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IMMUNO-ENZIMATIK YONTEMLE KAHVE ORNEKLERINDE
AKRILAMID BELIRLENMESI
Goksel DURMUS
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2017
Damsman: Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN
OZET

Bu tezin amaci immiino-enzimatik (EIA) yontemi ile kavrulmus kahvede olas1 akrilamid
kalintilarin belirlemektir. Akrilamid diinyada tahmini 200 milyon kg/yil tiretimi olan 6nemli bir
endiistriyel kimyasal maddedir. Ingaat har¢ unsuru, kanalizasyon yapiminda, cevher isleme,
kagit yapiminda, toprak iklimlendirme ajani, su aritma katki maddesi ve benzeri amaclarla
kullanilmigtir. Ayrica sigara dumani bir bileseni olan akrilamid laboratuvar hayvanlarinda
kanserojen olarak bilinen, erkek hayvanlarda fertilizisyonu bozar ve endiistriyele maruz kalan
insanlarda ise sinir hasarina neden olur. Endiistriyel kullanimlara ek olarak, akrilamid pisirme
sirecinin dogal bir yan iiriinii olarak elde edilmistir. Yontem icinde sicaklik 120 °C'yi astiginda,
pisirme, kizartma, 1zgara ve firinlama sirasinda aminoasit asparagin glukoz gibi indirgeyici
sekerler ile birlikte tepkimeye maruz kalir (Maillard reaksiyonu) akrilamid liretimine neden
olabilir  (belirli gidalar i¢in). Yiiksek sicakliklarda pisirilmis veya kizartilmis yogun
karbonhidrat iceren gidalar akrilamidi yiiksek diizeyde icerir. Akrilamid kaynatilmis, haslanmis
gidalar veya c¢ig etlerde bulunmaz. Bircok hayvan calismalar1 akrilamidin nérotoksik ve
kanserojen oldugunu gostermistir. Analizlerde Tiirkiye’de degisik illerden toplanan 42 adet
kahve numunesi kullanilmistir. Calismada kahve ornekleri 2°ser gram tartilarak 5°te 1 (1/5)
oraninda 10 mL % 70’lik methanol eklenerek 5 dk hizlica karistirildi. Cam pamuk ve onun
tizerine de bir miktar sodyum siilfat eklenerek karisim bu diizenekten siiziildii. 3000 devirde 5
dakika santriifiij edildi iistteki kisimdan 100 pl alinarak EIA (immiino enzimatik) analizinde
kullanildi. Ekstre vidali kapak ile etiketlenmis bir cam siseye eklenen numune de 250 pl her bir
ornek icin 50 pL tiiretme reaktifi eklendi. Vorteksde kuvvetli bir sekilde 10-15 saniye
calkalandi, sonra 47-53 ° C de 60 dakika inkube edildi. Sonra 2 ml akrilamid deney tamponu
eklendi ve 15 dakika sogumaya birakildi. Daha sonra analizler ayni giin 450 nm absorbansda
EIA (immiino enzimatik) okuyucuda gerceklestirildi.

Analiz edilen orneklerin yaklasitk % 40’inda akrilamid varligina rastlandi. Bu orneklerde
ortalama akrilamid yogunlugu 121,529 ppb bulundu. Bulgulara goére en yiiksek akrilamid diizeyi
196 ppb, en diisiik diizeyi ise 45 ppb olup toplam Ornek sayisinin % 60’inda ise akrilamid tespit
edilememistir. Bulgularda ortaya konan akrilamid degeri Avrupa Komisyonu (EC), Avrupa
Gida Giivenligi Dairesi (EFSA) nin gosterge degerlerinin oldukca altindadir.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, EIA, Kahve
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DETERMINATION OF ACRYLAMIDE IN COFFE SAMPLES BY IMMUNOENZYMATIC
METHOD
Goksel DURMUS
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Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology
Master Thesis, November 2017
Supervisor: Prof. Dr. Bilal Cem Liman
ABSTRACT
The aim of this thesis was to determine acrylamide in roasted coffee by using enzyme immunoassay
method (EIA). Acrylamide is an essential industrial chemical with an estimated worldwide
production of 200 million kg/year. It is used as grouting agent in construction, a paper making aid, a
soil conditioning agent, in ore processing, in sewage treatment, and as an additive (coagulant) in
water treatment. Also, a component of cigarette smoke, acrylamide is a known carcinogen in
laboratory animals, impairing fertility in male animals and causing nerve damage in humans with
industrial exposure. In addition to its industrial uses, acrylamide is also found as a natural byproduct
of the cooking process. Methods in which temperature exceeds 120 °C, such as baking, frying,
grilling, and toasting can cause the amino acid asparagine (found in certain foods) to react with
reducing sugars such as glucose (via the Maillard reaction) to produce acrylamide. Highcarbohydrate
foods that are baked or fried at high temperatures contain the highest levels of acrylamide.
Acrylamide is not found in raw or boiled foods that are not high in carbohydrates or in meats.
Acrylamide analyses were conducted on 42 coffee samples collected from different provinces of
Turkey. Coffee samples were weighed as 2.0 g and put into 50 mL sample extraction tubes.
Methanol (70%) in a portion of 1 to 5 ratios was added to 2 grams of samples and mixed. Then, the
mix was filtrated through glass cotton and sodium sulfate, centrifuged for 5 minutes and was diluted
with 70% methanol in distilled water. Having taken 100 pl from its surface, this mix was used in
EIA (enzyme immunoassay) analyses. 250 ul of sample extract is added to a labeled vial with screw
cap. For each sample, 50 pl of derivatization reagent was added. Vortex was done vigorously at 10-
15 seconds and incubated at 47-53 °C for 60 minutes. The sample was allowed to cool for 15
minutes. Acrylamide assay buffer was derivatized and added 2 ml to cooled sample. Derivatization
and analysis was performed within the same day. The mix was analyzed at 450 nm absorbance by
using EIA reader.
The analyses revealed that about 40% of the analyzed samples contained acrylamide and the average
acrylamide concentrations in these samples were found as 121.529 ppb. According to these findings,
the highest acrylamide level was found as 196 ppb and the lowest acrylamide level was 45 ppb.
However, acrylamide was not found in 60% of the samples. Acrylamide values in this study were
extremely lower when compared with the volues of the European Commission (EC), the European
Food Safety Authority (EFSA).
Keywords: Acrylamide, EIA, Coffee
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1.GIRIS VE AMAC

Akrilamid bir¢ok iirtinde farkli sekilde yer alan, monomerik ve polimerik olmak iizere
iki formu bulunan, kimyasal bir bilesiktir. Laboratuvar hayvanlarinda yapilan
caligmalara gore, monomer yapidaki akrilamidin sinir sistemine toksik etkili olmasinin

yani sira, hayvanlar ve insanlar i¢in karsinojen 6zellige sahip bir maddedir (1).

Akrilamid 'Uluslararasi Kanser Arastirmalart Kurumu  (International Agency for
Research into Cancer) tarafindan insanlar i¢in potansiyel karsinojen madde olarak
smiflandirilmaktadir. Akrilamid, degisik gidalarda dogal bilesen olarak bulunan
karbonhidrat ve proteinlerin yiiksek 1sisal islem kosullarina maruziyet sonucunda olusan
bir maddedir (2). Karbonhidrat ve proteince zengin 1sisal igleme tabi tutulmus gidalar
arasinda firmcilik iriinleri, kizartma ve kavurma islemlerine maruz kalan degisik
iriinler yer almakta ve arastirmalara konu olmaktadir. Diinya'da giinliikk tiiketim
miktarlariin yiiksekligi dikkate alinarak, yapilan calismalar sonucunda 6zellikle kahve,
patates iirlinleri ve ekmegin gida kaynakli akrilamid aliminda ilk siralarda yer aldigi
goriilmiistiir. Bu nedenle gida iiretimi icin yasamsal Oneme sahip akrilamidin
uygulamaya yonelik, daha ayrintili ve anlasilir 6zel standartlar ve belgelendirme ile
uygulamaya yonelik yasal ve bilimsel ayarlamalara gidilerek gida giivenliginin
saglanmasi, halk saghiginin korunmasi ve uluslararasi ticaret iizerindeki etkileri ¢esitli

kuruluglarca diizenlenmistir (3-5).

Gida Giivenligi ile ilgili yasal ve bilimsel mevzuat, basta Diinya Saghk Orgiitii (DSO),
Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA), Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) olmak
tizere uluslararas1 ve ulusal otoritelerin oncelikli konusudur. Bu kapsamda gida katki
maddeleri ve gidalara bulasan kimyasal kirlilikler de (kontaminantlar) uluslararas1 yasal

ve bilimsel mevzuata tabidir. Cesitli kimyasal ve toksik bilesikler gida ve yemlerin



iiretim, isleme, tasima, pazarlama ve hazirlama asamalarinda gida ve yemlerde

olusabilir veya bulasabilirler (4).

Son yillarda, gida giivenligini tehdit eden kimyasal ve toksik maddeler giindemi
olusturmaktadir (3). Bunlar bitki, prezervatif kalntilari, dogal toksik bilesenler
(mikotoksinler, bitkisel zehirler vb.) ve gidanin islenmesi ve hazirlanmasi sirasinda
olusan toksik maddeler (heterosiklik aromatik aminler, akrilamid, furanlar vb.), gida
allerjenleri, agir metaller (kursun, arsenik, civa, kadmiyum vb.), endiistriyel
kimyasallar (benzen, dioksinler, perklorat vb.), ambalaj materyallerinden kaynaklanan
maddeler ve ayrica hile amac¢lhi (melamin vb.) katilan maddelerdir. Bunun yani sira
artan kiiresel niifusa bagl olarak gida sanayinde yapisal degisime yol acan kiiresellesme
olgusu, uluslararasi ticaret ile ilgili olarak otoritelerin hazirladig: standartlarin nemini

s0z konusu toksik kimyasallar ag¢isindan giderek arttirmigtir (4).

Gidalarm islenmeleri veya dayanikli hale getirilmeleri sirasinda sicaklik degerleri 50-
70°C gibi 1limli seviyelerinden 180-300°C gibi ¢ok yiiksek seviyelerde degisen 1sisal
islemler (firinlama, kizartma, kavurma, pisirme, sterilizasyon) devaml
uygulanmaktadir. Ancak uygulanan boylesi yiiksek sicakliklar gidada bazi
mikroorganizmalar ya da enzimlerin inaktivasyonu ve 1stya duyarli gida bilesenlerin
parcalanmasinin yani sira toksik yapilarin olusmasina da yol acabilmektedir. Bu 1sisal
islemler sonucunda olusan karsinojenik / mutajenik bilesiklerin arasinda; heterosiklik
aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-alkil-N-nitrozamin bilesikleri ve 2002°de
Isve¢ Ulusal Gida Orgiitiiniin yaptig1 calismayla toksik oldugu bildirilen akrilamidde
bulunmaktadir (2, 4, 6).

FAO ve WHO, gidalarda akrilamid iizerine uluslararasi bir ag kurmuslardir. Bu agin
amaci, akrilamid ile ilgili tiim taraflarin verileri ve devam etmekte olan arastirmalari
hakkindaki bilgileri paylasmalarini saglamaktir. Ag, ABD Gida ve lIla¢ Idaresi ve
Maryland Universitesi tarafindan ortaklasa vyiiriitiilen ortaklasa bir multidisipliner
arastirma ve egitim programi olan Food Safety and Applied Nutrition Ortak Enstitiisii
(JIFSAN) tarafindan isletilmektedir. JIFSAN, DSO Risk Analizi ve Gida Kirliligi
Izleme Isbirligi Merkezi ve FAO Gida Kalite, Giivenlik ve Beslenme Miikemmellik
Merkezleri Ag1 iiyesidir. Bu agin kurulmasi, Haziran 2002 FAO / WHO Gida'da



Akrilamidin Saglik Riskleri Uzerine Damisma Toplantisindan cikan tavsiyelerden
biriydi (2, 7).

Giindelik hayatimizda kullandigimiz bir¢ok besin 6gesinin i¢inde farkl sekilde yer alan
akrilamid, degisik monomerik ve polimerik yapilarda bulunan, organik, toksik nitelikli
bir bilesiktir. Akrilamidin monomer formunun insan ve hayvan sinir sistemi i¢in toksik
etkisi oldugu, hayvanlar ilizerinde yapilan laboratuvar ¢aligmalar1 sonucunda, kobay
olarak kullanilan hayvan tiirlerinde kanserojen etkisi olmasma iligkin yeterli kanit

olmast nedeniyle insanlar i¢cin de kanserojen bir madde olmasindan siiphelenilmektedir.

(2).

Akrilamid ¢ogunlukla poliakrilamid ve tiirevlerinin iiretilmesinde kullanilmaktadir.
Uretilen bu iiriinler genellikle atik su aritma tesisleri, kAgit, maden ve petrol islemede,
Insaat har¢ unsuru, kanalizasyon yapiminda kullanilmaktadir. 2002 yilinda Isve¢ Ulusal
Gida Dairesi (NFA) ve Stokholm Universitesi’nden bilim adamlar: tarafindan gida ve
sulardaki Oonemi hakkinda aciklamalar yapilmistir. Yapilan aciklamalarin ardindan
yapilan bir¢cok calismada, kizartilmig, firinlanmis ve kavrulmus gida maddelerinin
genelinde degisen miktarlarda akrilamid tespit edilmistir. Akrilamidin kemirgenler icin
kanitlanmis kanserojen ve insanlar i¢cin belirlenmis norotoksin etkisinin de yapilan
caligmalarla ortaya konulmasi iizere Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1t Kurumu (IARC)
tarafindan akrilamid insanlar i¢in olas1 karsinojen’ olarak (Grup 2A) smniflandirmaya

alinmugstir (7-9).

Akrilamid potansiyel saghik tehlikeleri ile bilinen ve son zamanlarda, yiiksek
derisimlerde 1sitilmis nisasta iceren gidalarda bulunmustur; bu durum bir kanser riskinin
yiikksek miktarda akrilamid iceren gidalarin alimiyla iliskili olabilecegi varsayimina yol
acmaktadir. Bu nedenle calismamiz potansiyel olarak dogal iceriklerinden dolayi
olusabilecek gidalardan olan kahvede akrilamidin analizine odaklanmaktadir.
Akrilamid, 50 yili agkin bir siiredir iiretilen ve sanayinin bir¢ok alanimnda kullanilan
endiistriyel bir monomerdir. Bu madde ayni zamanda pisirme islemi sirasinda, esas
olarak Maillard reaksiyonunun yani sira 3-aminopropiyonamid (3-APA) bilesigi,
akrolein bilesigi, azotlu bilesikler ve okside olmus lipidler iizerindende olustugu
bildirilmektedir. Analitik toksikoloji a¢isindan akrilamid analizlerinin GC, GC-MS,
HPLC, LC-MS/MS, Eloktrokinetik kapiler kromatografi yontemi, biyosensor kit



yontemi, NIR yontemi, ELISA yontemi gibi analitik enstriiman ve yOntemler

kullanilmaktadir (8).

Sosyal yasantimizda tiikettigimiz bir¢cok gida maddesinde iireyebilen toksik etkisi
kanitlanmig, akrilamid ve bundan olusabilecek metabolitler iizerine 6nemle durulan
arastrma konusudur. Konuyla ilgili tilkemizdeki gidalarda akrilamid kontaminasyon
sorununu degerlendirmek amaciyla bilhassa tahil, kizartma ve firmcilik iirtinlerinde
kapsaml arastirmalar yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda tesadiif 6rnekleme yontemi ile
toplanan Tirkiye’nin farkli bolgelerinde tiikketime sunulmus, kavrulmus kahve
cekirdekleri ve oOgiitiilmiis kahve Orneklerinde immiin—enzimatik (EIA) metot

kullanilarak, akrilamidin olas1 kalint1 boyutlarinin ortaya konulmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BiLGIiLER
2.1. Kahve

Onuncu yiizyllda Habesistan’da kesfedilen kahve, I. Selim’in Misir seferi sonrasi
Istanbul’a getirilmis ve kisa zamanda begenilerek saray mutfaginda yerini almistir. O
zamanlarda kahve cekirdekleri ¢ig olarak kavrulup, ogiitiildiikten sonra cezvelerde
pisiriliyordu. Kendine 6zgii tadi, kopiik, koku, pisirme ve sunum sekliyle kendine 6zgii
bir kimlige sahip olan kahve, zamanla, Tiirk kahvesi olarak adlandirilmistir. Tiirk
kahvesinin Tiirk toplumunda olduk¢a Onemli bir yeri vardir. Tirkiye’de kahve
yetismemesine karsin, Tiirk kahvesi Tiirk kiiltiiriinii derinden etkilemistir. Tiirk kahvesi
edebi eserler ve giindelik yasantiya dek tiim geleneklere girmis ve iz brrakmustir (10).
Kahve, Rubiaceae ailesinin Coffea cinsinden tropik bir cali tiirlinlin meyvesinin
cekirdegidir. Agacin normal boyu 8 -10 metre kadar biiyiiye bilse de iiretim teknikleri
nedeni ile genellikle 2-3 metreye kadar biiylimesine izin verilmektedir. Yapraklar:
stirekli yesildir. Yetismesi icin tropikal bolge, volkanik zemin, orta derece nem gibi
birtakim o©zellikler gerekmektedir. Bundan dolayidir ki, kahve bitkisi uygun ortam
kosullarmin varoldugu Afrika, Asya ve Amerika kitalarmm orta bdlimlerinde
yetismektedir. 15 milimetre biiyiikliigiinde olan kahvenin meyvesi yuvarlak ve
baslangicta yesil renklidir. Olgunlastikca rengi kirmiziya doniisiir ve kahve yapiminda
kullanilan halini alr. Kahve bu meyvenin kalin kabugunun altinda bulunan
tohumlaridir. Bu tohumlar degisik yOntemlerle ayilarak kurutulur ve kavrulup
ogiitiillerek kullanilir (11).

2.1.1. Kahvenin insan Saghg Bakimindan Onemi

Kahvenin bilesiminde insan saghgina etkisi olan gesitli bilesenler bulunmaktadir. Islem
gormemis taze kahve taneleri; kafein (% 0,8-2,5 oraninda), tanen, ugucu yag, sabit yag

ve alkaloidler icermektedir. Kahvenin kafein icerigine bagli uyarici etkisi uzun



yullardir bilinmektedir. Yapilan bazi ¢calismalarda orta diizeyde (giinde 2 bardak) kahve
tikketiminin ileride Alzheimer, Parkinson, Tip2 diyabet, kalp hastalig1 riskini azalttig1,
kafeinli kahve tiikketiminin safra kesesi rahatsizlig1 olugsma olasiligin1 azalttig1, zihinsel
performas: arttirdigi, agri kesici etkisi oldugu, laksatif ve diiiretik etkisi bulundugu
belirtilmektedir. Ayrica kahvenin bilesiminde bulunan basta klorojenik asitler ve
bozunma iiriinleri olmak iizere, kafein, kahveol ve kafestoliin antioksidan,
antikanserojen ve antimutajenik etkileri bulundugu belirtilmektedir (11, 12).
Giiniimiizde kahveden hazirlanan cesitli tirtinler; uyku giderici, bag agrilarini azaltici,
kardiyovaskiiler sitem kuvvetlendirici, hazmettirici ve alkaloid intoksikasyonlarinda
yerel absorban olarak kullanilmaktadir. Kahvenin organoleptik oOzellikleri, icerdigi
polifenoller sayesinde dogal bir antioksidan kaynagi olmasi, kafeinden dolayi fiziksel ve
zihinsel performansi arttirmasi, dengeli tiikketimi halinde kalp ve kemik sagligi agisindan
olumsuz bir etki yaratmamasi, kahveyi sudan sonra diinyada tiiketilen en popiiler
iceceklerden birisi haline getirmistir. Kahve ayrica su, ila¢ sanayisinde ve atik sulari

tesislerinde kullanilmaktadir (11).
2.1.2. Kahve ve Akrilamid iliskisi

Kabuklarindan ayrilmis kahve ¢ekirdeklerinin belirli islemlerden gecirilmesi sonrasinda
asil aromasma kavusmaktadir. Tiiketim esnasinda lezzetini olusturmak i¢in yapilan
islemlerden biride kavrulmasidir. Yapilan bu kavurma islemi esnasinda gerceklesen

reaksiyonlar sonucunda ucucu ve ugucu olmayan bilesenler olusmaktadir (13).

Kahvenin ¢ok yiiksek sicakliklarda kavrulmas: sirasinda kahvenin renginde prolizden
cok karamel-furfural ve maillard reaksiyonlarinin etkin oldugu bilinmektedir. Kahvenin
kavrulmas: sirasinda igerigindeki alkaloidlerde kuru madde bazinda ¢ok az bir artis
oldugu, lipitlerin kimyasal yapilarinda degismeler, azotlu bilesenlerden proteinlerin
denatiire olmast ve enzimlerin tamamen inaktive olmalar1 gibi reaksiyonlar
gozlemlenmektedir. Ayrica yiiksek sicaklikta kavrulma sirasinda mutajenik
maddelerinde  olusabilecegi  bilinmektedir  (11-13).  Kahve  220-250°C’de
kavruldugundan olusan reaksiyon zincirleri esnasinda akrilamidin yiiksek oranda
olustugu belirtilmektedir (13). Kahvenin islenmesi sirasinda maruz kaldig: 1s1 siire ve
hiz gibi kavurma oOzellikleri; lezzet, aroma, renk gibi duyusal 0ozelliklerini

etkilemektedir. Yesil kahvede asparagin konsantrasyonu 30-90 mg/100 g olarak tespit



edilmistir. Ayrica oda sicakliginda depolanan 6giitiilmiis kahvede % 40-60 oraninda
akrilamid kayiplar1 tespit edilmistir. Diger taraftan, kavurma sirasinda akrilamidin
degrade oldugu saptanmistir. Kahvede akrilamid kavurma isleminin bagslangicinda
olusmakta ve 7 mg/kg’in lizerine cikabildigi belirtilmektedir (6, 14-16). Kahve
cekirdeginin indirgen seker icerigi ile akrilamid olusumu arasinda bir korelasyon tespit
edilmemigtir. Diger taraftan, kahve cekirdeginin asparajin iceriginin 100 graminda 20-
100 mg gibi ¢ok dar bir aralikta degistigi belirlenmistir. Kahvenin asil aromasinin
olusmasinda belirleyici faktor kavurma kosullar1 (sicaklik ve siire) oldugu igin,
akrilamid olusumunun azaltilmasina yonelik olarak kavurma parametreleri lizerinde
degisiklik yapilmasi ancak ¢ok dar bir aralikta miimkiindiir. Diger iiriin gruplarinin
aksine, kahvenin yiiksek sicaklikta kavurma islemi akrilamid seviyesini azalttigi
goriilmiistiir. Ayrica asparajinaz enzimi de kahvede akrilamid olusumunu 6nemli
oranlarda diisiirmektedir. Ancak, bu islemin son iiriiniin duyusal 6zellikleri iizerine
etkisi heniiz belirlenmemistir. Tipik kahve pisirme makineleri, kahve cekirdeginde
bulunan akrilamidi tiimiiyle kahve demine gecirmektedir. Ancak, farkli ekstraksiyon

kosullar1 nedeniyle Espresso kahvede gecis daha az olmaktadir (15).

2.2. Akrilamid

1893 yilinda Charles Moureu tarafindan benzen igerisinde doygun hale gelmis akrilin
kloriir ¢ozeltisine bir miktar amonyak eklemesiyle yeni bir momomer olan akrilamid
sentezlenmistir. 1930’a kadar kullanim alan1 pek bilinmeyen akrilamid tekstil ve yapay
kauguk iiretiminde akrilik liflerin kullaniminin yaygmlasmasiyla onemi kazanmigtir.
1950 yili sonrasi ticari akrilamid iiretimi ile endiistriyel tiikketim hizli sekilde artmasi
sonucu akrilamitin polimerlesmesi ve sentezi iizerine yeni yontemler oluisturulmaya

baslanmistir (16).

Akrilamid  (2-propenamid-CH2CHCONH?2) yapisinda vinil grubu bulunan, erime
noktas1 84,5°C ve kaynama noktas1 (25mmHg) 125°C (atmosferik basing¢ta 192,6°C),
molekiil agirligr 71,08 g/mol olan hafif asidik bir maddedir. Saf hali oda sicakliginda
kokusuz beyaz kati kristaller halinde bulunur. Su, etanol ve aseton gibi polar
coziiciilerde iy1 ¢oziiniirken, hegzan, heptan gibi polar olmayan coziiciilerde az miktarda

coziinebilmektedir. Sulu ¢ozeltisi kararhidir (16, 17).



Cizelge 1:

Farkli ¢ozgenler icindeki akrilamid ¢oziiniirliigii (8) .

Coziiciiler Coziiniirliikk Coziiciiler Coziiniirliikk
n-heptan 0,0068 Asetonitril 39,6
Benzen 0,35 Piridin 61,9

Karbontetraklorid 0,38 Aseton 63,1
Dimetilformamid 119 Etanol 86,2

Kloroform 2,66 Dimetilformamid 119

Etil asetat 12,6 Dimetilsiilfoksit 124
Dioksan 30 Metanol 155

Etilen glikol monobutil 31 Su 215.5
eter

Monomerik ve polimerik olmak iizere iki formu bulunan akrilamid, giinliik yasamda
kullanilan bircok iiriinde farkli sekilde yer alan organik bir bilesiktir. Yapilan ¢caligmalar
sonucunda, insanlar tizerinde akrilamidin monomer formunun sinir sistemi i{izerinde

toksik etkilerinin oldugu bulunmustur (18).

NH,

HQC/

o)

Resim 1: Akrilamitin iki ve ii¢ boyutlu molekiil yapisinin (16) .

Akrilamidin monomer formu elektroforez yontemi kullanilarak protein ayirma
(tammmlama) tekniklerinde ve laboratuvar ortaminda jel hazirlanmasi icin
kullanilmaktadir (19). Polimerik formunun, kirli su aritma tesislerinde katki maddesi
(koagiilant ve flokiilant olarak), zenginlestirilmis petroliin geri kazanimi, organik
kimyasallarm tiretimi, plastik iiretimi, toprak diizenleyici ajan olarak ve maden cevheri

islemede kullanildig1 bilinmektedir (6, 19, 20). Poliakrilamid formunun ise baraj, tiinel



ve kanalizasyonlarin insasinda (derz dolgu malzemesi), kontak lens, macun, boya

sanayisinde liretim materyali olarak kullanildig: bildirilmistir (6, 19).

Glisidamid metaboliti yapisindan dolayr biyokimyasal reaksiyonlara akrilamide gore
daha kolay katilabilmektedir. DNA’ ya daha kolay baglana bilmesi, anne siitiine gece
bilmesi ve hayvanlarda tiimor olusumunu neden olmasi, insanlarda da kanserojen ve
mutajenik etkili olabilecegi kanisini olusturmaktadir (20, 21). Elektronca zayif ¢ifte bag
yapist ile amid grubuna sahip bir monomer olan akrilamid kimyasallarla kolylikla
reaksiyona girebilmektedir. Amonyak, methanol ve aminler gibi niikleofilik maddelerle
cifte bag yapis1 sayesinde Michael tipi reaksiyonlara girebilirken iki farkli monomer
yapist ile serbest radikallerle ve Diels—Alder katilmalarinda tepkimeye girebilmektedir.
Amid grubu ise aldehitlerle dehidrasyon ve hidroliz kondensasyon tepkimelerine
girebilmektedir. Akrilamidler UV 1sm1 altinda ve erime sicakliginin iizerindeki
noktalarda polimerlesebilmektedir. Bunun yam sira, sodyum bisiilfit, sodyum persiilfat
gibi serbest radikal kaynaklar1 kullanilarak baslatilmaktatir. Tepkimeler sirasinda olusan
ortam sartlarina gore ¢apraz baglh veya dogrusal polimerler elde edilebilmektedir. Erime
noktasinin  iizerindeki  sicakliklarda veya UV stk altinda da  kolayca
polimerlesebilmektedir (7). Bu reaksiyonlarin haricinde yine insan ve hayvan
viicudunda norotoksik etkileri olan 2,3-epoksipropanamide (glisidamid) doniistiigi
bildirilmektedir (6, 20). Proteinlerle amin grubu sayesinde tepkimeye girebilmektedir.
Hemoglobinle veya sinir sisteminde bulunan proteinlerle baglanmasi doku birikimine
neden olabilmektedir. Hipotalamustan salgilanan dopamin reseptorlerine baglandig:

diistiniilmektedir (21).

HzC_O . <

HC NH
\i?/ 2 « )\

O

Resim 2: Glisidamidin iki ve {i¢ boyutlu molekiil yapisinin (19).
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Akrilamidin baglayic1 etkisi iizerine yapilan calismalarda, insan dokularina ait
DNA’larda akrilamidin baglayic1 etkisi bulunmamigken, insan lenfositlerine ait

DNA’larda 0,5-50 pm akrilamid zarari tespit edilmistir (21).

Akrilamid ve glisidamid diizeylerini incelemek icin yapilan toksikokinetik ¢aligmalarda
1,7 saat bulunan akrilamidin yarilanma omriiniin, glisidamide gore ¢ok daha kisa oldugu

belirtilmistir (18, 20, 21).

/\H/NHz Cyp 2E1 > %/NHz

O O
Akrilamid Glisidamid
DNA
H,N 9
N (|: Vi

HO—(IZH

O THz
N N
A
X N
H,N N
N7-(2-karbamoil-2-hidroksietil) guanin

Resim 3: Akrilamid’den olusan glisidamid ve DNA eklentisi (14) .
2.2.1. Gidalarda Akrilamid Olusumu

Gidalarm hazirlanmasi, islenmesi ve muhafazasi amacli uygulanan islemler asamasinda
sicaklik 220-250° C’ye kadar yiikselebilmektedir. S6z konusu islemin etkisi gidanin
yapisindaki bazi mikroorganizmalar ya da enzimlerin inaktivasyonu ve 1siya duyarl
baz1 bilesenlerin kismen parcalanmasi ile sinirli kalmaz. Protein denatiirasyonu, lipit
oksidasyonu, karamelizasyon ve vitamin kaybi 1sitma sirasinda meydana gelen belli

bash degismelerdir (21).
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Isil islem gormiis gidalarda akrilamid tesbit edildiginin bildirilmesinden hemen sonra
Avrupa Komisyonu (EC) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) akrilamid konusunda veri
taban1 olusturma karar1 almislardir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ile Diinya Saghk
Orgiiti  (WHO) Isvigre'de 2002 yilmin haziran aymda, ‘‘Gidalarda Bulunan
Akrilamidin Saghik Uzerine Etkiler’” konulu ortak toplantida, gidalardaki akrilamid
varlig1 hakkinda uluslararasi bir veri tabani kurulmasi gerektigini bildirerek, tiim ilgili
taraflar1 konuya iliskin verilerini ve devam eden c¢aligmalarin1 paylasmaya davet
etmislerdir. Bu caba sonucunda Gida Giivenligi ve Uygulamali Beslenme Ortak
Enstitiisi  (JIFSAN), akrilamid ile ilgili ‘‘http:/www.acrylamide-food.org’’ adinda
resmi bir site a¢cmustir. Arastirmacilar bulduklar1 analitik verileri bu web sitesi

araciligilyla WHO'ya ulastirabilmektedirler (21-23).

Akrilamidin gidalarda nasil olustuguna dair kesin bir kanaat olmasa da yiiksek sicaklik
uygulanan bazi gida iiriinlerinde olustugu ve hangi sicakliklarda olustugu tam bilinmese
de yiiksek sicaklikta bekleme siiresi ile de miktarinmn arttigr goriilmiistiir (21). Cig ve
1s1sal iglem uygulanmamis gidalarda akrilamid olugmamustir. Ayrica, kaynatilmis veya
suda haslanmig gidalar 6l¢iilebilir diizeyde akrilamid icermemektedir (24). Buna karsin,
akrilamid miktarlar1 yiiksek sicakliklarda kizartilan ve kavrulan cesitli gidalarda iz
miktarlardan 4000 pg/kg diizeylerine kadar genis bir dagilim gostermektedir. 100-
120°C’1n lizerinde gerceklestirilen 1sitma igleminden sonra en yiiksek akrilamid miktar1
karbonhidratca zengin gidalarda (100-4000 pg/kg) ve en diisiik akrilamid miktar:
proteince zengin gidalarda (<100 pg/kg) bulunmustur (22, 23). Akrilamidin nisasta
orant yiiksek gidalarda olustugu disiiniilirken gidalarin bir¢ogunun heniiz analiz
edilmedigi goz Oniine alindiginda konunun 6nemi ve ciddiyeti kendini gdstermektedir.
Bu nedenle gidalar hem akrilamid icerigi yoniinden arastirilmasi hem de gidalarda
akrilamid olusumunu azaltacak Onlem ve tedbirlerin alinmasi ve bu konuda yasal
diizenlemelerin giindeme getirilmesi ile tiiketici saghigmnin korunmasi agisindan son

derece onemli bir konudur (18, 25).
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Resim 4: Cam tiiplerde 20 dk 1s1ya maruz birakilan 0,1 mmol asparajin, glukoz eklentisinde

akrilamid olusumunun sicakliga bagh olarak degisimi (26).

Gidalarda akrilamidin olusmasiyla ilgili bir¢ok teori One siiriilmiistiir. Bunun nedeni,
akrilamidin gidalarda birden fazla mekanizma sonucunda olusmasidir (26). Bu
mekanizmalardan gida maddelerinde bulunan asparajin, glukoz ve friikktoz indirgen
sekerlerinin temel katilimci oldugu maillard raksiyonlar1 en ¢cok kabul goren teoridir.
Diger teoriler ise akrolein iizerinden ve azot igeren bilesiklerin yeniden yapilanas: ile
akrolein olmadan direk olusmasidir (18, 25-28). Akrolein (CH2=CH-CHO) akrilamid

olusumunda 6ncii madde olarak kabul edilmektedir (28).



13

Yag Asidleri .\’sp:ni'k Asit Serin
Karnosin Sistein
P -alanine
Gliserol
Akrolein \ i Piruvik Asit
Akrilik Asit

/| AKRIiLAMID
'S
3.aminopropenamid
Asparajin

Resim 5: Akrilamid icin alternatif olusum mekanizmalar1 (28).

2.2.1.1. Maillard Reaksiyonu ve Akrilamid Olusumu

Ik kez 1912 yilinda Louis-Camille Maillard tarafindan ortaya konan (Maillard, 1912)
ve bu nedenle kendi adiyla anilan Maillard reaksiyonu, sekerlerin ve aminoasitlerin,
renk pigmentleri olusturmak iizere etkilesmelerini agiklayan bir reaksiyondur. Isiya
maruz brrakilmis gidalarm kizarmasina veya kahverengi renk almasina neden olan, bir
baska deyisle yedigimiz yiyeceklerin giizel goriinmesini saglayan ‘‘kizarma’
reaksiyonu Maillard reaksiyonudur (7). Reaksiyon hizi, tepkimeye giren amino bilesigi
ile sekerin Ozelliklerine ve olusan iirline baghdir. Bu nedenle degisik gidalar
bilesimlerine gore farkli esmerlesme tepkimeleri gosterirler (7-9, 18). Maillard
reaksiyonu sonucu gidalarda akrilamid, olusumu aminoasitler ve indirgen sekerler

arasinda gerceklesen tepkimelerle meydana gelmektedir (29).

Maillard reaksiyonu iic ana basamaktan olusur (8, 12). ilk basamak, asparajin ve
indirgen (fruktoz ve glukoz) sekerlerden Schiff bazinm olusmasidir (26). Anahtar

basamak ise Schiff bazinin 1sinin etkisi ile dekarboksilasyonudur (26, 29).

Maillard reaksiyonu bir aminoasit veya proteindeki amino grubu ile karbonil grubu
iceren bir indirgen sekerin kondensasyon reaksiyonu ile baglar. Reaksiyonun ilk
basamaginda aminoasit ya da amin gibi niikleofilik bilesikler indirgen sekerlerin
karbonil gruplarina kolayca eklenerek imin (Schiff baz1) olustururlar ve bir molekiil su

aciga cikar. Aldoz sekerin reaksiyonunda olusan iminde a-pozisyonunda bulunan
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hidroksil grubunun varligi nedeniyle, 1,2-eneaminol iizerinden doniisiime girer.
Molekiildeki bu Amadori tipi doniisiim ile Amadori iiriinii olarak adlandirilan
aminoketoz bilesigi olusur. Fruktoz gibi bir ketoz sekerin varliginda ise benzer bir

mekanizma ile Heynes bilesigi olarak adlandirilan aminoaldoz meydana gelir (26).

Maillard reaksiyonlarinda akrilamid olusumu bakimindan aminoasitler arasinda yapilan
bir caliymada ayni tip sekerle tepkimeye giren aminoasitler kiyaslandiginda, sistein
metionin ve glisin aminoasitleri kullamildiginda tespit edilebilir seviyede akrilamid
olusmazken, glutamin ve aspartik asitte (0,5 mg/mol-1 mg/mol) akrilamid olustugu,
asparagin kullanildiginda (221 mg/mol) gibi yiiksek miktarda akrilamid olustugu
bulunmustur (30). Boylece akrilamid olusumundan sorumlu olan aminoasidin asparagin
oldugu teorisi ileri siiriilmiistiir. Serbest asparagin iceren gidalarda akrilamid
olusumunun da daha fazla olmasi beklenmektedir. Yani akrilamid olusumuna neden
olan asparajin aminoasidi, fruktoz ve glukoz gibi indirgen sekerlerdir (26, 31). Maillard
reaksiyonu sirasimnda asparajinle Schiff bazi olugmasiyla asparajin-glukoz modelinden
izole olmus glioksal, metilglioksal ve biitandion gibi yeni reaktif karboniller olusur.
Akrilamid olusumuna glioksalin etkisi test edildiginde, asparajin-glukoz/fruktoz
reaksiyonlarina gore 300 kat fazla akrilamid olusturdugu, glioksalin akrilamid

olusturmada reaktivitesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (30-32).

Amadori iriinlerin varligi aroma ve esmer renkli polimerlerin olusumunda Snemli
onciillerdir. Maillard reaksiyonunun son asamalarinda ortam kosullarina da bagh olarak
amadori Uriiniiniin yikimi sonucunda ara iiriinler (deoksiozonlar) ve ugucu (aroma)
bilesikleri olusmaktadir. Melanoidinler olarak bilinen azotlu esmer renkli polimerlerin
olusumu niikleofilik ve elektrofilik ara iiriinler arasinda gerceklesen kondensasyon
reaksiyonu ile gerceklesir. Melanoidinlerin, Furan ve pirol bilesiklerinin
polikondensasyon reaksiyonlar1 ile olusan polimerler olduklar1 diisiiniilmektedir.

Firincilik ve kavurma {iriinlerinin esmerlesmesinden sorumludurlar (32-35).
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Resim 6: Maillard tepkimeleri olusum semasi (33).
2.2.1.2.Akrolein Bilesigi Uzerinden Akrilamid Olusumu

Kimyasal yapisi akrilamide ¢ok benzeyen akrolein (CH2=CH-CHO), lipidlerin
transformasyonu, aminoasitlerin, proteinlerin ve karbonhidratlarin degradasyonu ya da
aminoasitler, proteinler ve karbonhidratlarla arasindaki Maillard reaksiyonu sonucu da
acrilamid olusabilmektedir. Akrolein akrilik aside ya da akrilik radikallere
yiikseltgenmekte, akrilik asit de gidalardaki azotlu maddelerin sicaklik etkisiyle
bozunmasi sonucu olusan amonyak ile reaksiyona girerek akrilamidi olusturmaktadir.
Akrilamid olusumunda diger bir yol ise akrolein olugsmadan, azot iceren bilesiklerin
(proteinler, amino asitler) yeniden yapilanma, hidroliz, dekarboksilasyon gibi bir¢ok

seri transformasyon sonucunda akrilamidin olusmasidir (35, 36).
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2.2.1.3. “3-APA” Bilesigi Uzerinden Akrilamid Olusumu

3-APA (3-aminopropionamide)bilesigi 1sitma ile kimyasal bir reaksiyona girerek amino
grubunun c¢ikmasi sonucu akrilamid olusumuna neden olmaktadir, Bu reaksiyonun
Maillard iizerinden yiiriimedigi ve indirgen sekerlere gereksinim duyulmadigi

belirtilmektedir (36).
Akrilamid olusumu i¢in diger varsayimlar kisaca agiklanacak olursa:

e Aspartik asit, karnosin ve B-alaninin termal bozunma ile ortamdaki amonyak ile
reaksiyona girerek akrilik aside doniistiigii ve akrilik asidin de akrilamide

doniistiigli varsayilmaktadir.

e Piriivik asit, serin ve sisteminin dehidrasyon ve desulfatasyonu ile olusarak
indirgenme ile akrilik aside doniistiigii ve akrilik asidin de akrilamide doniistiigii

varsayilmaktadir.

e Bunlarin disinda akrilamid olusumu i¢in bircok model sistem ¢alisilmis ve farkli

hipotezler 6ne siiriilmiistiir ( 24, 37).
2.2.2. Akrilamidin Gidalarda Bulunusu

Genellikle 90-220 ° C’de uygulanan cesitli 1sisal iglemler (kizartma, firinlama, 1zgarada
pisirme, sterilizasyon vb.), gidalarda fiziksel ve kimyasal bircok degisime neden
olabilmektedir. Yiiksek sicaklik uygulamalari, gida maddesinin besleyici 6zelligini

olumsuz etkileyebilecek toksik bilesiklerin olusumuna yol acabilmektedir (38, 39).

Nisan 2009°da Avrupa Komisyonunun 6zel istegiyle, Avrupa Gida Giivenligi Ajansi
(EFSA) 2008 ve 2009 yilinda 22 iilkede yapilan analizlerin sonuglarina gore cesitli
gidalardaki akrilamid degerlerini rapor etmistir. Bu degerlerden bazilar1 Cizelge 2’de
goriildiigii gibidir. Bu gidalarin disinda findik, badem, zeytin ve kurutulmus meyvelerde

de az da olsa akrilamid tespit edilmistir (2, 23, 39).
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Cizelge 2: EFSA 2009 tarafindan bildirilen gidalardaki akrilamid miktarlar1 (39).

Uriinler Ornek Sayisi Ortal?;ngz;k I;)erisim En Yii(l;s;/ll(( ;erisim
Ekmekler 272 136 2430
Biskiivi 227 317 4200
Kahvaltilik tahil 128 156 1600
Tahil bazli bebek mamas1 76 74 353
Patates kizartmasi 529 350 2668
Kahve 208 253 1158

2.2.3. Akrilamidin Diyet Maruziyetinin Degerlendirilmesi

Maruziyet degerlendirmesi veya risk degerlendirmesi organizmayi etkileyen kimyasal
madde dozunun kalitatif ve kantitatif olarak biiytikliigii ile maruziyet siklik ve siiresinin
belirlenmesidir. Akrilamid maruziyet degerlendirme caligmalarinda hedef, toplumdaki
risk gruplarint da dikkate alarak, sz konusu kimyasala bagli ‘‘kabul edilebilir risk’’
smirlart i¢inde tutulmasidir. Risk yonetimi siirecinde ilk asamayi insanda kabul
edilebilir giinliikk alim degerleri (miktar1) dikkate alinarak cesitli gida maddelerindeki
varligi ve limit degerlerini belirleyen mevzuatin diizenlenmesi olusturur. FAO/WHO
Gida Katki Maddeleri Ortak Uzmanlar Komitesi (JECFA) genel popiilasyon i¢in
ortalama giinlilk akrilamid maruziyetini 0.3-0.8 pg akrilamid/kg viicut agirligy/giin
olarak belirlemistir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) Avrupa’daki ortalama
akrilamid maruziyetini, yetiskinler ve ¢ocuklar i¢in swrasiyla 0,31-1,1; 0,7-2,05 pg/kg
viicut agirhigi/giin olarak belirlenmistir. Buna benzer bir¢ok arastirmada, cocuklarda ve
genclerde akrilamid maruziyetinin yetigkinlere gore daha fazla oldugu goze
carpmaktadir. Bu akrilamid iceren gidalarin cocuklar tarafindan daha fazla tiiketmeleri

ile agiklanabilmektedir (24, 35, 37-39).

Isveg'te yapilan arastirmalarda, akrilamid alimmnin bir giinde gida tiiketim sikligma bagli

olarak 100 pg'a kadar c¢ikabilecegi bildirilmektedir (39). Akrilamid aliminin
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degerlendirilmesinde, sadece besinler degil kozmetik sanayinde, besin ambalajlarinda
ve suyun islenmesinde kullanilan poliakrilamidler de hesaba katilmalidir (33) . Nitekim
insanlarin gidalar disinda da akrilamide maruz kalabilecegi bilinmektedir. Ornegin,
poliakrilamidin kullamildig1 i¢me sularinda, ambalaj materyalinde ve kozmetik
riinlerinde diisiik miktarlarda bulundugu belirtilmektedir. Bir sigaranin 1-2 pg
akrilamid olusturdugu dikkate alindiginda, sigaranin daha fazla Onem tasidigi

bildirilmektedir (39).
2.2.3. Akrilamidin Saghk Uzerine Etkisi

Akrilamid plastik sanayide kullanildig: icin toksikolojik ac¢idan incelenmis 1994 yilinda
Uluslar Arasi1 Kanser Arastrma Enstitiisii akrilamidi deney hayvanlar1 iizerinde
kanitlanmis karsinojen etkisinden dolayr Grub 2A ‘olasi karsinojen’ olarak
degerlendirmeye alirken American Conference of Govermental Industrial Hygienists
(Amerikan Endiistriyel ve Toplum Hijyen Konferansi) (ACGIH) tarafindan A3 yani
insanlar icin bilinmemekle beraber hayvanlarda kanserojen olarak smiflandirilmigtir
(38). Avrupa Birliginde ise, karsinojen, mutajen ve iireme iizerinde toksik etkili olmak
tizere 3 kategoriye ayrilmistir. Akrilamidin insan ve hayvanlar da oral yolla tek doz
alimi1 sonrast erkek deney hayvanlarinin ireme organlar1 ve sinir sistemi iizerindeki
toksik etkisinin ortaya ciktig1 belirtilmektedir. Akrilamidin yapilan bilimsel ¢aligmalar
sonucunda; somatik ve cinsiyet hiicreleri icin genotoksik, genlerde ve kromozomlarda
kalitsal hasara neden oldugu i¢in mutajenik oldugu kabul edilmektedir (33).
Akrilamidin insanlarda norotoksik etkilerinden dolayr merkezi sinir sisteminde denge
kaybi, halisiinasyon, bunalim veya hafiza kayb1 yani sira deride kizariklikve dokiintiiler
goriiliir. Periferik sinirlere belirti olarak ekstermitelerde uyusukluk, foto fobi, titreme ve
uyku bozukluklaridir (39). Kemirgenlerde yapilan bir dizi arastirmalar sonucunda
akrilamide maruziyet genotosisiteye, kronik maruziyetler ise adrenal bezleri ve testis
timorleri olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu c¢alismalar akrilamidin
karsinojen Ozellikte oldugu sonucunu dogurmustur. Hangi dozun giivenlik seviyesi
oldugu tespit edilemedigi i¢cin diisiik dozlarin bile risk tasidigi tahmin edilmektedir.
Farelerde giinlik 20 mg/kg viicut agirhigi akrilamidin tekrarlanan dozlarda verilmesi
sonucu periferal noropati, iskelet kaslarinda atropi, eritrosit miktarlarmin azalmasi
gozlenmistir. Maymunlarda periferal noropatinin klinik bulgular1 12 haftalik 10mg/kg
viicut agirhigigiin dozunda ortaya ¢cikmustir (40, 41).
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Kagit fabrikalarinda ve suda ¢oziinen polimerlerin iiretildigi isyerlerinde calisanlarin
inhalasyon ve temas yoluyla i¢in akrilamide maruz kaldig1 belirtilmektedir (41). Polar
ve diisikk molekiil agirhigindan dolayr organizmada hizli dagilim ve atilimi gerceklesen
akrilamidin metaboliti olan glisidamidin alman doza bagimli olarak doku ve hiicrelerde
DNA, RNA ve proteinlere baglanabildigi ve bu sayede bilesik olusturma istekleri ve
potansiyellerinin yiiksek olmasi nedeniyle bir takim saglik problemlerine yol agtiklar:

bildirilmektedir (39).
2.2.3.1. Doku Dagilim

Akrilamid kiiciik molekiilli yapisindan dolayr organizmaya alimi sonrasi hizla
emilmektedir. Akrilamidin dokulara dagilimi almis yoluna bagh olarak degisiklik
gostermesine ragmen cinsiyet farkliligi dagilim etkilememektedir (42). Gida maddeleri
ile birlikte gastro intestinal sistemden (GIS) alindiginda oncelikli olarak kas dokuya
yayilmaktadir. inhalasyon yoluyla alindiginda ise akrilamid agirhikli olarak &nce kanda
sonra akcigerlere, kemik iligine, deriye ve tetislere dagiimaktadir. Intravenéz uygulama
sonrasi en ¢ok eritrositlerde varhgi gosterilmistir (7, 40). Dermal temasta en fazla
dagilimm deride oldugu belirtilmistir. Akrilamidin dermal absorpsiyonuna yonelik
olarak goniilliiler iizerine yapilan bir ¢alismada cilt lizerine uygulanan % 50 akrilamid

coOzeltisi takiben 24 saat icinde absorpsiyonun % 26 oraninda goriildiigii belirtilmistir

(D.

Erkek albino sicanlara intravendz (damar i¢i) yoluyla 100 mg/kg dozda radyoaktif
isaretli akrilamid uygulayarak yaptiklar1 ¢calismada; kan, plazma ve dokularda (beyin,
omurilik, siyatik sinirleri, karaciger ve bobrek) biriken radyoaktiviteyi dl¢miislerdir.
Analiz sonuclarina gore en yiiksek degerdeki radyoaktiviteyi kanda tespit etmislerdir.
En yogun radyoaktivitenin kan dokusunda birikmesini, akrilamidin hemoglobinle
kompleks yapmasma dayandirmislardir. Ciinkii kanda her 1 mol hemoglobine 4 mol

akrilamid molekiilii baglanarak tasma bilmesiyle agiklamiglardir (41).
2.2.3.2. Kanserojenite

Akrilamidin hiicre kiiltiirlerinde in vitro ve hayvan modelleri iizerinde in vivo testlerde
genotoksik etkilerin bulunmasi ve akrilamide maruz kalan farelerde ¢oklu tiimorlerin

saptanmas1 insanlar icinde kanserojen madde simifinda degerlendirilmesine sebep
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olmustur (41). Akrilamidin yapilan bilimsel ¢aligmalar sonucunda; somatik ve cinsiyet
hiicreleri i¢in genotoksik, genlerde ve kromozomlarda kalitsal hasara neden oldugu i¢in
mutajenik oldugu kabul edilirken, insanlar i¢in karsinojenik olduguna dair veri
bulunmamaktadir (32). Bazi Avrupa iilkelerinde kanser oranlar1 iizerine yapilan
calismalarda, akrilamid iceren gida ve igeceklerin tiikketimi ile bobrek, kalin bagirsak,
idrar kesesi, agiz boslugu, yutak, girtlak, yemek borusu, gogiis ve yumurtalig1 kapsayan

cesitli yerlerdeki kanser oranlar1 arasinda direkt bir iligki olmadigini bildirilmistir (38).

Akrilamidin biitiin genotoksik etkisi 25 mg/kg ve lizeri alimlarda goriilmiistiir.
Hemoglobindeki akrilamid bilesenleri sigara icenlerde icmeyenlere gore cok yiiksek
bulunmustur. Sigara icmeyenlerdeki akrilamid bilesenlerinin seviyesi, giinliik akrilamid
oranmin az ya da ¢cok olmasina gore 5 kat degismektedir. Bu bulgular maruz kalan
insanlarda akrilamidin baglayic1 bir molekiil oldugunu ve genotoksik etkisinin

bulundugunu gostermistir (38, 41).

2.2.3.3. Norotoksisite

Akrilamid insan ve laboratuvar hayvanlar1 iizerinde yapilan deneylere gore norotoksik
etkilidir (34). Yapilan bu ¢aligmalar, akrilamidin farkli doz protokollerinin 6zellikle oral
ve damar ici uygulamalarinda meydana gelen doku hasarlarinin mekanizmalarinin
ortaya cikartilmasina yonelik olmustur. Bazi calismalarda sinirsel dokulardaki
anatomikya da biyokimyasal degisiklikler incelenirken, bazi caliymalarda sadece
norotoksisitesi incelenmistir. Birka¢ caliymada ise akrilamid toksisitesinin zamanla
degisimi, biyokimyasal ve morfolojik parametreler iizerindeki etkileri arastirilmistir.
Akrilamide maruz kalan insanlarda iskelet kas1 zayifligi ve giicsiizliigii, ellerde ve
ayaklarda uyusmalar, ataksi, serebellar purkinje hiire hasar1 ve uzak aksonlarin

dejenerasyonu goriilmiistiir (43).

Akrilamidin norotoksik etkilerini inceleyen ¢aligsmalar sican, fare, maymun, kopek ve

kediler iizerinde yogun olarak siirdiiriilmektedir (44, 45).

Yapilan caligmalarda intraperitonel olarak akrilamid uygulanan sicanlarin siyatik sinir
dokularinda, hiicre iskeleti proteinlerinin diizeylerinde bir azalma oldugu bulunmus ve
bu bulgu olas1 akrilamid-kaynakli periferal noropatilerinin bir nedeni olarak

degerlendirilmistir (40). Giinliikk diyetle 90 giin boyunca akrilamid uygulanmasi
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sonucunda periferik sinir lezyonlarmin olustugu ve periferik sinirlerde sadece elektron
mikroskobu ile belirlenen bir hasarin olustugu bildirilmistir (43, 45). Yapilan
caligmalarla varilan kanaat Akrilamid ve glisinamidin norotoksin  olarak
degerlendirilmesinin sebebi, dopamin reseptorlerine ve spermatid protaminlere
baglanarak noral sistemde iletisim saglayan kinesin ve dyneine motor proteinlerinin

aktivitelerini engellemesidir (46).

Akrilamid toksisitesinin klinik 6zellikleri maruziyetin miktarina baghdir. Akut yiiksek
doz veya uzamis diisiik doz maruziyet sonucu degisik siddette periferik noropatilere
neden olabilir (45). Noropati, sensoriyal ve motor liflerin her ikisini de tutan bir
aksonopatidir. Norolojik muayenede distal sensorimotor defisit ve Oncelikle asil
refleksinin etkilendigi diger noropatilerden farkl: olarak tiim derin tendon reflekslerinde
erken kayip rastlanir. Yiiriiylis ve ekstremite ataksisi, duyusal kayba bagl oldugundan

oldukca agirdir (46-48).

2.2.4. Gida Kaynakh Akrilamidden Korunma Yollari

Yiiksek 1s1sal islem (120°C’nin iizerinde) gérmiis gida maddelerinde yogun miktarlarda
akrilamid olustugu belirlenmistir. Ancak diisiik scakliklarda (120°C’nin altindaki)
sicakliklarda haslanarak hazirlanmis gidalarda ise akrilamid olusmadigi goriilmiistiir
(49). Akrilamid olusumu sicaklik ve siireye bagli olmasi nedeniyle iiriin islem
yonteminde yapilacak farkliliklar (siiresinin kisaltilmasi ya da sicakligin diisiiriilmesi)
ile iirlintin akrilamid icerigi azaltilabilir. Ancak gidanin mikrobiyal giivenligi ag¢isindan
1s1sal islem uygulamalarinin dnemi dikkate alinarak uygun isilarin se¢ilmesi onem arz

etmektedir (33).

Kizartma isleminden akrilamid olusumunu azaltmak i¢in suda bekletme, haslama, asitli
suda bekletme 6n islemleri uygulanmaktadir. Haslanan patates dilimlerinde asparajin ve
indirgen seker iceriginde onemli miktarda azaldig1 goriilmiistiir. Normal sartlar altinda
suda bekletilen iriinlerde indirgen seker igeriginin bol miktarda azaldigi, asparjin
miktarmdaki azalmanin fazla olmadigi gozlemlenmistir. Bu nedenle akrilamidden
korunmak amach kizartma O©ncesi haslamak daha etkili yontemdir. Asitli suda
bekletilerek ortam pH nin diismesiyle Maillard tepkimelerinin gerceklesmesi i¢in uygun
ortamin bozuldugu ve akrilamid olusumunun % 70 diizeyinde azaldig1 rapor edilmistir

(50, 51).
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Akrilamid ile yada onun Oncii maddeleri ile reaksiyona girebilen antioksidanlarin
kullaniminin, 1s1l islem uygulanmis gidalarda akrilamid olusumunu ¢ogunlukla azalttig:
tespit edilmistir. Ancak, bazi caligmalarda akrilamid olusumunu arttirdig1r da tespit
edilmistir. Ornegin antioksdanlarin pisirme islemi 6ncesinde gidaya ilave edilmesinin
(BHT, susam ve E vitamini gibi) daha yiiksek akrilamid olusumuna neden oldugu, diger
taraftan, flavanoid iceren antioksidanlarin ise akrilamid diizeylerini diisiirdiigii

saptanmustir (51).
2.2.5. Gidalarda Akrilamid Olusumunu Etkileyen Faktorler

Yapilan caligmalarda gidalarda akrilamid olusumunu etkileyen faktorler, 1sisal islem
sicaklig1 ve siiresi, gidadaki indirgen sekerler, amino asitler, yaglar, karbonhitratca ve
proteince zengin matriksler, pH, nem ve agronomik ve genetik faktorler olarak

bildirilmistir (50).
2.2.5.1. Sicaklik ve Isitma Siiresinin EtKisi

Gidalarin uygulanan sicakligin artmasiyla iiriinde olusan akrilamid miktar1 da artig
gostermektedir. Akrilamid olusumunda siirenin 6nemi de biiyiiktiir. Kizartma isleminin
baslangicinda akrilamid olusumu goriilmezken, kizartma isleminin sonuna dogru
sicaklik ve nem kosullarinin elverisli hale gelmesi ile akrilamid olusumunda hizli bir
artig goriildiigii belirlenmistir (50) . Diisiik sicaklikta uzun pisirme siiresi uygulanarak
akrilamid miktariin yikima baglh azaltilabilecegi bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada,
kahvede 260 °C sicaklikta 5 dakika uygulanan kavurma islemi sonucu c¢ok yiiksek
oranlarda akrilamid tespit etmisler ve kavurma siiresinin artmasi ile akrilamid

miktarmda yikima bagh bir azalis goriildiigiinii rapor etmislerdir (51).

Maillard reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in de Sicaklik ve 1sitma siiresinin en 6nemli
kriter oldugu ve sicaklikla reaksiyon hizinin arttigi, Louis-Camille Maillard tarafindan
tespit edildigi bildirilmistir. Genellikle verilen sicaklikta, kahverengi pigmentlerin
olusumunun artig1 reaksiyon suresinin karesi ile dogru orantili oldugu goriilmiis ve her
10°C’lik sicaklik artisinin Maillard reaksiyon hizimi 4 kat artirdigi aktarilmaktadir (50,
51).
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2.2.5.2. indirgen Sekerler

Besin gruplarindaki kompleks karbonhidratlarin uygun 1s1 (100 °C’nin iizeri) ve hafif
asidik ortamda parcalanarak monosakkaritleri olusturdugu bilinmektedir. Olusan bu
basit yapili seker grubu olan monosakkaritler, asparagin ile reaksiyona girerek
akrilamidi olusturmaktadir. Reaksiyona katilan sekerlerin zincir uzunlugu kisaldikca,
olusan akrilamid miktar1 artmaktadir. Sekerlerin zincir uzunlugunun kisalmasi ile
molekiiliin halkali hemiasetal yap1 kazanmasi1 zorlagsmaktadir. Bu nedenle, karbonil
kolaylikla, asparginin o-amini ile reaksiyona girmektedir. Akrilamid olusumun
diizeyinin glikoz ve friikktoz gibi monosakkarit gubulari ile orantili oldugu rapor
edilmistir (18, 25, 29, 30). Yapilan bir ¢alismada glikoz, sukroz, frikktoz gibi farkli
gurup sekerler ile asparajin reaksiyonlarini incelemis esit oranda seker ile ayni oranda
asparajinin akrilamid olusturma diizeylerine bakilarak reaktiflikleri belirlenmistir.
Bulunan sonuglara gore; akrilamid olusum seviyesi en diisiik sukroz kullanildiginda en
fazla fruktoz kullanildiginda goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar indirgen sekerlerden
fruktozun akrilamid olusturma reaktifliginin en fazla sukrozun ise en az olmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (18, 25).

Maillard tepkimesinin baglamasi icin ortamda mutlaka indirgen Ozellikte sekerler
bulunmas: gerekmektedir. Sekerlerin serbest aldehit ya da keton gruplar1 icermesi azotla
kolayca reaksiyona girmesini saglamaktadir. indirgen sekerleri glikoz, fruktoz gibi
heksozlar veya maltoz, laktoz gibi disakkaritler olusturmaktadir. Sakkaroz gibi indirgen
olmayan disakkaritler ve bagli sekerler (glikolipitler, glikoproteinler ve flavonoidler)
ancak hidrolize olduklarinda reaksiyona katilabilmektedirler. Sakkaroz gibi indirgen
olmayan sekerler de, gidalarin 1s1 ile etkilesime girmesiyle hidroliz oldugu zaman,
indirgen sekerler ortaya ¢ikmakta ve asparaginin o-NH2 grubu ile reaksiyona girerek

akrilamidi olusturmaktadir (52).
2.2.5.3. Amino Asitler

Yapilan calismalarda diisiik asparagin ve indirgen seker iceren una, ayni indirgen seker
ilavesinin akrilamid olusumunu etkilemedigi, ama asparagin ilavesinin akrilamid
olusumunu arttirdig1 goriilmiistiir. Bu sebeple Asparagin aminoasidinin akrilamid
olusumunda indirgen sekerlere gore daha etkili oldugu saptanmustir. Asparjin disindaki

amino asitlerin akrilamid olusumu iizerine yapilan bir ¢calismada 140°C ve 200°C’daki



24

asparagin-glikoz tepkimesine sistemin ya da lisin ilavesinin akrilamid olusumunu
azalttig1, glutamin ilavesinin ise akrilamid olusumunu arttirdigi, alaninin etkisinin ise

notr oldugu tespit edilmistir (53-55).

Yapilan bir arastirmada patateslerin kizartma Oncesinde, glisin ile muamele edilmesi

sonrasinda % 35-50 oraninda akrilamid olusumunun azaldig1 saptanmustir (53).

Glikozla reaksiyona giren farkliamino asitlerin olusturdugu akrilamid seviyeleri Cizelge

3’ de gosterilmistir.

Cizelge 3: Farkli amino asit gruplar ile esit oranda glukoz ile reaksiyonu sonucu olusan

akrilamid degerleri (24, 29).

Aminoasit Grubu Akrilamid/aminoasit (mg/mol)
Glisin <0,5
Metionin <0,5
Sistein <0,5
Aspartik asit 0,5-1,0
Glutamin 0,5-1,0
Asparajin 221

2.2.5.4. Yaglar

Yaglar dumanlanma noktasinin iizerindeki sicakliklara 1sitildiginda, gliseroliin
parcalanmasi ile akrolein olusmaktadir (56) . Lipidlerin transformasyonu olusan
Akrolein (CH2=CH-CHO) ve doymamis yag asitlerinin oksidasyonu iizerinden
akrilamid olustugu diisiiniilmektedir. Akrolein olusumu yaglarin doymamishk oranma
baglantili artmaktadir. Yaglarin cinside akrilamid olusum hizini etkileye bilmektedir

(41).
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2.2.5.5. Karbonhidratca ve Proteince Zengin Matriksler

Akrilamid olusumunu arttirma, azaltmada gida matrikslerinin de etkilerinin oldugu
ifade edilmektedir. Ancak, hangi faktorlerin nasil etkiledikleri heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Onciil maddeler olmadig1 zaman, matriksin etkisi akrilamid
olusumunda yeterli olmamaktadir. Misir ve bugday unu patatesteki konsantrasyona
kadar asparagin ile zenginlestirildiginde, patatestekinin ancak beste biri kadar akrilamid
olusabildigi ayn1 zamanda akrilamidin misir ve bugday ununda patatese gore daha yavas

parcalandig: belirtilmistir (18, 25, 26).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada proteince zengin et bazl iriinlerde 1zgara seklinde
pisirilme sonrasinda olusan akrilamid miktarlar1 arastirilmistir. Arastirma gostermistir
ki; 1zgara seklinde pisirilmis tavuklardaki akrilamid miktar1 23-28 ppb araligindayken,
1zgarada pisirilmis kirmizi etlerde bu bulgular 49-250 ppb araliginda degismektedir
(35).

2.2.5.6. Gidanin pH Seviyesi ve Nem Diizeyi

Ortam pH’1 hem sekerlerin hem de amino grubunun reaktifligi i¢in 6nemlidir. Diisiik
pH’larda akrilamid olusumunun azalacagi yapilan caliymalarda gozlemlenmistir (53)
pH degeri maillard reaksiyonunu hizina direk arttirict etki yapar. Reaksiyon hizinm en
yilksek oldugu pH degeri 10 olup, bu degerin iizerinde Amadori diizenlemesinin
yavasladigi goriilmektedir (52). Ortamin pH degerinin diisiiriilmesi Maillard
reaksiyonunda akrilmid olusumu icin temel basamak olan Schiff bazinin ve de Amadori
riinlerinin olusumunun engellemesi hem seker grubunun, hem de amino grubunun
reaktivitesini etkilemektedir Yapilan ¢aligmalarda, musir cipslerinin kizartma islemi
oncesinde % 0,1-0,2 ya da % 1-2’lik sitrik asitli ¢ozeltiye daldirilmasinin, akrilamid
olusumunu azalttig1 goriilmistiir (53). Nem iceriginin diismesiyle ters orantili olarak
akrilamid olusum miktar1 artmaktadir. Akrilamid olusmas1 i¢in  maillard

reaksiyonlarnda en uygun nem diizeyi % 12-18 olarak bildirilmistir (43).
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2.2.6. Akrilamidin Viicuttan Atilimi

Akrilamid ve akrilamid tiirevlerinin organizmadan atilimi temel olarak, iiriner sistem
(idrar), gastro intestinal sistem (safra, gaita) ve solunum sistemi (eksprasyon) yolu ile

gerceklesmektedir (54, 55).

Akrilamidin organizmada en yogun ve kolay eliminasyon yolunun idrar oldugu ortaya
konmustur. Kemirgenlere (rat-fare) intravendz yolla uygulanan akrilamidin % 62’si 24
saat icinde idrarla atildigi tespit edilmis, bu oranin % 7’sini gilisidamid ve glisidamid
metaboliteri olusturmustur. Aym arastirmada, akrilamidin deriden uygulamasini takip
eden ilk 24 saatte alinan idrar Orneklerinde ise atilm oraninin % 1,5 oldugu
belirtilmistir. Glisidamid olarak disar1 atilan metabolitlerin yiizdesi ise % 17 seviyesinde

bulunmustur (34).

Akrilamidin yemekle viicuda alinip idrarla disar1 atilmasma yonelik olarak deneklerin
idrarlarinda yapilan degerlendirmede; 0,94 mg akrilamid iceren gidanin viicuda

alimindan 72 saat sonra % 60’1 idrarda bulunmustur (55).
2.2.7. Akrilamidin Giinliik Alm Seviyesi ve Yasal Uygulamalar

Avrupa Birligi ve ABD gibi iilkeler kisa donem ve uzun donem akrilamid alim
miktarlarin1 incelemis giinlik alim miktarmin olmasi gereken istatiksel verilerini
aciklamiglardir. Giinlik ortalama alim seviyesini olarak 0,3-2 pg/kg olarak
bildirilmislerdir. Akrilamidin uzun dénem viicutta birikmesi ve etkilerinin goriilmesi
viicut yapisi, wrk, yas, biyolojik etkilere ya da gida tiikketim aligkanliklarina gore
degistigi bildirilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin gidalar ve icme suyu, hava,
paketleme materyali, kozmetik iriinler (Cizelge 4) icin giinliik alinmasi akrilamid

miktarlarin1 smbirlandirmastir. (8, 47, 48).

Saglk iizerinde Tehtit olusturan yiiksek diizeyde akrilamid iceren gidalar i¢in Diinya
Saghk Orgiitii’ satisa sunarken ambalalarin iizerine uyari yazis1 konulmasi “insan
saglhigma zararl akrilamid maddesi icerir” ya da satilmasmin yasaklanmasi gerektigi

yaymlanmigtir. (48) .
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Cizelge 4: AB tarafindan akrilamid i¢in izin verilen maksimum sinirlar (8) .

Bulundugu yerler Akrilamid
Kozmetik iiriinler 0,1-0,5 mg/kg
Su 0,1 pg/1
0,5-0,8 pg/kg/giin
Gidalar

(35pg/giin)
Hava 30 pg/m3
Paketleme materyalleri 10 pg/kg

Isil islem gormiis karbonhidrat bazli gidalarda akrilamid diizeyleri icin Avrupa
Komisyonu (EC), Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)’nin 2007-2008 yillar1
arasinda gerceklestirdigi ‘Gidalarda Akrilamid Izleme Programi’ verilerinden yola
cikarak cok tiiketilen bazi gidalar icin ‘GoOsterge Degerler’ adi altinda bir liste
yayimlamustir. “Gosterge Degerler” akrilamid icin maksimum limit degerleri olmayip,
yetkili merci i¢in bu degerler asildig1 zaman sorunun nerde olduguna dair yardimci
olacak bir rehber niteligindedir. Bir iirlinde bu degerler asildigi zaman o bolgedeki
yetkili makam o verileri ilgili operatdrden alip Avrupa Komisyonu yetkililerine rapor
etmekle yiikiimliidiir. Bu veriler gidalarda akrilamidin azaltilmasina yonelik stratejilerin

gelistirilmesine ve ilerde maksimum limitlerin diizenlenmesine katki saglayacaktir (48)



Cizelge 5: Gidalarda akrilamid icin gosterge degerleri (44) .
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Gida Maddesi Gosterge Deger (ppb)
Hazir kahve 900
Kavrulmus kahve 450
Ekmek 150
Biskiivi ve galeta (cocuklar i¢in) 250
Bebek mamas1 (pisirilmis tahil bazli olanlar 30
haric)
Pisirilmis tahil bazli gidalar (¢ocuklar i¢in,
I . 100
biskiivi ve galeta haric)
Kahvaltilik tahillar 400
Patates cipsi 1000
Biskiivi, kraker vb. 500
Kizartilmis Fransiz patatesi 600




3.GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihaz, Gere¢ ve Kimyasallar

3.1.1. Cihaz ve Gerecler

EIA Spektrofotometre (BIO-TEK)

EIA yikayict (BIO-TEK)

Santrifiij (Niive NF 800R)

Vortex (Heidolph Reaxtop)

Hassas terazi (Sartorius TE102S)

Manyetik karistirici (Elektromag-M21)

Calkalayic1 (Elektromag-M21)

Deiyonize su cihazi (Millipore)

Buzdolab1 (Profilo)

Cam tiip

Otomatik pipet

Yardimc1 Malzemeler

100 puL ve 200 pL pipetler



° Mutlak metanol

° Yikama sisesi

° Filtre kagidi

° Emici kagit havlular

) Zaman Olger kronometre

3.1.2. Kimyasallar

) Akrilamid EIA kiti (Abraxis)

) Mikroplate 96 kuyucuklu (Antikor Kapl)

° Akrilamid A standart soliisyonlar1 (0,0; 2,5; 5; 10; 25; 50 ve 200 ng/ml)

° Akrilamid HRP konjugat

° Akrilamid HRP konjugat diliient

° Akrilamid antikor

° Akrilamid substrat (color, renklendirici)

° Akrilamid kontrol

° Akrilamid sonlandiric1 (stop) soliisyonu (1M Siilfirik asit)

° Buffer dilusyon (Yikama Tamponu)

° Akrilamid derivatizasyon kiti

° Metanol (Merck)

° PBS buffer (Abraxis)

° Tampon (Abraxis)

30
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3.2. Yontem
3.2.1. Kahve Numunelerinin Toplanmasi ve Deneye Hazirlanmasi

Calisma materyali olarak Tiirkiye’nin 14 farkl ilinden (Izmir, Istanbul, Edirne, Isparta,
Kayseri, Gaziantep, Urfa, Mardin, Samsun, Elaz1g, Diyarbakir, Sivas, Antalya, Mugla)
her birinden farkli ticari mekanlarda tiiketime sunulan iki adet acik ve bir adet cesitli
markalarin ambalajli iriinlerinden tesadiif Ornekleme yOntemine gore toplanilmis
toplam 42 adet Tiirk kahvesi 6rnegi kullamlmustir. Ornekler ¢aligmanin yapilacagi

laboratuvarlarda analizleri yapilincaya kadar oda 1sisinda saklanmustir.

Toplanan ornekler 2 ser g tartilarak 5’te 1 (1/5) oraninda solvent eklendi (10 mL
solvent, % 70’lik metanol, 2 gram numune i¢indir). Yapilan karisim 5 dk boyunca

hizlica vortekste karistirildi.

Her numune i¢in ayr1 deney tiipleri uygun zemine yerlestirildi. Vorteksten ¢ikan karisim
sliziildii. Bu islem icin huni deney tiipiine yerlestirildi. Huninin i¢ine daire seklinde
katlanmis kurulama kagidi huninin i¢ ¢ceperini tamamen kaplayacak sekilde yerlestirildi.
Ké4gidin iizerine bir miktar cam pamuk ve onun iizerine de bir miktar sodyum siilfat
eklenir ve karisim bu diizenekten siiziildii. Deney tiiptine alinan siiziintiilerin her biri
hassas kantarda tartilarak agirliklar1 birbirine yakm olan numuneler santrifiij aletinde
birbiri karsisina gelecek sekilde yerlestirilerek 3000 devirde 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra iistte kalan kisimlarin her biri ayr1 bir tiipe aktarild1 ve
seyreltme islemine gecildi. Seyreltme isleminde deney tiipiiniin iist kismindan 100 pL

alind1 ve tizerine 900 uL metanol ilave edildi.

Tiirevlendirme islemi
e Ornek ekstraktindan 250 pL vidali kapakli bir cam siseye alindi.
e Her bir ornek i¢in 50 pL tiiretme reaktifi eklendi.
e Kuvvetli bir sekilde 10-15 saniye vortekslendi.

e 60 dakika siire ile 47-53 °C'de inkiibe edildi. Numuneler 15 dakika sogumaya
birakildi.
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e Sogutulmus tiiretilmis orneklere 2,0 mL akrilamid testi buffer eklendi.
e Orneklerin tiirevlendirme ve analizleri ayni giin gerceklestirildi.
3.2.2. EIA Analiz Yontemi

Calismamizda akrilamid analizleri icin ticari Abraxis marka (Lot No. 14H4639, 2015)

elisa kiti prosediirleri kullanilmastir.

Biitiin ayiracglar kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Standart ¢ozelti, kontrol ve

tiiretilmis 0rnekler antikor kapl plakadaki her bir kuyucuga 50 uL konuldu.
Akrilamid HRP enzim konjiigat: ¢ozeltisi 50 pL konuldu.

Akrilamid antikor ¢ozeltisi 50 uL eklendi. Parafin film veya bant ile kaplanarak
yaklasik 60 saniye boyunca masa iistii dairesel hareketlerle hareket ettirerek igerikleri

karistirildi.
Plaka 4° C da 60 dakika inkiibe edildi.

Inkubasyondan sonra, ortii kaldirmak ve bir lavabo icine bu kuyularin igerigini
sallayarak bosaltildi ve yikama tampon c¢ozeltisi ile ii¢ kez EIA yikayicida her bir
yikama tamponu 250 ul hacim olacak sekilde yikandi. Kuyularda kalan tampon sivisi

kagit havlu yi1gin1 tizerinde plaka kurulanarak uzaklastirildi.

Her beyaz kutucuga 150 pL renklendirici reagent eklenir ve oda sicakliginda 10 dakika
inkube edildi. Oda sicakliginda 20-30 dakika inkiibe edildi.

Her beyaz kutucuga 100 pL stop soliisyon eklendi ve akrilamid igerigine karsilik gelen
optik yogunlugun standart egrisi olusturuldu. Numune Ornekleri standart egrinin
okunmast ile 6l¢iildii. Bir numune en yiiksek standarttan yiiksek ise % 70 metanol ile
sulandirilip tekrar test edildi. Sonucu belirtirken eklenmis c¢ozelti faktorii gz Oniinde

bulunduruldu.
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Tablo 3.1: Elisa kiti standart degerler

Standart (ng/ml)

0,0

2,5

5

10

25

50

200

3.3. Degerlendirme

ELISA degerlendirilmesi (4-Parametresi (tercih) veya Logit/Girig) ticari ELISA
degerlendirme programlar1 (GEN 5) kullanilarak yapildi. Degerlendirme standartlarin

her biri i¢in ortalama absorbans degeri hesaplanarak yapildi.
3.4. Istatistik analiz

Veriler aritmetik ortalama ve standart hata seklinde verildi; hesaplamalar SPSS 20

Windows paket programinda gerceklestirildi.



4. BULGULAR

4.1. Akrilamid EIA Analiz Bulgulan

Bu calismada bu Tiirkiye’'nin degisik 1illerinden toplanan kahve Orneklerinde
immunuenzimatik yontemlerle akrilamid ile olasi kirlenmenin boyutlar1 belirlenerek

ortaya konulmustur.
4.2. Linearity (Dogrusallik)

Linearity (dogrusallik) degeri icin 7 noktali (0; 2,5 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 25 ppb, 50 ppb
ve 200 ppb) ve EIA dogrusallik kalib rasyon grafigi cizilmis ve korelasyon katsayisi
(R2) 0.999 olarak bulunmustur. Ticari Abraxis marka elisa kitinden alinan Akrilamid

standart egrisi Resim7’de gibi elde edilmistir.

Standart egn

450 045

-50.000 0.000 50,000 100,000 150,000 200,000 250,000

<Konsantrasyon>

Resim 7: Akrilamid Standart egrisi
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Gidalarda akrilamid diizeyleri ile ilgili heniiz ne Avrupa Birligi ne de iilkemizde

belirlenmis resmi limit degerleri bulunmamaktadir. Fakat Avrupa Komisyonu (EC),

Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)’nin 2007-2008 yillar1 arasinda gerceklestirdigi

‘Gidalarda Akrilamid Izleme Programi® verilerinden yola ¢ikarak ¢ok tiiketilen bazi

gidalar i¢cin ‘Gosterge Degerler’ ad1 altinda bir liste yaymmlamustir. ‘Gosterge Degerler’

akrilamid i¢in maksimum limit degerleri olmayip, yetkili merciye bu degerler asildigi

zaman sorunun nerde olduguna dair yardimci olacak bir rehber niteligindedir. Biz de

elde ettigimiz Tablo 4.1°de goriilen sonuglar1 ‘Gosterge Degerler’ listesine gore

yorumlanmuistir.

Tablo 4.1: Kahve orneklerindeki EIA yontemine gore akrilamid (AKR ppb; (ng/ml)) diizeyleri

n AKR (ppb) n AKR (ppb) N AKR (ppb)
1 TED 15 TED 29 TED
2 TED 16 TED 30 125
3 TED 17 TED 31 142
4 TED 18 175 32 TED
5 TED 19 93 33 85
6 148 20 89 34 TED
7 155 21 96 35 TED
8 TED 22 45 36 TED
9 162 23 TED 37 196
10 85 24 65 38 TED
11 TED 25 TED 39 TED
12 55 26 185 40 TED
13 165 27 TED 41 TED
14 TED 28 TED 42 TED
n : Kahve ornekleri

TED : Tespit Edilemedi
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Analiz edilen Orneklerin yaklasik % 40’inda akrilamid varhigina rastlanmistir. Bu
orneklerde ortalama akrilamid derisimi 121,529 ppb’dir. Bulgulara gore en yiiksek
akrilamid derisimi 196 ppb, en diisiik derisim ise 45 ppb olup, toplam 6rnek sayisinin
(n) % 60’1inda ise akrilamid tespit edilememistir. Bulgularda ortaya konan akrilamid
degeri Avrupa Komisyonu (EC), Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)’ nin gosterge

degerlerinin oldukca altindadir.

Bulunan sonuclar Cizelge 5°de ‘Gosterge Degerler’ listesindeki Kavrulmus kahve’
baslig1 altindaki degere gore (450 ppb) degerlendirilmis ve bulunan tiim sonug¢larin bu

degerin altinda kaldig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.2: Akrilamid pozitif kahve orneklerinin aritmetik ortalama ve standart hata.

shs Maximum
n Arahk h/{lnlmum Ortalama Standart hata
deger (ppb) deger (ppb)

17 151,00 45,00 196,00 121,529 11,644

Tablo 4.3: Akrilamid pozitif kahve orneklerinin tespit edilen degerlere gore dagilim araliklari.

n 0-50 (ppb) 50-100 (ppb) 100-150 (ppb) 150-200 (ppb)

17 1 7 3 6

Tablo 4.3’de akrilamid tespit edilen kahve orneklerinin bulunan degerlere gore dagilim
araliklar1 verilmis olup 100 ppb’nin iistiinde ii¢, 150 ppb’nin iistiinde ise alt1 drnege
rastlanmustir. Tablo 4.2°de ise kahve Orneklerinde akrilamid diizeylerine gore aritmetik

ortalama ve standart hata degerleri verilmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Akrilamidin nigasta orani yiiksek gidalarda olusmasi ve gidalarin bir¢cogunun heniiz
akrilamid yOniinden analiz edilmedigi goz Oniine alindiginda konunun Onemi ve
ciddiyeti kendini gostermektedir. Bu nedenle gidalar hem akrilamid icerigi yoniinden
arastirtlmasi hem de gidalarda akrilamid olusumunu azaltacak 6nlem ve tedbirlerin
alinmasi ve bu konuda yasal diizenlemelerin giindeme getirilmesi ile tiiketici saghigmin

korunmasi agisindan son derece énemli bir konudur (28).

Yapilan bircok arastirmada ticari ve laboratuvarda hazirlanan cesitli gida maddelerinde
akrilamid konsantrasyonlar1 karsilastirilmis ve karbonhidratlarca zengin besinlerde
akrilamid miktarlarinin proteince zengin gidalara gore cok daha fazla oldugu

gozlemlenmigtir (42, 56-71).

Bu tez calismast icin ticari EIA kitli analiz metodu incelenip modifiye edilerek
uygulanmistir. Metodun teshis limiti 25 ng/ml olarak belirtilmistir. Metodun geri
kazanim degerti ticari kit icin % 101,79 olarak belirtilmistir. Ayrica geri kazanim degeri
standart ekleme metodu ile de % 97,90 olarak belirtilmistir. Caliymada satisa sunulan ve
akrilamid olugma potansiyeli yiiksek olan, tiirk kahvesi, tesadiif 6rnekleme yontemi ile
temin edilerek analiz edilmistir. Bu analiz sonuglar1 Avrupa ve Tiirkiye’de heniiz
gidalarda akrilamid icin limit degerler belirlenmedigi i¢in Avrupa Komisyonu (EC),
Avrupa Gida Giivenligi Dairesi (EFSA)[Inin 2011 yilinda yayimladigi Gosterge

Degerler’ listesine gore degerlendirilmistir.

Yapilan bu calismada piyasadan toplanan farkli cesitteki kahve iiriinlerinin akrilamid
sonuglarinin, ‘Gosterge Degerler’ listesindeki degerlerin {iizerine ¢ikmadigi, bu
degerlerin altinda kaldigi, en yiiksek akrilamid miktar1 196 ppb, en diisiik akrilamid
miktar1 ise 45 ppb olarak tespit edildi.
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Amerika’da Gida ve Ilag Dairesi tarafindan tiiketicilerin giinliik diyetlerinde yer alan
gida maddelerinin farkli oranlarda akrilamid icerdigi tespit edilmistir. Bu gida
maddelerinin farkli porsiyonlarmin akrilamid alimma etkisi incelenmis ve akrilamid
alimina yiiksek oranda katkis1 olan kahvaltilik tahillarm 1 kg’min akrilamid degeri 131
pg/kg iken 55 grhik porsiyonda 7,3 pg akrilamid bulunmustur. Kahve i¢in 1 kg’nin
akrilamid degeri 8,5 pg/kg iken 240 gr’lik kahve tiikketiminin 3,2 pg akrilamidin viicuda

alinmasina neden oldugu bildirilmistir (66) .

Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastrmalar Kurumu'nun (TUBITAK) yaptign gida
taramalarinda, iilkemizde giinliik tiikettigimiz bircok iirlinde akrilamid varhig:
saptamiglardir. Bunlar firincilik ve kavrulmus gida tiriinlerdir. Yapilan ¢alismalarda en
cok patates kizartmasinda bulunurken; piring pilavi, doner, pekmez ve helva gibi

gidalarda daha diisiik seviyede oldugu saptanmistir (57, 58).

Yapilan caligmalarda; kizarmus patates ve ekmek, cips, kahvaltilik tahillar, nisasta
degeri yiiksek unlu mamuller (biskiivi, kraker), kavrulmus kuruyemisler ve kahvede
akrilamidin olduk¢a yogun ve siklikla olustugu tespit edilmistir (17, 21, 24, 37, 49, 56,
60, 72,75).

Yapilan arastirmalar, patates iriinleri ve kahvenin akrilamid aliminin en 6nemli
kaynaklar1 oldugunu gostermistir. Akrilamidin diyetle alimi her birey i¢in en az 0,31
pg/kg viicut agirlig/giin olarak hesaplanmustir. Patates cipsi, patates kizartmasi gibi
gidalarin giinliik akrilamid alimma % 36, kahvenin ise % 39 oraninda bir katkis1 oldugu

goriilmiistiir (49, 72-74).

Olmez ve ark. (15) GC-MS teknigi ile yaptigi caliymada gidalardaki akrilamid
miktarlarimi 200-336 pg/kg olarak tespit etmislerdir.

Senyuva ve GOokmen (57) yaptiklar1 caligmada kahvede akrilamid miktarlarin1 12-29
pg/kg olarak bulmuslardir.

Kaplan ve ark. (59) ise 1zgara gidalarda 2 Ornekte 20 ve 30 pg/kg olarak tespit

etmislerdir.

Yildiz (49), 7 farkli kahve markasinda yapilan tez ¢calismasinda LCMS/MS teknigi ile
akrilamid kalintilar1 119-218 pg/kg olarak tespit etmistir.
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Alpozen (60) Izmir gevregi orneklerinde LC-MS/MS teknigi ile yapilan akrilamid
analizlerinde yontemin saptama smir1 (LOD) 1,48 pg/kg, 6lgme smir1 (LOQ) 4,93
ug/kg olarak belirlenmistir. Degisik iiretim yerlerinden alman Izmir gevregi

orneklerinde belirlenen ortalama akrilamid diizeyini 68,63 ng/kg bulmustur.

Oncii ve Can (61) tarafindan gidalarda bulunan akrilamid miktarmnin pisirme sartlarina
bagl olarak degistigi ve Ozellikle kahve ve patates cipsleri basta olmak iizere bir¢ok
ornekte nispeten yiiksek bulundugu ifade edilmistir. Kahvedeki akrilamid miktarlar1 en

diisiik ve en ytiksek 2,74-14,11 ng/mL arasinda seyretmistir.

Soares ve ark. (74) kahve ve kahve iiriinlerinde akrilamidi belirlemek i¢in gaz
kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS) yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemin
cok cesitli kahve iirtinlerine uygulanabilir oldugunu belirtmisler ve farkli kahve
iriinlerinden olusan 26 Ornegi analiz etmislerdir. Bulduklar1 akrilamid seviyeleri,
“espresso kahve” i¢in 11,4-36,2 ng/kg ve hububat ile kahve karigimlari i¢in 200,8-229,4
pg/kg arahiginda c¢ikmistir. Hububat varliginin akrilamid diizeylerini onemli 6lgiide

arttirdigini belirtmislerdir.

Murkovic (75) Avusturya’da yaptigi akrilamid caliymasinda en yiiksek akrilamid
seviyesini patates cipslerinde 1500 ng/g'm (ortalama 499 ng/g) iistiinde bulmustur.
Diger gida gruplarinda ise daha diisik miktarlarda tespit etmisdir. Bu cerezlerde
ortalama 99 ng/g, gevrek ekmekte ortalama 69 ng/g, kahvaltilik tahillarda ortalama O
ng/g, patlamis musir ve piring iiriinlerinde ortalama 97 ng/g ve kahvede ortalama 169

ng/g olmustur.

Brezilyada (76) karbonhitrattan zengin gidalardan secilmis 19 iiriin kategorisini temsil
eden 111 numunenin akrilamid igerigi sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi
yontemi kullanilarak analiz edildi. Laboratuvar dogrulama prosediirii sirasinda, 10
pg/kg tespit siniry, 20 pg/kg nicelik sinirr ve % 100-% 115 araliginda ortalama geri
kazanim elde edilmistir. Numunelerdeki akrilamidin konsantrasyonu 20 ila 2528 pg/kg
arasinda degismis ve ayni gida iirlinii sinif1 i¢indeki gida maddeleri arasinda bile 6nemli
farkliliklar goézlenmistir. En yiiksek seviyeler, patates iiriinlerinde ve kahvede, en diisiik

konsantrasyonlar misir bazli iiriinler, ekmek ve birada bulunmustur.
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Pacettia ve ark. (77) endiistriyel ve geleneksel Kolombiya gidalarindaki akrilamid
seviyelerini gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GC/MS) ile analiz etmislerdir.
Bunlar bebek toz formiilleri, kahve ve cikolata tozlari, misir aperatifleri, firin {iriinleri
ve yumru, et ve sebze bazli gidalardir. Farkli gidalar arasinda ve 6zellikle kahve tozu,
kahvaltilik hububat biskiivisi ve patates kizartmasi 6rnekleri i¢in, ayni gidalarm farkl
markalarinda akrilamid diizeylerinde genis bir degiskenlik bulmuslardir. Test edilen
endiistriyel gidalarda ortalama akrilamid degerleri kavrulmus kahve tozu, gofret,
biskiivi ve patates cipsinde sirasiyla 3797 ng/kg, 1449 ng/kg, 1104 pg/kg ve 916 pg/kg
olmustur. Ote yandan geleneksel gidalar arasinda kizartilmis platano (2813 pg/kg) ve
yuca (3755 pg/kg)'da diger iriinlerle karsilastirildiginda daha yiiksek akrilamid

miktarlar: tespit edilmigtir.

Khan ve ark. (78) Suudi Arabistan'da 1s1l isleme tabi tutulmus gidalarin akrilamid icerigi
tizerine (Arap kahvesi qahwa, kahve ve cay) farkli marka ve menseli toplam 56 gida
ornegi incelemisler; qahwa, kahve ve cayda 10-682 pg/kg araliginda akrilamid diizeyi
tespit etmiglerdir. Kahve (152-682 pg/kg) ile karsilastirildiginda, Arap kahvesi gahwa
(73-108 pg/kg) ve cay (10-97 pg/kg) disik miktarda akrilamid igerdigini
bildirmiglerdir. Diizeylerin kavurma sicakligi ve zamani, pH'si, gida iriinlerindeki

asparaginler ile indirgen sekerler ve su aktivitesiyle iligkili olabilecegi vurgulanmistir.

Mojska ve Gielecinska (22) tarafindan kavrulmus hazir kahvelere ait ticari 6rneklerde
ve kahve ikame (tahil) maddelerinde LC-MS/MS yontemi ile akrilamid seviyesini
belirlemek amaciyla, kavrulmus 28 kahve, 11 hazir kahve ve 3 tahil kahvesi olmak
izere toplam 42 kahve 6rnegi analiz etmislerdir. Akrilamidin kahveden analitik olarak
tespitinde sivi kromatografi ve bunu takiben Kkiitle spektrometresi (LC-MS/MS)
kullanmislardir. En yiiksek akrilamid konsantrasyonlarint kahve ikame maddeleri (818
pg/kg) bunu takiben hazir kahvede (358 pg/kg) ve daha sonra kavrulmus kahvede (179
pg /kg) bulmuglardir. Tek bir fincan kahve (160 ml), kavrulmus kahvede ortalama 0,45
pg akrilamid varken kahve ikame maddelerinde ise bu diizeyin 3,21 pg'a kadar ¢iktigini
bulmuslardir. Akrilamid diizeyinde kahve tiirleri arasinda anlamli bir farklilik
bulmamislardir. Cesitli kahve iiretim yontemlerinde akrilamidte (yani, dondurularak
kurutulmus kahve ile topaklastirilmig kahve arasinda) herhangi bir farklilik
gormemislerdir. Hazir kahve i¢cin kavurma isleminin dogal kahvedeki akrilamid

seviyeleri iizerinde belirgin etkisinin oldugu gosterilmistir.
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Sonug olarak piyasadan toplanan 42 farkli kahve orneginde akrilamid sonuglarinin
“Gosterge Degerler” listesindeki degerlerin altinda kaldigi, en yiiksek akrilamid
miktarmin 196 ppb; en diisiik akrilamid diizeyinin ise 45 ppb oldugu immuno-enzimatik
yontemle tespit edilmistir. Bulunan sonuclar Cizelge 6’da “Gosterge Degerler”
listesindeki kavrulmus kahve bashg: altindaki degere gore (450 ppb) degerlendirilmis
ve bulunan tiim sonuglarin bu degerin altinda kaldigi goriilmiistiir. Gidalardaki
akrilamidin rutin olarak degerlendirilmesi i¢in giivenilirligi yiiksek ve diisiik maliyetli
etkin metodlar gelistirilmelidir. {lgili laboratuvarlarda akrilamid seviyesi ve gidanin
islenme ve gelistirilme siiresi arasindaki iliski sistematik olarak incelenmelidir. Cesitli
gida gruplarinda yapilan calismalar, akrilamid olusumu i¢in gerekli olan zaman,
sicaklik, pH, su aktivitesi gibi unsurlar1 belirlemeye ve gidalardaki akrilamid seviyesini
en aza indirmeye yonelik olmalidir. Akrilamid gibi kanserojen etkili bilesikler ve diger
kanserojen maddeler hakkinda yeterli veri olanagi saglamali, ulusal, uluslararasi

boyutlarda basin yayin kuruluslar1 vasitasiyla toplum bilgilendirilmelidir.
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