLTAMETRIK YONTEMLE YAPILAN DENEYSEL CALISMALAR
4.1. Kullamlan Cihazlar
4.1.1. Elektrokimyasal analizor
Elektrokimyasal g¢alismalar i¢cin BAS model (Bioanalytical Systems, Epsilon

potentiostat/galvanostat, IN 47906, USA) elektrokimyasal analiz sistemi kullanilmistr.

Elektrokimyasal analizor cihazinin ana kisimlari asagida gortilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. BAS100 model elektrokimyasal analizér [38]

4.1.2. Elektrotlar

4.1.2.1. Referans elektrot

Dontistimlii voltametri ve kare dalga siyirma voltametrisi ¢aligmalarinda referans
elektrot olarak Ag/AgCl (3 M KCl), kullanilmistir. Elektrot cam hiicre igerisinde bulunan
analizi yapilacak ¢ozeltiye degecek sekilde hiicreye takilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Ag/AgCI (3M KCI) referans elektrot [39]

4,1.2.2. Karsit elektrot
Karsit elektrot olarak ise, platin tel elktrot kullanilmistir. Platin tel elektrot da cam

hiicre icerisinde bulunan ¢ozeltiye degecek sekilde hiicreye baglanmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Platin elektrot [40]

4.1.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

4.1.3.1. Standart akrilamid cézeltisinin hazirlanist

Akrilamid standart stok ¢ozeltisi, 7,1 mg standart madde tartilip 100 mL bidistile
suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozeltinin derisimi 1x10 M (0,0071 mg.mL"
1. 71 ppm) olarak hesaplanmistir. Bu ¢dzelti deneylerin yiiriitiildiigii ¢aligma araligina

bidistile su kullanilarak seyreltilmistir.
4.1.3.2. LiCl ¢ozeltisinin hazirlanisi

LiCl ¢ozeltisi 1,059 g LiCl tartilarak 50ml bidistile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Elde edilen ¢ozeltinin derisimi 0,5 M olarak hesaplanmistir.
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4.1.3.3. Britton-Robinson tampon ¢izeltisi (B-R tamponu)

Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 2,7 mL %85°lik fosforik
asit, 2,3 ml saf asetik asit, ve 2,5 g borik asit karistirilmis ve disdile su ile 1 L’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan B-R tamponundan 100’ml lik kisimlar alinmis, pH’larinin
ayarlanmasi igin, tizerinlerine 2 M NaOH veya 2 M HCI ¢ozeltisinden damla damla ilave

edilmistir. Bu yontemle pH 2 ile pH 11 arasinda B-R tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir.

4.2.  Analiz Parametreleri

Polarografi cihazi ile yapilan deneysel c¢aligmalarda ilk olarak Dontisimli
voltametri yontemi kullanilarak potansiyel tarama hiz1 calismalari ile elektrot
reaksiyonun adsorpsiyon veya diflizyon kontrollii olup olmadig1 arastirilmistir.
Akrilamidin elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi amaciyla referans elektrot
olarak Ag/AgCl olarak segilerek civa damla elektro iizerinde doniisiimlii voltametri
calismalar1 yapilmigtir.

Daha sonra, Osteryoung Kare Dalga Voltametrisi (OSWYV) yontemi kullanilmustir.
Bu yontem kullanilarak yapilan voltametrik ¢aligmalarla gidalarda akrilamid tayini i¢in
optimum parametrelerin arastirilmast amaglanmistir. Kare dalga voltametrisi ile en uygun
destek elektrolit Ag/AgCl olarak secilip, pH taramasi yapildiktan sonra, daha diisiik

derisimlerdeki akrilamid miktarlarinin tayini edilebilmesi i¢in ¢aligmalar yuriitiilmiistiir.
4.3. Deneysel Calismalar ile Elde Edilen Sonuclar
4.3.1. Voltametrik ¢ahismalar

Normal sartlarda havayla dengede bulunan bir ¢6zeltideki oksijen derigimi 2x10™

molardir. Bu derisimdeki oksijen olduk¢a belirgin bir polarogram verir. Oksijence

doymus 0,1 M KCI ¢ozeltisinin polarogrami asagida verilmistir (Sekil 4.4)
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Sekil 4.4. Oksijence doymus 0,1 M KCI ¢ozeltisinin polarogrami, oksijenin peroksit ve oksit basamagina

indirgenmesini gosterir [19]

Sekil 4.4’te oksijenin indirgenmesi sirasinda olusan dalgalar goriilmektedir. Bu
nedenle, ortamda ¢6ziinmiis olan oksijenin, bir maddenin polarogrami alinmadan 6nce,
ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu amagla ¢dzeltilerden 5 dk. siiresince 0,5 kg cm™
basingta azot gazi gegirilmistir.

Bu calismada akrilamidin oncelikle doniistimlii voltametri caligmalar1 yapilmis,
daha sonrasinda da akrilamidin Osteryoung Kare Dalga Voltametrisi ¢alismalari ile
akrilamidin indirgenme reaksiyonu sonucu madde miktarmnin tespiti g¢aligmalari
yiirtitiilmiisgtir.

Asagida akrilamidin elektrot reaksiyonu verilmistir. Reaksiyonda, iki protonun ve
iki elektronun eklenmesiyle ¢ift bagin doygun hale geldigi goriilmektedir. Olusan
yapidaki ¢ift bag ve amid grubunun elektronik konjiigasyonunun, karbonil oksijene dogru
bir mezomerik elektron kaymasi yarattig1 ve propionamide indirgemeye izin veren bir
keto-enol yeniden diizenlemesi olusturdugu ileri siiriilebilir. Daha sonra olusan yapida ne
cift bagin ne de amid grubunun indirgenemez

Reaksiyonda denge, bag enerjilerinin toplaminin enol formundan daha yiiksek
olmasindan dolayi, keto formunu desteklemektedir (Sekil 4.5). Enolizasyonun, enol
formunu karbonil ile hidrojen bag: ile azaltan ve bdylece i¢ hidrojen baglanma egilimini
azaltan su tarafindan biiyiik dlclide etkilendigi de tarif edilmistir. Sonug olarak, tiim bu
sonuclardan saf sulu soliisyonda, elektron reaksiyon iirliniiniin hidrojen baglamasi
yoluyla biiytlik olciide stabilize edilmesiyle AA'nin elektron proton transfer kinetiginin

daha kolay gergeklestigi sonucuna varilmistir [4].
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Sekil 4.5. Akrilamid elektrot reaksiyonu

4.3.2. Doniisiimlii voltametri (CV)

Doniistimlii voltametri yonteminde potansiyel tarama hizi caligmalar ile elektrot
reaksiyonun adsorpsiyon veya diflizyon kontrollii olup olmadigi incelenebilmektedir.
Akrilamidin elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi amaciyla referans elektrot
olarak Ag/AgCl olarak secilerek civa damla elektro iizerinde doniisiimlii voltametri
calismalar1 yapilmstir.

Akrilamidin asili civa elektrot iizerindeki doniisiimlii voltamogramlar1 2x10™ M
akrilamid ve 0,5 M LiCl igeren ¢ozeltide -30 ile -2750 mV/s arasinda farkli tarama
hizlarinda gergeklestirilmistir. Akrilamidin doniistimli voltamogramlarinin alinabilmesi
icin -30mV/s’dan baslayarak -2750 mV/s’a kadar once negatif yonde bir potansiyel
taramasi sonrasinda pozitif yonde potansiyel taramasi yapildi. -2750 mV/s’den sonra pik
akimlarimin sabit kaldig1 ve pik morfolojilerinin bozuldugu goriilmiistiir.

Dontisiimlii voltametri ¢alismasi sonucunda elde edilen voltamogramlar -30 ile -
100 mV/s arasinda Sekil 4.6 ve -100 ile -2750 mV/s arasinda Sekil 4.7’de verilmistir.
Asili civa kullanilarak gerceklestirilen calismalarda negatif yondeki potansiyel
taramasinda -1880 V’da tek bir katodik pik gozlenirken, pozitif yondeki potansiyel
taramasinda anodik pik gézlenmemistir.

Yapilan deneysel calismalar sonucunda farkli tarama hizlarindaki dontigiimli
voltamogramlardan elde edilen veriler sonucunda tarama hizinin karekokiine karsilik
(v'?), pik akimi degerleri grafige gecirilmistir ve grafigin egimi hesaplanmistir.
Dogrularin egimlerinin 1’den biiyilkk olmasi yada korelasyon katsayilarinin 1’den
uzaklagmasi1 elektrot reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir.

Eger dogrularin egimi 1’den kiigiikse difiizyon kontrollii oldugu anlasilir.
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Elektrot reaksiyonunun davranisinin belirlenmesi i¢in ayrica tarama hizinin
logaritmas1 ile pik akiminin logaritmasinin degisimine de bakilmistir. Elde edilen
dogrularin egimlerinin 1’e¢ yakin olmasi da reaksiyonun adsorpsiyona dayali, egimin
0,5’den kiigiik olmasi difiizyona dayali olugunu gostermektedir.

Doniistimlii voltametri ¢alismasinda pik potansiyelinin tarama hiz1 ile degisimi de

incelenmistir. Tarama hizinin pik potansiyeli ile kaymasi elektrot reaksiyonunun

tersinmez oldugunun bir gostergesidir.
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Sekil 4.6. (-30 ile -100 mV/s) arasindaki potansiyel taramasi
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Potential . \/
Sekil 4.7. (-100 ile — 2750 mV/s) arasindaki potansiyel taramast
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Akrilamid ile yapilan hiz taramasi sonucunda farkli tarama hizlarinda elde edilen

pik akimlar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. CV ¢alismasinda tarama hizina karsi elde edilen akim degerleri

Tarama ipik (uA)
Hiz1 (mV/s)
30 1,493
40 1,788
50 1,886
60 2,034
70 2,296
80 2,772
90 3,313
100 3,292
250 4,228
500 5,648
750 6,584
1000 7,326
1250 8,456
1500 8,908
1750 9,715
2000 10,004
2500 10,004
2750 10,004

CV teknigi ile yapilan ¢alismalarda, tarama hizinin karekokiine karsi (v¥2) pik
akimi (Ip) ve logv’ye karst logl, degerleri i¢in yapilan hesaplamalar Tablo 4.2°de

verilmistir.
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Tablo 4.2. 2x10*“ M Akrilamid i¢in Tarama hizi ile akim degisimi

v vi2 log v ip(uA) Log ip
30 5,48 1,48 1,493 0,17

40 6,32 1,60 1,788 0,25

50 7,07 1,69 1,886 0,28

60 7,75 1,78 2,034 0,31

70 8,37 1,85 2,296 0,36

80 8,94 1,90 2,772 0,44

90 9,49 1,95 3,313 0,520
100 10 2 3,292 0,517
250 15,81 2,40 4,228 0,626
500 22,36 2,70 5,648 0,75

750 27,39 2,88 6,584 0,81
1000 31,62 3 7,326 0,86
1250 35,35 3,09 8,456 0,93
1500 38,73 3,18 8,908 0,95
1750 41,83 3,24 9,715 0,99
2000 44,72 3,30 10,004 1,00
2500 50 3,40 10,004 1,00
2750 52 3,44 10,004 1,00

Farkli tarama hizlarindaki doniisiimlii voltamogramlardan elde edilen sonuglara
verilere gore tarama hizinmn karekokiine (v?) karsi pik akimi (lp) degerleri grafige

gecirildiginde asagidaki dogru denklemleri bulunmustur (Denklem 4.1, Sekil 4.8).

Ip(nA) =0,2146 v (mV/s) + 0,676 (R*=0,992) (4.1)
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Sekil 4.8. 2x10* M akrilamidin 5M LiCl ¢ézeltisindeki (v?) - (1p) grafigi

Dogrunun egiminin 1’den kiigiik olmasi akimin diflizyon kontrollii oldugunu
gostermektedir [41].
Elektrot reaksiyonunun davraniginin belirlemek i¢in logv’ye kars1 loglp degerleri

grafige gecirilmistir (Sekil 4.9)

1,2
y =0,4355x-0,4251
R = 0,082

Sekil 4.9. 2x10* M akrilamidin SM LiCl ¢ozeltisindeki logv- loglp grafigi

Sekil 4.9’da goriilen grafik sonucunda asagidaki dogru denklemi elde edilmistir
(Denklem 4.2). Bu esitlikte dogrunun egiminin 0,5’den kiigiik olmasi (0,43) reaksiyonun

yine difiizyon Kontrollii oldugunu gosterir [42, 43].

log Ip(uA) = 0,4355 logv- 0,4251 (R?=0,98) (4.2)
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Pozitif yonde yapilan potansiyel taramasinda herhangi bir anodik pikin
gozlenmemesi ve tarama hizi arttik¢a pik potansiyelinin daha negatif degerlere kaymasi

akrilamidin indirgenme reaksiyonunun tersinmez oldugunun gdostergesidir (Sekil 4.10).

1950
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Tarama Hizi1 (mV/s)

Sekil 4.10. 2x10-4 M akrilamidin SM LiCI ¢ozeltisindeki tarama hizina karsi pik potansiyeli grafigi

Doniistimlii voltametri calismalarinin sonuglari; reaksiyonun tersinmez ve difiizyon

kontrollii oldugunu gostermektedir.

4.3.3. Kare dalga voltametrisi ile yapilan ¢aliymalar
Akrilamid ile yapilacak voltametrik calismalarda oncelikle analiz kosullarinin
belirlenmesi amaciyla pH taramasi, baglangi¢ potansiyeli taramasi yapilmis, uygun destek

elektrolit se¢ilmistir. Secilen destek elektrolitin derisimine karar verilmistir.

4.3.3.1. PH taramas:

Polarografik ve voltametrik ¢alismalarda pH tamponlarinin etkisini oldukca dnemli
bir parametredir. pH etkisini gézlemlemek amaciyla pH 1 ve pH 12 araliginda hazirlanan
Britton Robinson ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu amagla 10ml’lik voltametre hiicresine,
1x10° M stok ¢bzeltiden 1 ml, pH tamponundan 1ml ve distile sudan 8 ml alinarak
strastyla her bir pH 2, pH 4, pH 6, pH 8, pH 10 ve pH 12 tampon ¢dzeltileri i¢in
voltamogramlar alinmistir. Elde edilen voltamogramlar asagida goriilmektedir (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. 5.10° M icin pH taramasi

pH taramasinda elde edilen sonuglara bakildiginda, pH 6 ve pH 8’de kuyruklanma
gbzlenmistir. pH 10 ve pH 12°de ise ¢okme olmustur. PH 7 civarinda keskin ve diizgiin
pikler elde edilmistir. PH 7,1°de ¢alisilmasina karar verilmistir. Calismalarda akrilamid
derisimine bagli olarak difiizyon akiminin dogrusal olarak artmasi bu molekiiliin tayininin

kare dalga voltametrisi ile yapilabilecegini gostermektedir.

4.3.3.2. Baglangi¢ potansiyeli taramasi

Polarografik ve voltametrik ¢aligmalarda baslangi¢ potansiyelinin tespit edilmesi
bir diger 6nemli parametredir. Bu amagla baslangi¢ potansiyeli olarak sirasiyla 0 mV, 200
mV, 400 mV, 600 mV, 800 mV, 1000 mV, 1200 mV ve 1400 mV segilerek 2100 mV’ a
kadar voltamogramlar elde edilmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 4.12’de
gorilmektedir.

Baslangic potansiyeli taramasinda potansiyel arttik¢a piklerin yayvanlastigi ve pik
keskinliklerinin azaldigi saptanmistir. En uygun baslangi¢c potansiyelinin 1400 mV

olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.12. 3x10° M A4 icin baslangi¢ potansiyeli taramast
4.3.3.3. Civa damlas: biiyiikliigii Secimi

Polarografik ve voltametrik ¢alismalarda bir diger 6nemli parametre de civa
damlasinin biiyiikliigiidiir. Bu amagclar farkli damla biiyiikliikleri segilerek caligsmalar
yapilmistir. 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 civa biyiikliikleri segilerek sirasiyla voltamogramlari
alinmigtir. Civa biytikligi 12 (120 ms)’nin iizerine ¢iktiginda pik morfolojilerinin

bozuldugu gorilmiistiir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. 5x10° M AA icin civa biiyiikliigii taramasi
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Sonug itibariyle, en yiiksek sinyal siddeti 10 birim (100 ms) civa biytlkligii
secildiginde gdzlenmistir. Ancak bu degerde pik morfolojisi bozuldugu i¢in 80 ms’ye
tekabiil eden degerin analitik acidan en kaliteli veriyi saglayan civa biyiikliginii

verdigine karar verilmistir.

4.3.3.4. Destek elektrolit secimi

Akrilamidin farkli destek elektrolitleri igerisindeki davraniglarinin incelenmesi
amaciyla, segilen destek elektrolitleri igin -1,4 ile -2,1 V araliginda OSWYV ydntemi ile
voltamogramlar: alinmistir. Calismalarda kullanilan tiim destek elektrolitlerin derisimleri
0,025mol/L olarak se¢ilmistir.

Elde edilen voltamogramlara bakildiginda, destek elektrolit olarak tetra butil
amonyum bromiir kullanildiginda -1,5 V ve -1,97 V’da iki polarografik pik gézlenmistir.
Tetra metil amonyum iyodiir ve LiCl ile alinan voltamogramlarda ise LiCl ile elde edilen
pikin daha diizgiin oldugu saptanmaistir.

Akrilamid analizinde, LiCl’tin kiigiik partiikiil boyutu sayesinde elektrot yilizeyine
daha diisiik adsorplanma 6zelliginden dolayr LiCl ¢ozeltisi ile calisildiginda, diisiik
negatif potansiyellerde ¢ok daha yiiksek duyarlilik gostermektedir (Sekil 4.14). Bu
nedenle destek elektrolit olarak LiCl kullanilmasina karar verilmistir.

Yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda elde edilen sonug literatiire uygun

bulunmustur [4].
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Sekil 4.14. 3x10° M AA icin destek elektrolit secimi calismasi
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Bu sonug ayni1 zamanda, destek elektrolit icindeki katyonun daha kuvvetli abrorbe
olabilen bir destek elektrolit varliginda, bu giiclii elektrot ile yer degistirilebilecegini ve
bunun da katyonik akrilamid ingirgenme reaksiyonunun pik potantisiyelinin daha negatif
degere dogru kaymasina, pik akiminin azalmasi hatta sifirlanmasina neden olabilecegini
gostermektedir. Akrilamid diisiik negatif potansiyellerde en yiiksek duyarliligi destek
elektrolit olarak LiCl secildiginde gostermektedir. Clinkii LiCl kiigiik partikiil boyutu
nedeniyle elektrot ylizeyine en az absorbe olmaktadir.

Akrilamidin pik akimindaki azalmanin, elektrot ¢ozeltisinin araylizeyindeki ¢ift
tabaka yapisindaki degisimden otiirti LiCl derisimi ile dogrudan iligkili oldugu sonucuna

varilmigtir.

4.3.3.5. LiCl derisiminin etkisi

Destek elektrolit olarak segilen LiCl’iin derisiminin pik akimlarina etkisini
aragtirmak amaciyla deneyler gerceklestirilmistir. Bu amagla, analiz hiicrelerine 0,005
mol/L’den baslayarak ve 1,75 mol/L’ye kadar farkli derisimlerde LiCl icerecek sekilde
numuneler hazirlanmis ve voltamogramlari alinmistir. Bu deneysel ¢alisma 2 kez tekrar
edilmistir. Elde edilen voltamogramlar i¢in LiCl derisimlerine karsilik pik akimlari

grafige gecirildiginde Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°daki grafikler elde edilmistir.
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LiCl Derigsimi mol/L

Sekil 4.15. LiCl derisiminin pik akimina etkisi (1. Deneysel ¢calisma)

Yukarida yapilan ¢alisma ile ilgili tekrar deneyi yapilmistir. Yapilan deneysel

caligma tekrar hem literatiire hem de 6nceki ¢alismamiza uygun olarak bulunmustur.
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Sekil 4.16. LiCl derisiminin pik akimina etkisi (2. Deneysel ¢calisma)

LiCl derisiminin pik akimi iizerine etkisinin incelendigi her iki ¢alisma sonucunda
da elde edilen grafiklere bakildiginda LiCl derisiminin 0,005 molL? ile 0,5 molL™*
araliginda arttirilmasi ile pik akimlarmin arttigi ve belli bir siire sonra neredeyse
degismedigi goriilmektedir. Bunun sonucunda pik akiminin sabit kaldigi 0,5 M LiCl

derigiminde ¢alisilmasina karar verilmistir.

4.3.3.6. Difiizyon katsayisinin hesaplanmasi
Akrilamid i¢in difiizyon akim sabiti ve maksimum difiizyon kaysayist D ;Ilkovig

esitligine gore hesaplanmistir (Denklem 4.3, Denklem 4.4, Denklem 4.5).

I=1d/Cm 23t 16 (4.3)
Id =708nCD 2t Y6m?3 (4.4)
Id =0,732nFCD Y2t ¥6m?3 (4.5)
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C : konsantrasyon (mol/cm?)

D : difiizyon katsayisi (cm2/s)

F : Faraday sabiti(C/eq)

id : maksimum diflizyon akim1 (pnA)
n : aktarilan elektron sayisi (mol,e)
m : civanin akis hizi (g/s)

t : damla 6mrii(s)

Id ortalama diflizyon akimi olarak olgiiliirse, 708 degeri yerine 607 almak gerekir.
Denklem 4.5’te ise 0,627 almak gerekir.

Difiizyon sabitinin bulunmasi i¢in ilk olarak m ve t degerleri bulundu. Bunun i¢in
3x10° M ¢dzeltinin analizinde, 50 civa damlasi sayilarak siire kaydedildi ve buradan tek
bir civa damlasinin émrii belirlendi. Ayrica bos iken ve 50 civa damlasi ile dolu iken
hiicre tartilarak m belirlendi. Kapiler 6zellik olarak kabul edilen m?® t'® degeri 0,157
mg?3sY2 olarak hesaplandi. Difiizyon akimi Sekil 4.17’de elde edilen DPP
polarogramindan 1,947 pA olarak tespit edilmistir. Tiim bu degerler Ilkovig esitliginde
yerine konuldugunda D difiizyon katsayis1 8,52x10°® cm?/s olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.17. 3x10°°m akrilamidin normal pulse polarogram:
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4.3.3.7. Kalibrasyon ¢alismasi

Bundan sonraki c¢alismalarda akrilamidin her bir konsantrasyon i¢in 10 ml’lik
polaragrafik hiicreye farkli derisimlerde ¢ozeltiler konularak tizerlerine 1ml 0,5 M LiCl
¢Ozeltisi ve distile su ilave edilerek analiz ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Daha 6nceki raporda belirtilen derisimlerden daha diisiik derigimlere inebilmek i¢in
calismalar yapilmistir. Polarografi hiicresine 10 ml hacmindeki destek elektrolit ¢ozeltisi
konulduktan sonra ¢oziinmiis oksijenin uzaklastiritlmasi amaciyla 5 dakika siireyle
%99,99 saflikta, ortalama gaz basinc1 0,5 kg/cm? olacak sekilde azot gazi1 gegirilmistir.

Hazirlanan ¢ozeltiler icin 2.8x10% — 6x10° M (0,2 ppm-4,26 ppm) lik
konsantrasyon araliginda OSWYV teknigi ile elde edilen voltamogramlar ve kalibrasyon
grafigi asagida verilmistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. 2.8x10°6— 6x10"° M konsantrasyon araliginda OSWYV teknigi ile elden edilen voltamogram
(Potansiyel araligr -1,4V-2,1V, civa biiyiikliigii 8)
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Sekil 4.19. 2.8x10°%— 6x10° M konsantrasyon aralhiginda kalibrasyon grafigi

4.3.4. Kare dalga voltametrisi ile gidalarda akrilamid analizi

Gidalarda bulunan akrilamid miktariin voltametrik olarak tayininin arastiriimasi
amactiyla European Reference Materials’dan elde edilen, icerdigi akrilamid miktar1 belli
olan sertifikas1 ekte verilen toz halindeki rusk (firinda kizartilmis ekmek dilimi) numunesi

kullanilmastr.

4.3.4.1. Standart akrilamid numunesinin hazirlanmasi

Akrilamid standart stok ¢ozeltisi 7,1 mg standart madde tartilip, 100 mL bidistile
suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozeltinin derisimi 1x10° M (0,071 mg.mL-
71 ppm) olarak hesaplanmistir. Bu ¢ozelti deneylerin yiiriitiildiigii calisma araligina

bidistile su kullanilarak seyreltilmistir.

4.3.4.2. Standart tost ekmegi (galeta-rusk) numunesinin hazirlanmasi

Sertifikasinda belirtildigi iizere tost ekmegi numunesi 74 pg/kg akrilamid
icermektedir. Bu numuneden 1 g. tartilarak 10ml.lik cam santrifijj tiipiine konulmus ve
tizerine 5ml. metanolde ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti 10 dk santrifiij edilmistir.
Sanrifiij sonucu elde edilen siiziintii alinarak tizerine 25 ul Carezl ve 25 ul Carez2
cozeltileri eklenmistir. Son olarak 5 dk. daha santrifiij edilmis ve boylelikle 2,08x10” M
akrilamid igeren ¢ozelti elde edilmistir (Sekil 4.20).

52



1 g tost

ekmegi numunesi

U

5 ml metanol
5 dk vorteks+ 10 dk santriifiij

Stzunti alimir

25 pl Carezl ve 25 pl Carrez2 ilave edilir

5 dk varteks+ 10 dk santriifiij

2,08x10”" M akrilamid iceren numune elde edilir
Sekil 4.20. Ekstraksiyon semasi

4.3.4.3. Tost ekmegi numunesi iizerine geri kazanim ¢alismalari

Geri kazanim ¢alismas1, hazirlanmis olan 2,08x10°" M akrilamid iceren tost ekmegi
numunesi ¢ozeltisi iizerine 1x10° M’lik standarttan Tablo 4.3’te belirtilen miktarlarda
eklenerek yapilmistir.

Her bir hiicre tizerine 1 ml LiCl ve son hacim 10 ml olacak sekilde distile su ilave

edilerek 6rnekler hazirlanmistir.
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Tablo 4.3. 2,08x107 M akrilamid ¢ézeltisi iizerine eklenen akrilamid, LiCl ve distile su miktarlar:

Tost Ekmegi o
1x10°*M’hk 5M LiCl’den Distile sudan eklenen
(2,08x107 M)’dan
standarttan eklenen (ml) eklenen (ml) (ml)

eklenen (ml)
1 0,05 1 7,95
1 0,06 1 7,94
1 0,07 1 7,93
1 0,08 1 7,92
1 0,09 1 7,91
1 0,1 1 7,90
1 0,2 1 7,80
1 0,3 1 7,70
1 0,4 1 7,60
1 0,5 1 7,50
1 0,6 1 7,40
1 0,7 1 7,30
1 0,8 1 7,20
1 0,9 1 7,10
1 1 1 7,00
1 1,1 1 6,90
1 1,2 1 6,80

Standart ilavesi ile elde edilen voltamogramlar asagida goriilmektedir (Sekil
4.21).

+5. 9

+4.4

Current,uA

I I 1
-1.4 -1.5 -1.6 -1.7 -1.8 -1.9 -2.0 -2.1
Potential,\v/

Sekil 4.21. 2,08x107 M akrilamid ¢ézeltisi iizerine 1x10° M lik standarttan eklenmesi sonucu elde edilen

voltamogramlar
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Elde edilen voltamogramlar incelendiginde, 10ml’lik hiicre igerisinde toplam
akrilamid miiktarinn  5x10° M’dan diisik oldugu durumlarda elde edilen
voltamogramlarin tasiyici elektrolitin voltamogramina ¢ok yakin oldugu, derisimin 1x10°
4M’1 gectigi andan itibaren ise pik morfolojilerinin bozuldugu saptanmustir.

Buna gore yapilan geri kazanim calismalar1 sonucunda elde eklenen akrilamid
miktarlaria karsilik ve bulunan akrilamid miktarlari ile geri kazanim ytizdeleri asagidaki
Tablo 4.4’te verilmistir.

Elde edilen sonuglar asagida goriilen voltamogramlara gore hesaplanmistir. Buna
gore oOnceki kalibrasyon c¢alismalarinda 1x10° M ve 6x10° M arahigindaki
konsantrasyonlarda elde edilen voltamogramlarin yiikseklikleri ile 2,08x107" M akrilamid
iceren tost ekmegi numunesi (N), tizerine eklenen akrilamid ¢ozeltileri sonucunda elde
edilen voltamogramlarin yiikseklikleri karsilagtirilmistir. Elde edilen voltamogramlar
asagida siralanmistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil
4.27).

Tablo 4.4. Eklenen akrilamid miktarlarina karsilik ve bulunan akrilamid miktarlari ile geri kazanim

yiizdeleri
Akrilamid Bulunan akrilamid Geri Kazanim (%)
miktar1 (M) miktar1 (M)
1x10° 0,98 x10° 98,0
2x10° 2,03 x10° 101,5
3x10° 2,96 x10° 98,7
4x10° 3,97 x10°° 99,3
5x10° 4,96 x10° 98,2
6x10° 6,02 x10° 100,3
Ortalama
99,3
Standart Sapma
1,23
Bagil Standart Sapma
1,24
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Current,uA

Current,uA

+5.59 5
a4
+3.0
AR AAMEN
+1.5 {!‘ {L
14 1.8 18 1.7 1.8 1.8 220 -2
Potential v/
Sekil 4.22. 1x10° M AA ve 1x10°> M AA + numune voltamogram/ar:
+5.9
a4
+3.0 AA A@'*N
+1.5
0 T T
14 18 =18 1.7 -1.8 -19 20 -21

Potential Vv

Sekil 4.23. 2x10°° M AA ve 2x10°> M AA + numune voltamogramlar



Current,uA

+5.9
<
3.. +4 4
re]
o
t AN
3 +3.0 AA
3 i
+1.5-
0.
-14 -15 -16 -1.7 =-18 -19 -20 -2.1
Potential,VV
Sekil 4.24. 3x10° M AA ve 3x10°> M AA + numune voltamogram/ar:
+5.9
+4.4
+3.0
=] 5
0 - I | |
1.4 -1.%5 -1.8 -1.7 -1.8 -1.9 -2.0 -2.1
Potential

Sekil 4.25. 4x10° M AA ve 4x10°° M AA + numune voltamogram/ar:
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Sekil 4.26. 5x10° M AA ve 5x10°> M AA + numune voltamogram/ar:

+5.9
=) AL AAHN
-]
- +d 4 &
-
1))
-
-
3 +3.0
o) |
+1.5

-1.4 -1.5 -1.6 -1.7 -1.8 -1.9 -2.0 -2.1

Potential V

Sekil 4.27. 6x10° M AA ve 6x10° M AA + numune voltamogram/ar:

Geri kazanimdaki yiizdelere bakildiginda ortalama % 99,3 geri kazanim saglandigi

goriilmektedir. Ayrica geri kazanimdaki bagil hatalar %2 nin altinda kalmistir.
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4.3.4.4. LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi ve tekrarlanabilirlik — tekrar
iiretilebilirlik calismalari

Polarografik yontemle yiiriitiilen ¢alismalarda LOD ve LOQ degerleri daha 6nce
yapilmis olan kalibrasyon c¢alismasindaki en alt limite gore tespit edilmeye caligilmistir.
Ayrica tekraredilebilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalar1 yapilarak iizerinde durulan
yontemin analitik olarak ne kadar verimli oldugu arastirilmistir.

Kesinlik 6l¢iim sonuglarimin birbirine yakinliginin ifadesidir. Bagimsiz analiz
sonuglar1 arasindaki tutarlilig1 gosterir. Kesinlik dogrulugun gerceklik disindaki diger bir
bileseni olup rastgele hatalarin dagilimin1 gosterir. Kesinlik olglimiinii 4 faktor
etkilemektedir. Bunlar zaman (kisa ve uzun zaman aralig1), kalibrasyon (ayn1 ekipmanda
dahi Ol¢limler arasinda yeniden kalibrasyon yapilip yapilmadigi), operatdr (ayni veya
degisik operatorler) ve ekipman (6lgimlerde ayn1 veya farkli ekipmanlarin kullanilip
kullanilmadigl) olup bunlarin degiskenligine gore kesinlik de degismektedir.

Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik olarak iki genel kesinlik 6l¢timii bulunmaktadir.

4.3.4.5. Tanmimlama limiti (LOD) ve él¢giim limiti (LOQ)

Tanimlama limiti, 6rnekte sinyal olarak okunabilen, fakat kesin olarak miktar
belirlenemeyen en diisiik konsantrasyondur. Tanimlama limiti (LOD) degeri yani
analitin, bir “bos”6rnektekinden istatistiksel olarak dnemli 6l¢giide farkli olan en diisiik
konsantrasyon diizeyinin, EURACHEM rehberine gore belirlenmesi igin
kullanilabilecek yontemler asagida verilmistir [44].

a) 10 tekrar olacak sekilde blank analiz edilir; standart sapmasi(s) hesaplanir.
LOD=Ortalama blank konsantrasyonu + 3s

b) 10 tekrar olacak sekilde, miimkiin olan en diisiik konsantrasyonda spike edilmis blank
analiz edilir (6rn:10 ppb spike); standart sapmasi (s) hesaplanir. LOD= 0 + 3s

c) 10 tekrar olacak sekilde, blank ve miimkiin olan en diisiik konsantrasyonda spike
edilmis blank analiz edilir (6rn:10 ppb spike); standart sapmasi (s) hesaplanir.

LOD-= Ortalama blank konsantrasyonu + 4.65s (hipotez testleri ile elde edilen deger)

EURACHEM rehberine gore, tayin limiti (LOQ) belirlenmesi i¢in kullanilabilecek
yontemler ise sunlardir:

a) 10 tekrar olacak sekilde blank analiz edilir, standart sapmasi(s) hesaplanir.

LOQ=0Ortalama blank konsantrasyonu + 5s ya da,

LOQ=0Ortalama blank konsantrasyonu +6s ya da,

LOQ=0Ortalama blank konsantrasyonu +10s
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b) 10 tekrar olacak sekilde, LOD’ye yakin farkli konsantrasyonlarda spike edilmis blank
analiz edilir, her bir konsantrasyon i¢in standart sapma (s) hesaplanir. s degerleri konsantrasyona
kars1 grafige gecirilir ve grafik incelenerek LOQ igin bir deger atanir. Kabul edilebilir diizeyde
belirsizlikle tespit edilebilen en diisiik analit konsantrasyonunu LOQ olarak belirlenir. IUPAC
Orange Book Boliim 18.4 3.17°de, tayin limiti (LOQ), %10 RSD degerine sahip sonuglar
veren analit miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Buna gore;

s

RSD = ———M
ortalama

100

10 =—— 100
LOO

0.1=—
LOO
LOQ =105 (4.6)

Denklem 4.6’da gorildiigli {izere; tayin limiti (LOQ)=10s formiiliine
ulasilmaktadir. Bu durumda, tayin limiti (LOQ) tespiti igin; ayni tespit limiti (LOD)
belirlenmesinde izlenen yol kullanilarak, standart sapma (s) degeri lizerinden tayin limiti

(LOQ) hesabi yapilabilir.

4.3.4.6. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, “r” harfi ile ifade edilmekte olup, tekrarlanabilirlik kosullart
altinda elde edilen kesinliktir. Tekrarlanabilirlik kosullar1 ISO 5725-1 ‘de ayn1 metot ile
esdeger Orneklerde aymi laboratuvarda, ayni ekipman ve ayni analist tarafindan kisa
zaman araliginda elde edilen bagimsiz test sonuclari elde edilmesi olarak tanimlanmaistir.

Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel
test sonuglarinin birbirine yakinhiginin bir derecesidir. Yontem kesinligi, standartlarin
onayladig1 bir dizi farkli 6l¢limiin test sonuglara etkisidir. Kesinlik i¢in kabul edilen
kriter analizin tipine dayanir. Eczacilikta, kalite kontrol analizi i¢in bagil standart sapma
%1 den daha 1yi olan kesinlik kolaylikla basarilabilirken, biyolojik 6rnek icin %15 den
fazla ve diger konsantrasyon seviyelerinde %10 bagil standart sapma ile kesinlik
saglanabilir. Cevresel ve besin orneklerinde kesinlik, daha ¢ok 6rnek matriksine dayanir.
Ayrica kesinlik, analit konsantrasyonuna, analiz teknigine bagli olup bagil standart sapma

%2 ve %20 den fazlaya kadar ¢esitlilik gosterebilir.
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Olgiilmiis standart farkliigi {ic kategoriye ayrilabilir; tekrarlanabilirlik, orta
kesinlik ve tekraryapilabilirlik.

Tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan ayni sartlarda kisa zaman zarfinda sabit bir
ornegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin, kesinligi olarak tanimlanir.
Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir gostergesidir. Tekrarlanabilirlik bir laboratuvarda bir
analizci ve bir cihaz kullanilarak kisa bir zaman diliminde saglanr.

Ilgili standarda gore, iki test sonucunun alindigi durumlarda (iki paralel

calisildiginda) tekrarlanabilirlik limiti (r), su sekilde hesaplanmaktadir (Denklem 4.7).

—t. 20, =28
r=1.\20, =280, @4.7)

to: 1.96 (t tablosunda, %95 giiven araligi, o serbestlik derecesi i¢in elde edilen
deger)

or: Tekrarlanabilirlik sartlar1 altinda elde edilen iki deney sonucunun standart
sapmasidir.

n tane test sonucunun alindigi durumlarda tekrarlanabilirlik limiti (r) Denklem

4.8’de verilmistir.
r=CR,,(n)= f(n)o, (4.8)
Burada;
CRp,95(n): n sayida test sonucu igin kritik aralik
f(n): Kritik aralik faktorii

or: Tekrarlanabilirlik sartlart altinda elde edilen n sayidaki deney sonucunun

standart sapmasidir.

4.3.4.7. Tekrariiretilebilirlik

Tekrariiretilebilirlik yani uyarlik ise “R” harfi ile ifade edilmektedir ve
tekrariiretilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen kesinliktir. Tekrartiretilebilirlik kosullar1
standartta ayn1 metot ile esdeger drneklerde farkli laboratuvarda, farkli ekipman ve farkli
analist tarafindan uzun zaman araliginda elde edilen bagimsiz test sonuglarinin elde

edilmesi olarak tanimlanmistir. Eurachem rehberinde tekrariiretilebilirlik, laboratuvarlar
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aras1 (inter-laboratory) tekrar iretilebilirlik ve laboratuvar igi (intra-laboratory)
tekrariiretilebilirlik olarak ikiye ayrilmigtir.

Hem tekrarlanabilirlik hemde tekrartiretilebilirlik analit konsantrayonuna bagl
olarak degistigi i¢in degisik konsantrasyonlarda (diisiik, orta, yiiksek gibi) tespit
edilmelidir. Kesinligin relatif standart sapma olarak ifadesi konstrasyondan bagimsiz hale

getirecegi i¢in kullanimda tercih edilmektedir.

4.3.4.8. Grubb testi
Grubb testi ise, ormal dagilimda sapan verilerin tespit edilmesi i¢in kullanilir.
Sapma siipesi olan en yiiksek (xp) ve en diisiik (x1) degerler asagidaki formiilde yerlerine

konularak Grubb testi uygulanir (Sekil 4.28).

G =(.x,,—-?)
P $
Gl_(f—xl
s
1 &
X=—>»ux
p i=1
! i( X)°
§ = X, — X
p-1& !

Sekil 4.28. Grubb testi formiil

Formiildeki deger Grubb test degerlendirme tablosundaki deger ile karsilastirilir.

Sonug kendi kritik degerinin %5’ine esit veya bu degerden daha az ise, denenen
madde dogru olarak kabul edilir.

Sonug kendi kritik degerinin %5’inden biiyiik ve kendi kritik degerinin %1 ’inden
kiiciik veya buna esit ise, denenen madde uzakta kalan olarak adlandirilir ve tek bir yildiz
isareti ile belirtilir.

Deney istatistigi kendi kritik degerinin %1’inden daha biiyiik ise, madde istatistiki

acidan degerlendirme dis1 birakilan olarak adlandirilir ve ¢ift y1ldiz isareti ile belirtilir.

62



4.3.4.9. Horwitz orant (HorRat)

Horwitz oran1 (HorRat) veya degeri basit bir performans parametresi olup kimyasal
metotlarin kesinliginin kabul edilebilirligi konusunda bilgi verir (Sekil 4.29). Her ne
kadar laboratuvarlar arasi relatif standart sapma (RSDR) ile ilgili gelistirilmis olsa da
laboratuvar ici relatif standart sapma (RSDr) = RSDRGsngsriilen 1¢inde uygulanabilmektedir.
HorRat degeri 2’den daha kiiciik olmalidir.

- HorRat < 0,5 ise metot tekrartiretilebilirligi ¢cok diisiiktiir ve ¢calismanin

bagimsizliginda sorun vardir.

- 0,5 <HorRat < 1,5 ise metot tekrartiretilebilirlik beklenen sekilde normaldir.

- HorRat > 1,5 ise metot tekrariiretebilirligi beklenenden daha yiiksektir.
Calismada gozden gecirme yapilmasi faydali olacaktir.

- HorRat >2 ise metot tekrariiretebilirliginde sorun vardir.

HorRat hesabi i¢in agagidaki formiiller kullanilir. Formiilde yer alan ”C” degeri
konsantrasyon (mg/g, g’kg vb.) olup 6rnegin 100 g/100 g i¢in 1, 1000 mg/kg i¢in 0,001
ve 1 mg/kg i¢in 0,000001 dir.

HorRat = R‘S‘Deideedilan

angoriilen

RSD — 2(1—0.5[0gC)

M ingoriilen
Sekil 4.29. Horrat formiilii

4.3.4.10. Dogruluk parametrelerinin pratikte kullanimi

Tekrarlanabilirlik Limiti; Tekrarlanabilirlik sartlar1 altinda elde edilen iki analiz
sonucu arasinda %95 olasiliklar olmas1 beklenen maksimum farktir. Tekrarlanabilirlik
limiti “r” ile ifade edilir ve tekrarlanabilirlik standart sapmasinin 2,8 (1,96 X \2) ile
carpilmasindan elde edilir (Denklem 4.9).

r=28xsr (4.9)

Tekrartiretilebilirlik Limiti; Tekrariiretilebilirlik sartlar1 altinda elde edilen iki
analiz sonucu arasinda %95 olasiliklar olmasi beklenen maksimum farktir.
Tekrarlanabilirlik limiti “R” ile ifade edilir ve tekrariiretilebilirlik standart sapmasinin 2,8
ile carpilmasindan elde edilir. Iki test sonucu tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda elde

edildiginde iki sonug arasindaki mutlak fark tekrarlanabilirlik limiti ile karsilagtirilir.
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4.3.4.11. LOD ve LOQ calismalar

Bu amagla daha 6nce kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla belirlenen en
diisiik derisime gore akrilamid i¢in alinan voltamogramlar i¢in son derisim 0,2 ppm
olacak sekilde 2,08x107 M akrilamid igeren galeta (rusk) numunesine eklenerek
hazirlanan standart numunesinin 6’sar okumasi yapilarak cihazin 6l¢iim yapmasi
saglanmis, elde edilen voltamogramlardaki piklerin akimlarindan yola g¢ikilarak,
kalibrasyon grafigine gore konsantrasyonlarina gecilmistir. Buna gore elde edilen
sonuglar ve bu sonuglara gore geri kazanimlar Tablo 4.5.’te verilmistir.

Tablo 4.5’te gorildiigii gibi t degerimiz 0,5951 olarak tespit edilmistir. %95
giivenilirlik araligi ve k=2 icin tablo degeri 2,571 olarak okunmustur. Buna gore
t<t(kritik) oldugundan 6l¢iim sonuglarimiz analitik olarak uygundur. Ayrica LOD ve

LOQ degerlerimiz de sirasiyla 0,01 ppm ve 0,03 ppm olarak bulunmustur.

Tablo 4.5. LOD ve LOQ ¢alismalar

Referans Bulunan Geri
Olgiim no Deger Deger Kazanmim
(ppm) (ppm) orani (%)

1 0,2 0,205 103

2 0,2 0,200 100

3 0,2 0,197 99

4 0,2 0,195 98

5 0,2 0,198 99

6 0,2 0,200 100
ORT 0,199 99,83
SD 0,003 1,72
%RSD 1,72 1,72
Decimal Ortalama 2,0E-07 2,0E-07
RSDr 10,197 10,197
Horrat 0,36 0,36
n 6 6
sd/karekok(n) 0,01504
t 0,5951
tert 2,571
LOD 0,01
LOQ 0,03
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AOAC Guidelines for Dietary Supplements and Botanicals kaynagina gore farkli
konsantrasyonlar igin Performans Kriterleri Tablo 4.6.’da verilmistir. Farkl
konsantrasyonlarda yapilan geri kazanim ¢alismasi sonucunda elde edilen akrilamid

verileri bu tabloda tavsiye edilen degerler iginde kalmaktadir [45-47].

Tablo 4.6. Farklr konsantrasyonlar i¢in performans kriterleri

Konsantrasyon Geri kazamim (%0) Hedef RSD (%0)

100% 98-101 1

10% 95-102 1,5
1% 92-105 2

0.1% 90-108 3

0.01% 85-110 4

10 pg/g (ppm) 80-115 6

1 pg/g 75-120 8

10 pg/kg (ppb) 70-125 15

4.3.4.12. Tekraredilebilirlik calismalart

Tekraredilebilirlik ¢aligmalari i¢in, farklh gilinlerde, farkli derisimlerde hazirlanan
10’ar adet 6rnegin Olciimleri almmistir.  2,08x107 M akrilamid igeren tost ekmegi
numunesi iizerine sirasiyla diisiik orta ve yliksek derisimlerde standart akrilamid ¢6zeltisi
eklenmis ve son derisimlerin sirastyla 1x10° M, 3x10° M ve 6x10° M olmas1 saglanarak,
voltamogramlari alinmigtir. Elde edilen pik akimlarindan yola ¢ikilarak derisimlere
gecilmis ve Excell’de hazirlanan verilere gore calismamiz analitik acidan
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.7’de goriilmektedir.

Tablo 4.7.°de goriilen sonuglara gore tekrarlanabilirlik kosullarinda yapilan
Olgiimlerde Horrat r degerinin tamammin 1,5’in altinda olmasi dolayr Olgiim
sonuclarimizin kabul edilebilirligini gostermektedir. Grups yiiksek ve Grups diisiik
degerleri grups tablo degerinden kiiclik olmas1 ve RSD’lerin %RSD’lerden biiyiik olmasi
yapmis oldugumuz ¢alismanin kabul edilir oldugunu gostermektedir [45-47].
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Tablo 4.7. Tekraredilebilirlik sonuglari, galeta (rusk) numunesi (2,08x107 M)

1E-5M 3E-5M 6E-5M
Tekrarlanabilirlik (0,711ppm) (2,133ppm) (4,266ppm)
0,72 2,15 4,30
0,68 2,20 4,10
0,70 2,00 4,25
0,72 2,10 4,20
0,68 1,98 4,30
0,75 2,00 4,28
0,68 2,10 4,15
0,73 2,00 4,20
0,70 2,10 4,35
0,75 1,98 4,26
ORT 0,71 2,06 4,24
SD 0,027 0,074 0,076
Min 0,68 1,98 41
MAK 0,75 2,2 4,35
Grups diisiik 1,137 1,025 1,824
Uygunluk Ok Ok Ok
Grups Yiiksek 1,430 1,943 1,456
Uygunluk OK OK OK
Grup tablo degeri
(n=10) 2,18 2,18 2,18
%RSD 3,835 3,605 1,798
RSDr 8,420 7,176 6,436
RSDR 16,839 14,352 12,871
(Min-Mak) 0,07 0,22 0,25
r 0,122 0,333 0,342
Horrat 0,23 0,22 0,14

RSDR=Tekrariiretilebilirlik kosullar1 altindaki relatif standart sapma
Horwitz esitliginden hesaplanan RSDR= 2 (- 051090

RSDr= Tekrarlanabilirlik kosullar1 altindaki izin verilen relatif standart sapma
RSDr = 0,50* RSDR

Horrat r = RSDr (bulunan) / RSDR (%RSD / RSDR)
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4.3.4.13. Tekrariiretilebilirlik calismalar:

Uygulamis oldugumuz analitik yontemin kesinliginin belirlenmesi amaciyla aynm
laboratuvar ve ayni cihaz kullanilmak kosulu ile farkli tarihlerde hazirlanan diisiik orta ve
yiiksek derisimlerdeki tost ekmegi numunelerinin ayni giin i¢in A ve B setleri seklinde
2’serli okumalar1 yapilmistir. Boylece farkli giinlerde giinler arasi degisimlerin olup
olmadig1 incelenmeye calisilmistir. Farkli giinlerde ayni derigim i¢in toplamda 6 okuma
yapilmis ve sonuglar Tablo 4.8’de verilmistir.

Tekrartiretilebilirlik ¢alismalar1 i¢in de, elde edilen voltamogramlardan
yararlanilarak, asagidaki hesaplamalar i¢in kullanilan akim degerleri okunmus ve bu akim
degerleri yardimiyla ¢ozelti derisimine, oradan da akrilamid miktarina gegilerek

asagidaki tablolar elde edilmistir.

Tablo 4.8. Tekrariiretilebilirlik ¢calismalar

Uriin:
Tost )
Ekmegi Tarih  A(ppm) B(ppm) ORTALAMA A-B [(A-B)/ORTI® r Sonug¢
1*107(-5)M  1.hafta 0,72 0,75 0,74 0,03 0,00167 0,09 OK
(0,711ppm) 2.hafta 0,71 0,65 0,68 0,06 0,00779 0,09 OK
3.hafta 0,68 0,63 0,66 0,05 0,00583 0,09 OK
4.hafta 0,69 0,72 0,71 0,03 0,00181 0,09 OK
5.hafta 0,73 0,77 0,75 0,04 0,00284 0,09 OK
6.hafta 0,68 0,71 0,70 0,03 0,00186 0,09 OK
ortalama 0,70
std 0,0344
%RSD 4,87
RSDR 16,87
RSDr 8,427
HorratR 0,29

RSDR=Tekrartiretilebilirlik kosullar1 altindaki relatif standart sapma
Horwitz esitliginden hesaplanan RSDR= 2 (- 051099

RSDr= Tekrarlanabilirlik kosullar1 altindaki izin verilen relatif standart sapma
RSDr = 0,50* RSDR

Horrat r = RSDr (bulunan) / RSDR (%RSD / RSDR)

Tekrariiretilebilirlik ¢alismalarina bakildiginda farkli tarihlerde rusk numunesi ile
paralel ¢alismalar yapilmistir. Paraleller arasindaki farkin (A-B) tekrarlanabilirlik limiti
(r)’den kii¢iik olmasi, %RSD’lerin ¢alisma araligi i¢in tablo degerlerine uymasi, Horrat
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R degeri<l,5 olmasi, ayrica RSD’lerin %RSD’lerden biiyiik olmas1 yapmis oldugumuz
calismanin dogrulugunu gostermektedir.
Bu calismalar ic¢in diisiik, orta ve yliksek derisimlerde elde edilen akrilamid

voltamogramlar da asagida verilmistir (Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32).

+6.7
S is.0-
et
C —
[
fud
[
35 +3.4
+1.7
O F—— T T T T T T
1.4 -15 -16 -1.7 -1.8 -1.9 -2.0 21

Potential,VV

Sekil 4.30. 1x10° M (0,71ppm) akrilamid igeren ¢ozeltilerin iist iiste cakistirilmis voltamogramlar:

+5.1

+3.8

+2.6

Current, uA

+1.3

0 T T T T T T T
14 -15 -16 -17 -18 -19 20 -21 -

Potential,VV

Sekil 4.31. 3x10-5 M (2,13ppm) akrilamid iceren ¢ozeltilerin tist tiste ¢akistirilmis voltamogramiar:
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Sekil 4.32. 6x10-5 M (4,26ppm) akrilamid iceren ¢ozeltilerin iist tiste ¢akistiriimis voltamogramiar:

Bu ¢alismada yapilan analitik degerlendirmeler de excell ¢alismalari i¢in kaynak
olarak ‘’The Fitness for Purpose of Analytical Methods- A laboratory Guide to Method
Validation and Related Topics. EURACHEM™’, “’Harmonized Guidelines for Single-
Laboratory Validation of Methods of Analysis (IUPAC) Technical Repor’” ve > VAm
Project Development and Harmonisation of measurement Uncertainty Princeples
(LGC)’’ kullanilmistir.

Voltametrik ¢aligmalardan elde edilen tiim sonuglar farkli konsantrasyonlar icin
verilen performans kriterleri tablo degerlerine gore kiyaslanmis ve degerlendirilmistir.
[45-47].

5. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFIiSI CALISMALARI

Yiiksek performansl sivi kromatografisi yiiksek ayirma giicliniin yam sira,
dogruluk ve tekrar edilebilirlik gibi analitik agidan son derece 6nemli 6zelliklerinden
dolay1 hemen her ¢esit numunenin analizinde kullanilabilen etkili bir ayirma teknigidir.
Miktar tayininin s6z konusu oldugu tiim kalite kontrol laboratuarlarinda sivi
kromatografisi sistemleri vazgegilemez bir yere ve istiinliige sahiptir. YPSK kullanimi
sonucunda elde edilen sonuglardaki istatistiksel uyum ve kesinlik, bu yonteme ait
dezavantajlar olarak bilinen ¢dziicii maliyeti, yiiksek saflikta ¢oziicii kullanim1 ve uzun
analiz siiresi gibi parametreleri 6nemsiz kilmaktadir. Genel olarak, kullanilan detektore

de bagli olmak kosuluyla, ¢ok diisiik derisimlerdeki tayinlere olanak saglamasi da YPSK
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icin ayrica bir ustiinliiktiir. YPSK teknigi ile yapilan c¢alismalarin ve yayinlanan
makalelerin uluslararasi saygin kurum, kurulus ve basimevlerince dncelikli olarak kabul
gormesi de kullanilan teknigin gecgerliligini gostermektedir. Bu yontem sayesinde bilim
diinyasinin son yillarda iizerinde 6nemle durdugu ve gecerliligini glinden giline arttiran
konulardan olan akrilamidin gidalardaki analizi ve hangi grup besinlerde hangi
miktarlarda bulundugunun saptanmasi da kolaylikla ele alinabilir hale gelmistir.

YPSK teknigi kullanarak gidalardaki akrilamid igeriginin saptanmasi ¢aligmalarina
yontem gelistirme agsamasi ile baglanmistir. Tayin i¢in Ozgiin bir analiz yonteminin
gelistirilebilmesi i¢in sabit ve hareketli faz se¢imi, uygun analiz kosullarin belirlenmesi
ve yontem gecerliliginin aragtirilmasi basamaklarindan sonra gelistirilen yontemin gergek
numunelere uygulanmasi asamasi da tamamlanmis ve yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda
0zgilin degeri yiiksek ve uygulamada pratik bir analiz gerceklestirilmistir. Akrilamidin
tilkemizde {iretilen gidalardaki miktarinin tayini i¢in kullanilabilecek uygun bir analiz
yonteminin gelistirilmesi ¢alismalarina, evrensel bir yontem olan UV-spektrofotometrisi

ile akrilamidin UV ve goriiniir bélgedeki davranislarinin incelenmesi ile baglanmaistir.

5.1 Kullanilan Cihazlar

Shimadzu (Japonya) firmasinin tiriinii olan LC-20AT model gradient pompa, CBM-
20A model iletisim iinitesi, CTO-10ASvp model kolon firini, SPD-M20A model foto
diyot dizisi detektorii ve DGU-20AS model gaz giderme iinitesinden olusan yiiksek
performansl s1vi kromatografisi cihazi ile gerceklestirilmistir.

UV-spektrofotometrisi ile yapilan incelemelerde Shimadzu (Japonya) firmasinin
iriinii olan UV-2401 PC model ¢ift 151k yollu UV-spektrofotometresi kullanilmistir.
Veriler UV/PC Personal Spectroscopy Software Version 3,7 programi tarafindan
islenmistir.

Numunelerin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Heidolph (Almanya) marka Reax Top
model vorteks, Bandelin (Almanya) marka RK 100H model ultrasonik banyo, Sigma
(Almanya) marka 1-6 model santrifiij, Ohaus (isvicre) marka 23 Explorer E12140 model
analitik terazi, 100-1000 uL ve 10-200 pL araliginda c¢alisabilen Eppendorf (Almanya)
marka Research model pipetorler, 0,2 pum gozenek capina sahip Orange Scientific
(Belgika) marka 13 mm c¢apli steril PVDF membran filtreler ve 0.2 um gozenek capina
sahip Orange Scientific (Belgika) marka 35 mm c¢apl steril seliilloz asetat membran

filtreler kullanilmistir.
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Numune analizlerinde akrilamide girisim yapmasi muhtemel maddelerin
temizlenmesi i¢in kullanilan ve 30 pm partikiil capli 30 mg dolgu maddesi iceren 1 mL
hacimli Oasis HLB kati faz ekstraksiyon kartuslar1 Waters (ABD) firmasindan
kullanilmustir.

Ayirma ve miktar tayini islemleri 3 um ¢apinda partikiil iceren 150 x 4.6 mm.
boyutlarindaki GL Science (Japonya) marka Inertsil ODS-3 ters faz kolonu kullanilarak
yapilmustir.

5.2. UV- Spektrofotometresi

Akrilamidin lilkemizde iiretilen gidalardaki miktarinin tayini i¢in kullanilabilecek
uygun bir analiz yonteminin gelistirilmesi ¢aligmalarina, evrensel bir yontem olan UV-
spektrofotometrisi ile akrilamidin UV ve goriiniir bolgedeki davraniglarinin incelenmesi
ile baglanmistir. Akrilamidin sudaki ¢6ziiniirliigiiniin yiiksek olmast nedeniyle, ¢oziicii
olarak su kullamlarak 1x10° M (0,071 mg.mL-71 ppm) derisiminde akrilamid stok
¢ozeltisi hazirlanmis, bu ¢ozeltiden bir seri seyreltme yapilarak maddenin UV-goriiniir
bolgedeki absorpsiyonu incelenmistir. Destekleyici bilgi saglamasi agisindan akrilamidin
kimyasal yapist da degerlendirilmis ve =m elektronlarindan kaynakli sinirli bir
konjiigasyona sahip olmasi nedeniyle UV bdélgede tayin i¢in kuvvetli kromofor gruplara
sahip olmadig1 ve floresans vermedigi sonucuna varilmistir. Yapilan 6n denemelerde
maddenin UV bdlgedeki spektrumu alinmis ve beklendigi gibi 6zellikle uzun dalga
boylarinda absorpsiyona rastlanmamustir (Sekil 5.1). Ancak yapilan deneylerde 200 nm
yakinlarinda belirgin absorbans sinyali gozlenmis ve hazirlanan bir seri kalibrasyon
¢ozeltisinin analizi ile akrilamidin belirtilen dalga boyunda Denklem 5.1°e uyan, derisime

bagli dogrusal yanitlar verdigi tespit edilmistir.

A=0,1191 x M — 0,145 (r = 0.99) (5.1)

Burada, A: absorbans; M: molarite’dir.
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Sekil 5.1. Akrilamidin 190-400 nm araligindaki UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (1x10-5M-9x10-5M)

Elde edilen sonuglardan yararlanilarak Derisim-Absorbans grafigi olusturulmus ve

korelasyon katsayist (r) ve egim bulunmustur (Sekil 5.2, Tablo 5.1).
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Sekil 5.2. Akrilamid ¢ozeltisi (1x10-5M-9x10-5) icin derisim-absorbans kalibrasyon grafigi
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Tablo 5.1. Akrilamidin UV-spektrofotometrik analizine iliskin veriler

Parametre Deger

Tarama Aralig1 190 nm — 400 nm
Tarama Modu Hizli

Aralik Genisligi 1,0

Ol¢iim Aralig1 0,05

Derisim 1,60 x 10* M (11,4 ppm)
Dalgaboyu (nm.) 200

Absorbans 1,059

5.3. Yontemler

5.3.1. Hareketli fazin hazirlanisi

Analizler boyunca isokratik sisteme dayali bir hareketli faz akisi kullanilmistir.
Asetonitril: su (2: 98, h/h) bilesimindeki hareketli faz ¢ozeltisi 250 mL’lik porsiyonlar
halinde A kalite cam malzeme kullanilarak hazirlanmig, ¢Oziinmils gazlarin
uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilmis ve devaminda 0,2 pm

gozenek capli steril seliiloz asetat filtreden stiziilerek kullanilmaistir.

5.3.2. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmis

Akrilamid standart stok ¢ozeltisi, 7,1 mg standart madde tartilip 100 mL bidistile
suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozeltinin derisimi 0,99x1073 M (0,071 mg.mL-
71 ppm) olarak hesaplanmistir. Bu ¢ozelti deneylerin ylriitiildiigii ¢calisma aralifina

bidistile su kullanilarak seyreltilmistir.

5.3.3. Akrilamidin numunelerden ekstraksiyonu

Yiiksek performansli sivi  kromatografisi yonteminde ¢alisma kosullar
belirlendikten sonra, LOD ve LOQ ¢alismalari, geri kazanim g¢alismalari, yontemin
dogruluk ve kesinlik parametreleri igin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik
caligmalar1 yapilmistir. Bunun igin, icerdikleri akrilamid miktarlart belli olan,
sertifikalar1 Ek1° de verilen galeta (rusk) numunesi kullanilmistir.

Daha sonra yine sertifikalar1 ekte verilen icerdigi akrilamid miktarlar1 belli olan,
tost ekmegi (tosted bread) ve gevrek (crispbread) numuneleri analiz edilmistir. Bu
numunelerin sertifikalar1 Ek2 ve Ek3’ de verilmistir.
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Elimizde bulunan igerisindeki akrilamid miktar1 belli olan tost ekmegi ve gevrek
numunelerinden belirli derisimlerde c¢ozeltiler hazirlanmis ve tizerlerine akrilamid
standarti  eklenerek, yoOntemin dogrulugunun saptanmasi ig¢in geri kazanim,
tekrarlanabilirlik, tekrariiretilebilirlik ¢alismalar1 yapilmistir. Bunun igin tiip igerigine 10
mL bidistile su eklenmis, igerik el ile 30 saniye ¢alkalandiktan sonra vorteks ile 90 saniye
boyunca 2500 rpm devirde karistirilmistir.

Karisim 5600 rpm (3000 x g) devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki
berrak kisimdan 2-3 mL alinmis ve 0,2 um gozenek ¢apli PVDF filtreden siiziilmiistiir.
Ekstraksiyon islemi bu sekilde tamamlandiktan sonra elde edilen ¢ozelti kati faz

ekstraksiyon kartusu ile temizleme i¢in kullanilmistir.

5.3.4. Akrilamid ekstrelerinin kat1 faz ekstraksiyonu ile temizlenmesi

PVDF filtreden slizme islemi sonrasinda toplanan siizlintii kat1 faz ekstraksiyonu
ile temizleme i¢in kullanilmistir. Kat1 faz ekstraksiyonu kartuslari, akrilamidin polar
ozellikli bir madde olmasi nedeniyle ters faz prensibine gére ¢aligan Oasis HLB SPE
kartusunun (Waters) kullanilmasina karar verilmistir.

Bu kartuslardan sirasiyla 1 mL metanol ve 1 mL bidistile su gegirilerek kolon
sartlandirilmis ve stiziintiinin 1 mL’si 6nceden sartlandirilmis olan bu kartuslardan
gegirilerek temizlenmistir. Temizleme islemi sirasinda kartustan ¢ikan ilk 10-12 damla
atilmis, sonrasindaki 10 damla (yaklasik 0,5 mL) analiz islemleri igin kullanilmistir [48].

Asagidaki sekilde ekstraksiyon ve temizleme islemleri sematik olarak verilmistir

(Sekil 5.3).
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Sekil. 5.3. Ekstraksiyon ve temizleme islemleri]

5.3.5. Analiz parametreleri

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

YPSK analizleri igin asetonitril: su (2: 98, h/h) bilesiminde hazirlanan hareketli faz
kolona 0.4 mL.dak-1 akis hiziyla gonderilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL, kolon sicakligi
25 OC olarak segilmistir. Analitlerin detektdr yanitlart 200 nm dalga boyuna ayarh foto
diyot dizisi detektor ile dl¢iilmiis ve cihaza bagli bilgisayara kaydedilmistir.

Analizlerde kat1 faz ekstraksiyonu kartusundan gecirilerek elde edilen temizlenmis
numuneye analizden hemen Once sabit derisimdeki metakrilamid ¢ozeltisi katilmistir.
Analizlerde akrilamid ve metakrilamid sinyalleri sirastyla 6.3 + 0.1 dakikada g6zlenmis
ve analizler 10. dakikada sonlandirilmigtir. Numunelerin kati faz ekstraksiyonu ile
temizlenmesi nedeniyle kolonun analiz dis1 apolar maddelerden arindirilmasi icin ek bir

yikama programi uygulanmamistir.
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Her 10 analiz sonrasinda kolondan asetonitril: su (30: 70, h/h) ¢ozeltisi gegirilmis

ve kolonun tekrar sartlanmasi saglanmistir.

5.3.6. Yiiksek performansh sivi kromatografisi cihazinda yapilan ¢calismalar
YPSK analizleri i¢in yontem gelistirme c¢aligmalarina maddenin kromatografi
kolonunda yeterli siire tutunabilmesi i¢in uygun kolon (sabit faz) ve hareketli faz se¢cimi
ile baglanmistir. Akrilamidin ¢ok yiiksek polaritede (oktanol/su dagilim katsayisi log P =
-0.78) bir madde olmasi nedeniyle ters faz kolonlarda diisiik tutunma gosterebilecegi
diistiniilmiistir. Ters faz kromatografi kolonlar1 {izerine genis capli bir inceleme
baslatilmis, bu noktada C8 ve C18 yapisinda dolgu maddeleri ile doldurulmus YPSK
kolonlar1 i¢ ylizey alani, boyut, icerdigi silika yapisi gibi parametreler acisindan
incelenerek maddeyi tutabilecek giigte, yiiksek verimlilige sahip bir kolon arastirilmistir.
Yapilan incelemelerde C8 dolgu maddeli kolonlarin yeterli apolar yapiya sahip
olmadiklart i¢in akrilamidi alikoymada yetersiz kalacagi diisiincesine varilmis ve segenek
dis1 birakilmistir. C18 dolgu maddeli kolonlardan Supelco, Teknokroma, Phenomenex ve
GL Sciences firmalarinin tiretimi olan ve Nucleosil, Hypersil ve Inertsil dolgu maddeleri
ile doldurulmus kolonlar incelenmistir. Avantaj — dezavantaj iliskilendirmesi yapilarak
yiiriitiilen incelemelerde tiimii 4.6 mm ¢apinda olan 100, 150 ve 250 mm uzunluklarindaki
kolonlardan 250 mm uzunlugundakilerin akrilamidi fazlaca tutabilecegi, gereksiz ¢oziicii
sarfiyatina yol agacagi, analiz siiresini ve maliyetini artirabilecegi, 100 mm’lik kolonlarin
ise digerlerine kiyasla kisa olmalart nedeniyle maddelerin aymrim katsayisini
diisiirebilecegi, dolayisiyla da yeterli kalitede bir ayirim yapilamayacag diisiiniilmiistiir.
Incelemelerde oktadesil silan (ODS) yapisinin kimyasal ¢esitlemeleri olan ODS, ODS-2
ve ODS-3 iizerinde de durulmus, ODS-2 kolonlarin karbon yiikiiniin fazla olmasia
ragmen ODS-3 kolonlarin digerlerine gore en az %50 daha fazla yiizey alanina sahip
oldugu diistiniilerek, kisa siirede yiiksek ¢oziiniirliikle madde analizine olanak saglamasi
bakimindan ODS-3 kolonlarin kullanilmasina karar verilmistir. Bir bagka degisken
olarak kolon dolgu maddelerinin ¢aplarinin analize olasi etkileri de degerlendirilmistir. 3
ve 5 pum partikiil capli kolonlara yonelik olarak yapilan degerlendirmede diisiik partikiil
capl kolonlarin yiiksek geri basing olusturmalarina karsilik, ayni uzunluktaki 5 um ¢aph
partikiil iceren kolonlara goére daha iyi ayirm sagladigi diisiiniilmiis bu nedenle
¢cozlinlirliigl artirmak i¢in 3 pm partikiil ¢capli kolon kullanilmasinin yararli olacagina

karar verilmistir. Sonugta, GL Sciences firmasinin iiriinii olan 3 pm partikiil ¢capli Inertsil
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ODS-3 dolgu maddesi ile doldurulmus olan 4,6 x 150 mm boyutlarindaki YPSK kolonun
kullanilmasina karar verilmistir. Hareketli faz se¢imi i¢in yiiriitiilen ¢alismalara genel
kullanima sahip, gorece ucuz YPSK coziiciileri olan metanol, asetonitril ve su bilesimli
hareketli fazlarin denenmesi ile baslanmistir [48].

Bu ¢aligmalarda akrilamidin yiliksek polariteye sahip olmasi dolayisiyla hareketli
fazin apolarligi son derece diisiikk tutulmaya calisilmig, bu nedenle hareketli faz
bilesimindeki organik ¢oziicli oranlart hacimce %5’in iizerine ¢ikarilmamistir.
Calismalarda akrilamidin kolonda kalmasini en fazla %100 sulu hareketli fazin sagladig
saptanmig ancak %100 sulu ¢ozeltilerin kolon émriinii azaltacagi ve uzun vadede kolona
zarar verebilecegi diisiincesiyle bu hareketli fazdan vazgecilmistir.

Metanol-su ve asetonitril-su bilesimine sahip hareketli fazlar iizerine yapilan
degerlendirmede ise birbiri yerine kullanilmaya olduk¢a uygun olan bu ¢ozeltilerden
asetonitril-su ¢ozeltisi daha diisiik viskozite ve daha yiiksek ayirma verimi sagladigi igin
uygulamada tercih edilmistir. Incelemelerde, asetonitrili %2 (h/h) oraninda igeren sulu
hareketli fazin akrilamidin uygun degerde tutunmasini sagladigi goriilmiis ve bu hareketli
fazin galisma boyunca kullanilmasina karar verilmistir [48].

Akis hizinin akrilamidin tutunmasina ve sinyal biiyilikliiklerine yaptigi etkinin
incelenebilmesi igin bir seri deney yiiriitiilmiistiir. Calismalarda akrilamid (1,25x107 M,
9,02 ng.mL-9,02 ppb) iceren standart ¢ozelti, daha 6nce tespit edilen hareketli faz ve
kolon sartlarinda, akis hiz1 0.2 — 1,0 mL.dak™® araliginda degistirilerek analiz edilmis ve
sonuglar degerlendirilmistir.

Deneyler sonucunda akis hizi diistiikge akrilamidin kolondan c¢ikis siirelerinin
uzadig, pik alanlarinin biiylidiigii, pik tabanlarinin genisledigi ve pik morfolojilerinin
simetrisini kaybederek kotiilestigi; akis hizi artirildiginda ise gelis zamanlarinin azaldigy,
pik tabanlarinin daraldigi, sinyal alanlarinin azaldig:i ve pik morfolojilerinin diizeldigi

tespit edilmistir.

Akrilamidin tutunma zamaninin ve sinyal siddetinin akis hizina bagh degisimleri

Denklem 5.2 ve Denklem 5.3’te verilmistir.

Tr=-7.8465 x FR + 11.14 (r = -0.99123) (5.2)

Burada, TR: tutunma zamani; Fr: akis hizi; r: korelasyon katsayisi’dir.
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A =-30,631 X Fr + 39,242 (r = -0.9831) (5.3)

Burada, A: alan; FR: akis hizi; r: korelasyon katsayisi’dir.

Olumsuz bir etken olarak, akis hizinin artigiyla birlikte kolon basincinin ¢ok yiiksek
degerlere ulastig1 (yaklasik 170 bar) tespit edilmis, dolayisiyla yiiksek basinct ve pik
morfolojilerinin bozulmasini engellemek igin ortalama bir deger olan 0,4 mL.dak-1
degeri akis hiz1 olarak secilmistir. Akis hizi-tutunma zamani ve akis hizi-akrilamid sinyali

grafikleri sirasiyla Sekil 5.4. ve Sekil 5.5.’te verilmistir.

oo

~N

[e)]

Tutunma zamani, dak
(9]

4 &
y =-7,8465x + 11,
3 R2=0,9912
2
1
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Akis Hizi, ml/dk

Sekil 5.4. Fr-TrQrafigi
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Sekil 5.5. Fr-A grafigi

Kolon sicakliginin akrilamid analizlerine etkisini inceleyebilmek i¢in yiiriitiilen
caligmalarda kolon sicakligi 15 — 55 °C araliginda degistirilerek akrilamid ve IS nin gelis
zamanlari, sinyal alanlar1 ve kolon basinci gibi degiskenler incelenmistir. Deneyler
sonucunda sicakligin artmasiyla maddelerin gelis zamanlarmin azaldigi, pik
morfolojilerinin iyilestigi ve kolon basmcinin diistiigii gézlenmistir. Sicaklik — kolon

basinci ve sicaklik — tutunma zamani iliskileri Denklem 5.4 ve Denklem 5.5°te verilmistir:

P=-0.7157 x T+ 79.757  (r=-0.9902) (5.4)
Burada, T: Kolon sicaklig; P: basing; r: korelasyon katsayis1’dir.
TR =-0.0243x T +8.758 (r=-0.9951) (5.5)

Burada, TR: tutunma zamani; T: kolon sicakligy; r: korelasyon katsayisi’dir.

Sicaklik artisinin ¢oziicli  viskozitesini azaltti§i i¢in basinct diisiirdiigli ve
molekiillerin kinetik enerjilerini artirdigr i¢cin maddelerin gelis zamanlarim kisalttigi
sonucuna vartmistir. Sicaklik degisiminin akrilamidin sinyal siddetine belirgin bir
etkisine rastlanmamigtir. Caligsmalarda genel olarak tiim sicakliklarin kullanilabilir
oldugu goriilmiis ancak yiiksek sicakligin maddeler ve kolon kimyas1 {izerine bozucu etki
gostermesi ihtimali de g6z onilinde tutulmustur. Ciinkii kisa vadede yliksek sicakligin
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etkileri hissedilmese de uzun vadede aletsel ve analitik problemler yarattig1 bilinmektedir.
Yontem gelistirmede amaglananin hemen her laboratuarda kullanilabilecek genel bir
analiz yontemi gelistirmek oldugu goz oniine alinarak standart oda sicakligi olan 25 °C’
nin ¢alisma sicaklig1 olarak se¢ilmesine karar verilmistir. Sicaklik — basing ve sicaklik -

tutunma zamani iligkilerini gosteren grafikler sirasiyla Sekil 5.6. ve Sekil 5.7.°de

verilmigtir.
65
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Sekil 5.7. T-Tr grafigi
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Yukarida belirtilen 6n aragtirmalar dogrultusunda yiiriitiilen analizlerde, akrilamid
igeren standart ¢Ozeltinin analizi yaklasik 10 dakikada tamamlanmistir. Gelis zamani

akrilamid i¢in 6.3 + 0.1 olarak detekte edilmistir.

5.3.7. Kalibrasyon-lineer dl¢iim arahg:

Akrilamid islemlerinde metot validasyonu caligmasinda kalibrasyon i¢in, alana
kars1 konsantrasyon grafigi cizilir. Sertifikali Akrilamid standart ¢6zeltisi kullanilarak
ayni1 giinde 5 konsantrasyondaki (2,85-14,2 ppb) standart c¢ozeltiler 3'er enjeksiyon
yapilarak kalibrasyon ve linearite calismasi gergeklestirilmistir. Buna bagli olarak

kalibrasyon alanlar1 ve egrileri cihaz ¢iktis1 olarak asagida gosterilmistir (Sekil 5.8.)

mal
—200nmdnm (1007

i I J&_ ———

Sekil 5.8. Kalibrasyon alanlari ve egrileri cihaz ¢iktisi(2,85-14,2ppb AA)

Elde edilen kalibrasyona ait kalibrasyon dogrusu Tr =0,52A -5,26e olarak
bulunmustur. Buna gore hesaplanan korelasyon katsayisi (r)= 0,999 olarak tespit

edilmistir. Kalibrasyon dogrusu asagida verilmistir (Sekil 5.9, Denklem 5.6).

Tr=0,52 A 5,26 ¢ (r = 0,999) (5.6)
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Sekil 5.9. Hesaplanan kalibrasyon dogrusu (2,85-14,2ppb AA)

5.3.8. LOQ-LOD c¢alismasi

LOQ ve LOD galismalar i¢in i¢indeki akrilamid miktar1 bilinen galeta (rusk)
matriksine akrilamid ilavesi ¢alismasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar asagida
verilmistir (Tablo 5.2). Yapilan c¢alismalar sonucunda yontemin tespit limitinin 3ppb

olarak alinmasina karar verilmistir.

Tablo 5.2. Akrilamid miktar: bilinen galeta (rusk) matriksine akrilamid ilavesi ¢alismast sonuglari

Eklenen akrilamid, 3ppb

33
32
2,5
2,7
32
Bulunan Akrilamid Miktar1, ppb 3.1
2,8
31
32
2,8

Toplam Ortalama 3,1
Toplam Standart Sapma 0,32
LOD(3SS) 0,98
LOQ(9SS) 2,95
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5.3.9. Tekrarlanabilirlik

Analist tarafindan 3 konsantrasyonda iginde akrilamid miktar1 bilinen (2,08X10'7
M) galeta (rusk) 6rnegine spike edilerek tekrarlanabilirlik ¢alismasi gergeklestirilmistir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda uyumun istatistiksel olarak degerlendirmesi asagida

verilmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. Akrilamid miktar: bilinen (2,08x107M) galeta (rusk) 6rnegine spike edilerek tekrarlanabilirlik

caligmasi

Eklenen Akrilamid 3ppb 5,0ppb 9,0ppb
1 3,03 4,94 9,10

2 3,02 5,29 8,97

3 2,97 5,27 9,05

4 3,01 4,96 9,22

5 3,13 5,03 8,95

6 3,06 5,29 9,13

7 2,9 5,21 8,93

8 3,03 5,20 8,94

9 3 5,29 9,10
10 2,89 5,27 9,24
ORT 3,00 5,176 9,064
SD 0,071 0,142 0,113
Min 2,89 4,939 8,930
Max 3,13 5,295 9,238
Grup Diisiik 1,205 1,663 1,178
Uygunluk OK OK OK
Grup Yiiksek 2,134 0,833 1,542
Grup Tablo Degeri
(n=8.10) 2,18 2,18 2,18
Uygunluk OK OK OK
%RSD 2,36 2,75 1,25
RSDR 38,137 35,324 32,468
RSDr 19,068 17,662 16,234
Horrat r 0,206 0,078 0,038
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RSDR=Tekrariiretilebilirlik kosullar1 altindaki bagil standart sapma
Horwitz esitliginden hesaplanan RSDR= 2 (- 051090

RSDr= Tekrarlanabilirlik kosullar1 altindaki izin verilen bagil standart sapma

RSDr = 0,50* RSDR

Horrat r = RSDr (bulunan) / RSDR (%RSD / RSDR)

Tekrarlanabilirlik kosullarinda yapilan 6l¢iimlerin istatistiksel hesaplama ile elde
edilen %RSD degerlerinin, izin verilen maksimum RSDr degerlerinden kii¢iik oldugu,

tablo degerlerine uydugu ve Horrat r degerlerinin tamaminin 1,5’in altinda oldugu Tablo

5.3’te gorlilmektedir.

5.3.10. Gerg¢eklik (geri alma)
Tekrarlanabilirlik igin yapilan analiz sonuglari kullanilarak geri kazanim

caligmalar1 yapilmig ve geri alma oranlart hesaplanmistir (Tablo 5.4).

Tablo 5.4. Tekrarlanabilirlik i¢in yapilan analiz sonuglart kullamilarak elde edilen geri alma oranlar

Eklenen Eklenen Geri Eklenen Eklenen Geri Eklenen Eklenen Geri
Teorik Okunan Kazammm Teorik Okunan Kazanim Teorik Okunan Kazanim
1 3,0 3,03 1,10 5 4,94 0,99 9 9,10 1,01
2 3,0 3,02 1,08 5 5,29 1,06 9 8,97 1
3 3,0 2,97 0,97 5 5,27 1,05 9 9,05 1,01
4 3,0 3,01 1,01 5 4,96 0,99 9 9,22 1,02
5 3,0 3,13 1,06 5 5,03 1,01 9 8,95 0,99
6 3,0 3,06 1,03 5 5,29 1,06 9 9,13 1,01
7 3,0 2,9 0,94 5 5,21 1,04 9 8,93 0,99
8 3,0 3,03 1,02 5 5,20 1,04 9 8,94 0,99
9 3,0 3 1,03 5 5,29 1,06 9 9,10 1,01
10 3,0 2,89 0,94 5 5,27 1,05 9 9,24 1,03
ORT 3,00 5,18 9,06
SD 0,071 0,1423 0,1132
%
RSD 2,36 2,75 1,25
RSDR 38,137 12,490 11,480
RSDr 19,068 6,245 5,740
Horratr 0,206 0,220 0,109

AOAC Guidelines for Dietary Supplements and Botanicals kaynagina gére farkli
konsantrasyonlar i¢in Performans Kriterleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 5.5).
Farkli konsantrasyonlarda yapilan geri kazanim ¢alismasi ve tekrarlanabilirlik caligmalari
sonucunda elde edilen akrilamid verileri tabloda tavsiye edilen degerler ile kontrol

edilmistir. Sonuglarin bu degerler i¢inde kaldig1 goriilmektedir.
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Tablo 5.5. AOAC guidelines for dietary supplements and botanicals kaynagina gore farkl

konsantrasyonlar igin performans kriterleri

Konsantrasyon Geri Kazamim 1 (%) Hedef RSD (%0)

100% 98-101 1

10% 95-102 15

1% 92-105 2

0.1% 90-108 3
0.01% 85-110 4

10 pg/g (ppm) 80-115 6
1 pg/g 75-120 8

10 pg/kg (ppb) 70-125 15

Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler, akrilamidin diisiik derisimlerdeki
miktarlariin YPSK' yontemi ile tayin edilebilecegini gostermektedir. Ydntemimizin
dogrulugunu ispatlamak i¢in icerigi belli sertifikali tost ekmegi (tosted bread) ve gevrek
(crispbread) 6rneklerinden 1 gram tartilarak 10 mL bidistile Su ile ekstrakte edilmis, daha
once anlatilan ekstraksiyon islemleri uygulandiktan sonra YPSK cihazina verilmistir.
Elde edilen sonuglar asagida goriilmektedir (Sekil 5.10, Sekil 5.11). Bu yontemle analiz
edilmis, bulunan miktarlarin sertifika degerleriyle ayni oldugu goriilmiistiir (Tablo 5.6).
Bu da YPSK ig¢in kullanilan bu yontemin dogru ve kesin sonuglar verdiginin bir ispati

olmustur.

Tablo 5.6. Tost ekmegi ve gevrek icin sonuglar

Olmasi Gereken Bulunan Geri
Akrilamid Degerleri, ppm Akrilamid Degerleri Kazamm
Crispbread
0,0425 0,0410 0,96
(gevrek)
Tosted Bread
0,098 0,101 1,03
(tost ekmegi)
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Yapilan caligmalar sonucunda yontemin geri kazanim % degerlerinin de olmasi
gereken degerler icinde kaldig1 goriilmiistiir. Voltametrik yontemler ile analiz edilemeyen
daha diisiik derisimlerde akrilamid i¢eren karmasik yapidaki matrikslerin akrilamid
miktarlarinin, gelistirilmis olan bu yiiksek performansh sivi kromatografi yontemi ile

tespit edilebilecegi goriilmektedir.
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Sekil 5.11. Gevrek (Crispbread) numunesinin YPSK grafigi
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6. SONUCLAR ve DEGERLENDIRME

Voltametrik yontemler ilag ve gida analizlerinde kromatografik ve fotometrik
yontemlere alternatif olarak nitelendirilse de bu yontemleri tamamlayici niteliktedir.
Ayrica yontemin yiiksek performansh sivi kromatografisi (YPSK) ile birlestirilmesiyle,
kompleks karigimlarin analizinde de basariyla uygulanmasi saglanmistir. Polarografi ile
saf etken maddenin yaninda ¢ok kompleks bir karisim olsa bile (¢6ziinmeyen ilag katki
maddeleri, serum ya da plazmada bulunan endojen maddeler v.b.) aktif maddelerin analizi
duyarhilikla ve herhangi bir girisim olmaksizin yapilabilmektedir. Pek ¢ok ilag etken
maddesi ve viicutta bulunan fizyolojik aktif maddeler polarografik veya voltametrik
yontemlere cevap vermektedir.

Doniistimlii  voltamogramlarin  ayrintili incelenmesi ile bir sistemin hangi
potansiyellerde ve ka¢ adimda indirgenip yiikseltgendigini, elektrokimyasal acidan
tersinir olup olmadigini, indirgenme ya da yiikseltgenme firiinlerinin kararlt olup
olmadigini, elektrot tepkimesinde rol alan maddelerin yiizeye tutunup tutulmadiklarini
kolayca anlamak miimkiindiir.

Yapmis oldugumuz doniisiimlii voltametri calismalar1 sonucunda pozitif yonde
yapilan potansiyel taramasinda, negatif yondeki potansiyel taramasinda -1880 V’da tek
bir katodik pik gézlenirken, pozitif yondeki potansiyel taramasinda herhangi bir anodik
pikin gozlenmemesi ve tarama hizi arttikca pik potansiyelinin daha negatif degerlere
kaymasi akrilamidin indirgenme reaksiyonunun tersinmez oldugunun gostermistir.

Doniistimlii voltametri ¢aligmalar1 sonucunda ayrica, tarama hizinin karekokiine
karsilik (v¥2), pik akimi degerleri grafige gecirilmistir ve grafigin egimi hesaplanmstir.
Dogrularin egimlerinin 1’den biiylik olmas1 yada korelasyon katsayilarinin 1°den
uzaklagmasi1 elektrot reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir.
Eger dogrularin egimi 1’den kiiclikse diflizyon kontrollii oldugu anlagilir. Elektrot
reaksiyonunun davraniginin belirlenmesi i¢in ayrica tarama hizinin logaritmasi ile pik
akiminin logaritmasinin degisimine de bakilmistir. Elde edilen dogrularin egimlerinin 1°e
yakin olmasi da reaksiyonun adsorpsiyona dayali, egimin 0,5’den kii¢lik olmas: da n
reaksiyonudifiizyona dayali olugunu gostermektedir. Biitiin bu ¢aligsmalar reaksiyonun
diftizyon kontrollii oldugunu géstermistir

Diflizyon akimi edilen DPP polarogramindan 1,947 pA olarak tespit edilmistir.
Tiim bu degerler Ilkovig esitliginde yerine konuldugunda D difiizyon katsayis1 8,52x10°®

cm?/s olarak hesaplanmustir.
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Polarografik ve voltametrik ¢alismalarda pH tamponlarinin etkisini olduk¢a 6nemli
bir parametredir. pH etkisini gézlemlemek amaciyla OSWV teknigi ile pH1 ve pH12
araliginda hazirlanan Britton Robinson ¢6zeltileri kullanilmistir. pH 7,1°de ¢alisiimasina
karar verilmistir.

Polarografik ve voltametrik calismalarda baslangi¢c potansiyelinin tespit edilmesi
bir diger 6nemli parametredir. Bu amagla OSWV yontemi kullanilarak baslangic
potansiyeli olarak sirasiyla 0V, -200 mV, -400 mV, -600 mV, -800 mV, -1000 mV, -1200
mV ve -1400 mV ve -2100mV’ a kadar voltamogramlar elde edilmistir. En uygun
baslangi¢ potansiyelinin -1400 mV olduguna karar verilmistir.

Polarografik ve voltametrik g¢alismalarda bir diger 6nemli parametre de civa
damlasinin biiyiikliigiidiir. Bu amagla OSWV yontemi ile farkli damla biiyikliikleri
secilerek caligmalar yapilmustir. 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 (120 ms) civa biiytikliikleri segilerek
sirasiyla voltamogramlar: alinmistir. 80 ms’ye tekabiil eden degerin analitik agidan en
kaliteli veriyi saglayan civa biiyiikliigiinii verdigine karar verilmistir.

Destek elektrolit se¢imi i¢in yapilan ¢aligsmalarda; tetra butil amonyum bromiir
kullanildiginda -1,5 V ve -1,97 V’da iki polarografik pik goézlenmistir. Tetra metil
amonyum iyodiir ve LiCl ile alinan voltamogramlarda ise LiCl ile elde edilen pikin daha
diizgiin oldugu saptanmistir. LiCl daha genis aralikta ¢calismaya olanak saglar. Akrilamid
diisiik negatif potansiyellerde en yiikksek duyarliligi destek elektrolit olarak LiCl
secildiginde gostermektedir. Ciinkii LiCl kiiciik partikiil boyutu nedeniyle elektrot
yiizeyine en az absorbe olmaktadir. Bu nedenlerle destek elektroli olarak LiCl se¢ilmistir.

Destek elektrolitin derisiminin ne olamasi gerektigine karar vermek amaciyla
deneyler gergeklestirilmistir. Bu amagla, analiz hiicrelerine 0,005 mol/L’den baslayarak
ve 1,75 mol/L’ye kadar farkli derisimlerde LiCl igerecek sekilde numuneler hazirlanmis
ve voltamogramlart alinmistir. Calismalar sonucunda, pik akiminin sabit kaldigi 0,5 M
LiCl derisiminde ¢alisilmasina karar verilmistir.

OSWYV Kare Dalga Voltametresi yontemi i¢in kullanilacak parametrelere karar
verilerek yontem optimizasyonu saglandiktan sonra 2.8x10° — 6x10° M (0,2 ppm-4,26
ppm) derisim aralifinda kalibrasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Standart ekleme yontemi ile
LOD ve LOQ degerlerimiz sirasiyla 0,01 ve 0,03 ppm bulunmustur. %RSD degeri 1,72<
2,0 olarak tespit edilmistir.

OSWYV teknigi ile gidalarda akrilamid tayini igin gelistirilen bu yontemin geri
kazanim, tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik c¢aligmalar1 da tost ekmegi gibi
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matrikslerde bu yontemin, dogruluk ve kesinlik bakimindan sorunsuz olarak
calisabilecegini gostermektedir.

Voltametrik ve polarografik yontemlerin diger analitik yontemlere iistliinliigii; az
miktarda maddenin analiz i¢in yeterli olmasi, ucuz olmalari, kolay uygulanabilir olmalari,
analitlerin 6n saflagtirma islemlerine fazla ihtiyag¢ olmamasi, fazla ¢oziicii
gerektirmemeleri ve hassas birer yontem olmalaridir. Ancak gida ve ilag icerisinde ¢ok
az miktarda bulunan maddelerin analizinin voltametrik yontemlerle gercgeklestirilmesi
zordur. On deristirme islemi ve standart katma yontemleriyle cevap alinabilmektedir.

Bizim gergeklestirdigimiz ¢alismalarda gidalar igerisindeki akrilamidin voltametrik
yontemler kullanilarak da tayin edilebilirligi gosterilmistir. Ancak ¢ok diisiik derisimlerde
ve karsik yapili matrikslerde yanit alinamamaktadir. Bu da ydntemin dezavantaji
olmaktadir.

Sonug olarak akrilamidin gidalardaki (6zellikle ekmek ve benzeri tahil {irinlerinde)
tayini i¢in hizli, kolay, duyarli, secici ve herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan,
bir voltametrik yontem gelistirilmistir.

Ayrica akrilamid i¢cin YPSK c¢aligmalar1 yapilarak daha diisiik derisimlerde
akrilamid analizinin yapilabilmesi icin gelistirilen metodun validasyon caligmalar
degerlendirilerek yontemin gegerliligi incelenmistir. YPSK caligsmalar1 sonucunda ¢ok
daha diisiik derisimlerde akrilamid analizi igin se¢ilen yontemin tespit limiti 3 ppb olarak
bulunmustur. YPSK yontemi i¢in yapilan geri kazanim, tekrarlanabilirlik ve
tekrariiretilebilirlik calismalar: istatiksel olarak degerlendirildiginde YPSK ydnteminin
gidalarda c¢ok diigiik seviyelerdeki akrilamid miktar tayini icin dogru ve giivenilir bir

yontem oldugu belirlenmistir.
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EK-1

< BAM :ERM|

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®-BD274

Acrylamide in Rusk

Certified value " Uncertainty ?

Compound

Mass fraction in pg/kg
Acrylamide 74 l +7

" Unweighted mean of accepted mean values, independently obtained by 8 laboratories using different
analytical methods. The certified value is traceable to the SI.

2 Estimated expanded uncertainty U with a coverage factor of k = 2, corresponding to a level of confidence
of about 95 %, as defined in the Guide to the expression of uncertainty in measurement (GUM), ISO,
1995. Uncertainty contributions arising from characterisation as well as from homogeneity and stability

testing were taken into account.

The certified properties will be valid for 12 months beginning with the dispatch of the material from BAM); this
validity may be extended as further evidence of stability becomes available.

The minimum sample intake is 4 g.

NOTE

European Reference Material ERM®-BD274 was produced and certified under the responsibility of
Bundesanstalt fiir Materialforschung und —priifung (BAM) according to the principles laid down in the technical
guidelines of the European Reference Materials® co-operation agreement between BAM-LGC-IRMM.
Information on these guidelines is available on the Internet (http://www.erm-crm.org).
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EK-2

European Reference Materials

T

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®- BD273

TOASTED BREAD
Mass Fraction
Certified value ? Uncertainty 2
[ng/g] [ng/al
Acrylamide 425 29

1) Unweighted mean value of 11 accepted sets of data obtained in a different laboratory and/or with a different
method of determination. The certified value is traceable to the SI.

2) Expanded uncertainty with a coverage factor of k = 2, according to the Guide for the Expression of Uncertainty in

Measurements, corresponding to a level of confidence of about 95 %.

This certificate is valid for one year after purchase.
Salesdate: 73 MAI 2011

The minimum amount of sample to be used is 1 g.

NOTE

European Reference Material ERM®-BD273 was produced and certified under the responsibility of the IRMM
according to the principles laid down in the technical guidelines of the European Reference Materials®

co-operation agreement between BAM-IRMM-LGC. Information on these guidelines is available on the internet
(http://www.erm-crm.org).

Accepted as an ERM®, Geel, December 2006

Signed:
Prof. Dr. Hendrik Emons
Unit for Reference Materials
EC-JRC-IRMM
Retieseweg 111
2440 Geel, Belgium
B 3 Registration No. 268-TEST All following pages are an integral part of the certificate.
E 1SO Guide 34 for the Page 10f 2
production of reference materials
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European Reference Materials

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®-BD272

Acrylamide in Crispbread

Compound

Certified value " Uncertainty ?

Mass fraction in mg/kg

Acrylamide

0.98

+0.09

" Unweighted mean of accepted mean values, independently obtained by 15 laboratories using different
analytical methods. The certified value is traceable to the SI.

* Estimated expanded uncertainty U with a coverage factor of k = 2, corresponding to a level of confidence
of about 95 %, as defined in the Guide to the expression of uncertainty in measurement (GUM), 1SO,
1995. Uncertainty contributions arising from characterisation as well as from homogeneity and stability
testing were taken into account.

The certified properties will be valid for 12 months beginning with the dispatch of the material from BAM; this
validity may be extended as further evidence of stability becomes available.

The minimum sample intake is 2 g.

NOTE

European Reference Material ERM®-BD272 was produced and certified under the responsibility of
Bundesanstalt fur Materialforschung und —prifung (BAM) according to the principles laid down in the technical
guidelines of the European Reference Materials® co-operation agreement between BAM-LGC-IRMM.
Information on these guidelines is available on the Internet (http:/Awww.erm-crm.org).

Accepted as an ERM®, Berlin, 2007-03-08
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