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AKRILAMID VE BiYOJENIK AMINLER iCiN GIDA ORNEKLERINE
YONELIK KAPILER ELEKTROFORETIK ANALIZ YONTEMLERININ
GELISTIRILMESI

OZET

Gida iiriinlerinin hazirlanis basamaklarinda gida iiriinleri icinde dogal olarak bulunan
bazi1 bilesenler yeni kimyasallara doniigebilmektedir. Gida son iiriiniiniin
hazirlanmasi sirasinda olusan bu yeni bilesiklerin bir kismi toksik, alerjen ve/veya
kanserojen ozellikler gosterebilmektedir. Son yillarda insan sagligin1 olumsuz yénde
etkileyecek gida bilesenlerinin analizleri icin yeni ve etkin analiz yOntemlerinin
gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu caligmada gidanin kendi i¢inde dogal olarak
bulunan bilesenlerin gida islemi esnasinda kimyasal reaksiyonlar sonucu
olusturduklart toksik gida bilesenlerinin analizleri i¢in yeni kapiler elektroforetik
analiz yontemleri gelistirilmesi hedeflenmistir.

Akrilamid uzun yillardan beri ¢ogunlukla poliakrilamid polimeri eldesi icin ticari
olarak iiretilmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan deneyler sonucunda akrilamidin
memeliler icin genetik toksik ve mutajenik oldugu kanmitlanmistir. Akrilamid
Uluslararast1 Kanser Arastrma Kurumu (IARC) tarafindan “Insanlar icin olasi
kanserojen madde” olarak simiflandirmistir.

Akrilamid’in ilk kez 2002 yilinda 1si1l islem goren gida iiriinlerinde olustugu
kesfedilmistir. Bu tarihten bu yana uluslararasi gida kuruluglar1 her yil marketteki
gida iiriinlerinin akrilamid iceriklerini web sitelerinde yayinlamaktadir. Ozellikle
patates kizartmasi ve biskiivi, kek ve ekmek gibi cocuklarin ¢ok tiikettigi tiriinlerde
akrilamid olusumu konuyu giincel ve 6nemli kilmaktadir.

Biyojenik aminler ozellikle proteince zengin gidalarda ilgili aminoasitlerin
dekarboksilasyonu sonucu olusan bilesiklerdir. Insan ve hayvanlarin biyolojik
fonksiyonlarinda onemli rollere sahip olmalarina ragmen, yiiksek dozlarda alimi
insanlar {izerinde alerjen ve toksik ozellikler gostermektedir. Bu gruptan histamin
alerjik etkisi en ¢ok arastirilan biyojenik amindir. Putresin ve kadaverin gibi
biyojenik aminler ortamda bulunan nitrat iyonlan ile reaksiyon vererek kanserojen
nitrosaminlere doniisebilmektedir.

Kapiler elektroforez (CE) analiz yontemleri ile en kiiciik anorganik iyonlardan, DNA
gibi en biiyiik biiylik molekiillere kadar genis spektrumdaki bilesiklerin yiiksek
elektrik alan altinda ayrilmasi ve tayini miimkiindiir. CE yiiksek ayirma giicii
nedeniyle oOzellikle karmasik yapidaki matriksler icin uygun bir yontemdir. Son
yillarda gida analizlerinde kapiler elektroforetik yontemlere olan ilgi giderek
artmaktadir. Bu amacla hizli, uygulanmasi kolay ve diisiik tayin sinirlarinda yeni
kapiler elektroforez yontemleri gelistirilmektedir.

Bu tez calismasimin ilk adiminda akrilamidin, bir gida matriksi iginden yiiksek
elektrik alan altinda ayrilarak ayni anda nicel ve nitel tayini i¢in yeni bir susuz ortam
kapiler elektroforez (NACE) yontemi gelistirilmistir. Analiz yontemi, sulu ortamda
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yiiksiiz olan akrilamid molekiiliiniin, organik c¢oziicii icerisinde asit-baz karakterinin
degismesine ve pozitif yiikle yiikklenmesine dayanmaktadir. Yiiklii akrilamid
molekiilii, yiiksek elektrik alan altinda yiiriitillerek gida matriksinin diger
bilesenlerinden ayrilarak UV detektor ile 200 nm dalga boyunda tespit edilmistir.
Akrilamid piki 3,5 dakika gibi kisa bir siirede goriilmiistiir. Yontemin akrilamid i¢in
belirleme smir1 0,041 pg/mL ve tayin smur 0,137 pg/mL olarak bulunmustur.
Yontem kizarmig patates ve patates cipsi Orneklerinde akrilamid tayinine basar ile
uygulanmustir.

Calismanin ikinci basamaginda, biyojenik aminlerin nicel ve nitel tayini i¢in lazer
indiiklenmis floresans dedektorle birlestirilmis, yeni bir yiiksiiz misel elektrokinetik
kromatografik analiz yontemi gelistirilmistir. Floresan bir boya ile tiirevlendirilen alti
biyojenik aminin ayn1 anda ayrilmasi ve tayini 10 dakikadan kisa siirede
gerceklestirilmistir. Kullanilan yiizey aktif madde (Brij 35), tiirevlendirilmis
biyojenik amin molekiillerinin floresans duyarligini arttirmis ve bu sekilde literatiirde
rapor edilen tayin sinirlarinin altina inilmistir. Yontemin belirleme sinir1 0,067- 0,11
ng/mL arasinda, tayin sinir1 0,22-0,37 ng/mL arasinda tespit edilmistir. Yontem
salamura ve tuzlu balik Orneklerinde biyojenik aminlerin tayinine basar1 ile
uygulanmustir.
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DEVELOPMENT OF CAPILLARY ELECTROPHORETIC ANALYSIS
METHODS FOR ACRYLAMIDE AND BIOGENIC AMINES IN FOOD
SAMPLES

SUMMARY

During food production steps, some components which naturally exist in food
products may form new chemicals. These new chemicals formed during food
preparation may be toxic, allergen and/or carcinogenic. In recent years, development
of new and effective analysis methods have become crucial for analysis of food
components which affect human health negatively. In this study, it is aimed to
develop new capillary electrophoretic methods for the analysis of toxic food
ingredients which are formed during food processes as a result of chemical reactions
of naturally existing food components.

Acrylamide has been produced commercially for many years mainly for the
production of polyacrylamide polymer. Experiments on animals have proven that
acrylamide is possibly a genetic toxic, mutagenic and carcinogenic for mammals.
Acrylamide has been classifed as “probable carcinogen compound for humans” by
the International Agency for Research on Cancer (IARC).

Acrylamide was first detected in heat-treated foods in 2002. It is supposed that
acrylamide in food is largely derived from heat-induced reactions between the amino
group of the free amino acid asparagine and the carbonyl group of reducing sugars
such as glucose during baking and frying, by the so-called Maillard reaction, though
the production mechanism of acrylamide in food has not been exactly explained.
Since that date, international food organizations have been publishing annual
acrylamide contents of food products sold in markets on their web sites. Intensive
activity began examining the many different types of food and thousands of analyses
have been undertaken worldwide. Formation of acrylamide in products like fried
potato and biscuit,cake and bread which are consumed by children, makes the issue
important and actual.

Biogenic amines are compounds formed especially in protein-rich foods, such as fish
and meat, by the decarboxylation of the related amino acids. Although they have
important roles in biological functions of humans and animals, high doses cause
allergenic and toxic effects on humans. Histamine, belonging to this group, is the
biogenic amine of which allergenic effect has been researched mostly. Moreover,
putrescine and cadaverine have been suggested to potentiate histamine toxicity.
Biogenic amines like putrescine and cadaverine may transform to carcinogen
nitrosamines by reacting with nitrate ions in the medium. High amounts of biogenic
amines in foods are considered indicators of spoilage. For this reason, it has great
importance of quantify the individual biogenic amines in food samples by reliable
separation and detection methods.
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Separation and determination of a wide spectrum of components from smallest
inorganic ions to biggest molecules like DNA is possible under high electrical field
with capillary electrophoresis (CE) methods. CE is a suitable method, especially for
complex matrices; due to its high separation power. Capillary electrophoresis
method has been increasingly popular for food analysis in recent years.

In the first step of this thesis study, a new nonaqueous capillary electrophoresis
(NACE) method was developed for simultaneous qualitative and quantitative
determination of acrylamide. The analysis method is based on the fact that,
acrylamide molecule which is a non-ionic molecule in aqueous medium, changes its
acid-base character in an organic solvent and can be positively charged by low
concentrations of a strong acid. Ionic acrylamide molecule was separated from other
constituents of food matrix under high electrical field and determined at 200 nm
wavelength with UV detector. The electrophoretic behavior of acrylamide together
with N, N-dimethylformamide and benzamide was tested in three different HC1O4
concentrations, i.e., 10, 20, and 30 mmol/l, respectively. The runnig electrolyte was
chosen as 30 mmol/l HCIO4 and 218 mmol/L CH3COOH in in acetonitrile for
nonaqueous separation. The separation was performed at 25 kV. The temperature
was set at 25° C. Injections were made at 40 mbar for 6 s.  The total length of the
capillary was 52.5 cm and the length to the detector was 44 cm. The detection limit
of the method for acrylamide was found as 0.041 pg/mL and the limit of
quantification was found as 0.137 pg/mL. The run-to-run and day-to-day precisions
with respect to the corrected peak areas were found as 1.65% and 3.90%
respectively. The method was successfully applied to acrylamide determination in
fried potato and potato chips samples. Potato chips and French fries were ground in a
blender and 2 g portions from fried samples and 4 g portions from the chips were
weighed into a 50 mL centrifuge tube and 10 mL of ACN was added. These samples
were shaken for 1 hour, and then 5 mL hexane was added, defattting was done three
times. After the suspension was centrifuged at 4000 rpm for 2 min, it was filtered
from 0.2 mm micro filter and directly injected. The acrylamide content in the tested
french fried sample was determined as 0.187 £+ 0.019 mg/kg for three independent
extractions of the same sample. The acrylamide amount of tested chip sample was
found as 2.95 + 0.11 mg/kg for three separate extractions. The recovery values of
the spiked samples at different concentrations are found between 90 and 102%.
Acrylamide contents in food samples investigated in this study are in agreement with
the reported values. Published values for potato chips vary between 0.17- 3.7 mg/kg
and for French fries vary between 0.2-12 mg/kg. The presence of acrylamide in
foods is by now certain. However, it is seen that its quantity is very different in even
similar food samples. It is suggested from our present study that the CE method
presented here is a method that can be easily used by many laboratories especially
for the rapid and economical comparison of different food processing.

In the second step of the study, a new nonionic micellar electrokinetic
chromatographic method combined with laser-induced fluorescence detector was
developed the analysis of biogenic amines. Because of the fact that biogenic amines
show poor sensitivity of UV absorption detection , the combination of LIF detector
with capillary electrophoretic separations provided a remarkable improvement in
detection limits. The separation and determination of six biogenic amines derivatized
with a fluorescent dye was achieved in less than 10 minutes. We used FITC as
derivative agent which is a common dye used in the CE-LIF analysis of biogenic
amines. The runnig electrolyte was chosen 10 mM Brij 35 in 75mM borate buffer at
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pH 9.7 . As a result of preliminary optimization studies, fivefold molar excess of total
biogenic amine concentration was found sufficient for FITC I isomer concentration.
In order to derivatization step the mixture vial was capped and stand in the dark at 40
0

C for 4 h.

This temperature and time were selected optimal by monitoring the conditions at
which the peak areas reached the maximum. This solution was diluted 1000-fold in
two steps with distilled water and injected into the capillary column. Brij 35, as a
nonionic surfactant, was the first time tested for the separation of biogenic amines.
Complete resolution of six biogenic amines — FITC derivatives — was achieved in
less than 10 min, employing 10mM Brij 35 in 75mM borate buffer and at pH 9.7 as
the running electrolyte. Relative fluorescence intensities of biogenic amines
enhanced considerably and separation time decreased considerably when Brij 35 was
substituted for SDS in the same buffer. The used non-ionic surfactant, Brij 35,
increased fluorescence intensity of derivatized biogenic amine molecules and by this
way it has been achieved to low detection limits for biogenic amines compared to
those reported in literature.. The separation was performed at 25 kV. The temperature
was set at 25°C. Injections were made at 50 mbar for 6 s. The total length of the
capillary was 63 cm and the length to the detector was 47 cm.

For the precision of the method, the biogenic amine mixture was injected five times
in 1 day. For the day-to-day reproducibility, the same solution was injected five
times in three different non-consecutive days. In the same day, precisions of the
corrected peak areas (%RSD) were between 1.98 and 3.24. Between days, precision
values were lower than 5.6. Detection limits of the method for six biogenic amines
were determined between 0.067 and 0.11 ng/mL.; the limits of quantification were
determined beetween 0.22 and 0.37 ng/mL. The method has been applied
successfully to the determination of biogenic amines in brined and dry-salted fish
samples. Two traditionally processed fish products, brined Atlantic bonito (Sarda
sarda) and dry-salted sardine (Sardina pilchardus), were obtained from a local fish
processing company in Trabzon, Turkey. Fish samples were homogenized in a hand
blender. Five gram of the blended fish samples was extracted twice with 10 mL
portions of 6% TCA using a vortex mixer for 2 min. The supernatants were
combined after centrifugation (3500 rpm) for 10 min and filtered through a Whatman
41 filter paper and then through a 0.45-mm membrane filter. The pH of solution was
arranged to pH 7 with NaOH solution and diluted to 25 mL with deionized water.
Since amino acids in the fish content also react with FITC, the optimal concentration
of FITC in the initial derivatization mixture was selected by gradually increasing
FITC concentration, monitoring the increases in peak heights of biogenic amines in
the samples, and observing the excess FITC peak in electropherograms to ensure
complete derivatization. The derivatized sample solutions were kept in the dark at
40°C for 4 h, this solution was diluted with distilled water between 20- and 1000-fold
for experiments and injected into the capillary column. The Lakerda sample includes
a considerable amount of tyramine, histamine, and putrescine. In the sardine sample,
cadaverine and histamine are the main amines and small amount of tyramine was
also detected.

The biogenic amine type and amount are depended on the type of fish as well as
processing conditions. It is suggested from our present study that the MEKC-LIF
method presented here is a method that can be easily used by many laboratories
especially for the rapid and economical comparison of different food processing. The

XX



high sensitivity of the method leads to the analysis of biogenic amines in low
concentrations.

Xxil



1. GIRIS

2002 yilinda, isve¢ Ulusal Gida Yonetimi ve Stockholm Universitesi yaptiklari
calismalarla, yiiksek derecelerde 1s1l islem gormiis gidalarda akrilamid (AA) tespit
ettiklerini bildirmislerdir [1-3]. AA’in firinlama ve kizartma islemleri siiresince gida
iceriginde bulunan bir amino asit olan asparajinin amino grubu ile yine gida
icerigindeki indirgen sekerlerin karbonil grubunun arasinda gerceklesen Maillard
reaksiyonu ile tiiredigi varsayilmaktadir [4,5]. AA’e uzun siire maruz kalindiginda
hayvan ve insanlarin sinir sistemlerine zarar verdigi, bunun yani sira memeliler i¢in
olast genetik toksik, mutajenik ve kanserojenik oldugu saptanmistir [6]. Tim bu
calismalarin sonucunda Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu (IARC) AA’i olast

kanserojen madde olarak siniflandirmistir [7].

2002 senesinden bu yana gidalarda akrilamid analizi i¢in bir¢gok yOntem
gelistirilmistir. Bu calismalar derleme makalelerde toplanmistir [6,8]. AA
analizlerinin bityiikk bir kism1 MS (kiitle spektrometresi) ile kombine GC (gaz
kromatografisi) veya HPLC (yiiksek basinglh sivi kromatografisi) gibi kromatografik
yontemlere dayanmaktadir. Gida denetim laboratuarlarinda AA analizi genellikle
brom tiirevlendirmesiyle GC yontemi kullanilarak gerceklestirilmektedir. GC-MS
¢cok hassas bir yontem olmasina karsin tiirevlendirme asamasi zahmetli ve zaman
alict olmaktadir [9]. Az sayida, tiirevlendirme yapilmaksizin dogrudan GC-MS tayini
de rapor edilmistir [10,11]. Son yillarda AA’in dogrudan tayini i¢in, On
tirevlendirme gerekmeyen LC-MS/MS yontemine ilgi artmistir. Fakat bu yontemde,
diisiik molekiil agirlikli AA’in MS o6ncesi etkili ve dikkatli bir saflastirma asamasi

gereklidir.

Kapiler elektroforez (CE) analitlerin yiiksek elektrik alan altinda yiik/ biiyiikliik
oranlarina gore go¢ etmesine dayanan hizli ve yiiksek ayirma giiciine sahip giiclii bir
ayirma ve analiz yontemidir. Yiiksiiz bir bilesik olan AA, sulu bir elektrolit
ortaminda elektroforetik mobilite kazanamadigi igin, yiiklii tiirlerin ayiriminda
kullanilan kapiler zon elektroforez (CZE) yontemi AA tayinine uygun degildir.

Molekiil kiiciik ve polar bir molekiil oldugundan yiiksiiz tiirlerin ayrilmasinda



kullanilan misel elektrokinetik kromatografi (MEKC) yonteminde misel agregatlari
ile bir ilgi kuramayacagi i¢in yeterli elektroforetik mobilite kazanamaz. Bu sebepten
AA analizi i¢in farkli CE yontemleri calisilmistir. Gidalarda AA tayini ig¢in
mikroemiilsiyon elelektrokinetik kromatografi (MEEKC) yontemi, 2004 yilinda
yaymlanmistir [12]. AA’in sulu tampon ile hidrofobik damlalar arasindaki dagilimini
temel alan bu yontemde belirleme sinir1 UV dedeksiyon ile 0,7 mg/L olarak
saptanmigtir. Bu smir yiiksek oldugundan, gida Orneklerinin ekstraktlarinin
enjeksiyon oncesi konsantre edilmesi gerekmistir. Ayni ¢alisma grubu 2006 yilinda,
2-merkaptobenzoik asit ile kolon Oncesi tiirevlendirme ile AA’e yiik kazandirarak
CZE’de ayirimim saglamig ve belirleme sinirimi (LOD), 0,07 mg/L’e diisiirmiislerdir
[13]. Daha sonra, aym yonteme On derisiklendirme basamagi ekleyerek, AA
belirleme smirin1 0,007 ve 0,001 mg/L a diistirmiislerdir[14]. Bu calismada LOD
degeri diisiik olmakla beraber, tiirevlendirme asamasi 3 saat karanlikta ve nitrojen
gaz1 altinda gerceklestirildigi icin zahmetlidir. 2007 yilinda yapilan farkli bir
calisgmada AA’in dogrudan tayini icin gida analizlerine yonelik yeni bir MEKC
yontemi gelistirilmigtir [15]. Bu yontemde elektroosmotik akis (EOF) piki ile AA

piki rezoliisyonu AA’in polar bir bilesik olmasindan dolay1 oldukca diisiik olmustur.

AA’ e yiikk kazandirmak i¢in bu ¢alismada Onerilen baska bir secenek susuz bir
coOziicli kullanarak bu analitin asit-baz karakterini degistirmektir. Susuz ¢oziicii
ortaminda analitlerin ve elektrolitlerin asit-baz karakteri degismektedir [16]. Susuz
ortam kapiler elektroforez ¢alismalarina olan ilgi son 10 yilda giderek artmistir [17].
CE’de organik coziicii kullaniminin avantajlar1 ve dezavantajlar1 temel esaslariyla
beraber derleme makalelerde tartisilmistir [18,19]. 2006 yilinda yapilan bir calismada
asetonitril (ACN) ortaminda asir1 zayif bazik yapidaki bilesiklerin CZE ile ayirimi
gerceklestirilmistir [20].

Bu tez calismasinin ilk adiminda akrilamid igin ilk kez yeni bir susuz ortam kapiler
elektroforez (NACE-nonaqueous capillary electrophoresis), yontemi gelistirilmistir.
Susuz ortam kullanilarak akrilamidin sudaki asit baz 6zellikleri degistirilmis ve suda
yiiksiiz olan bu molekiile susuz ortamda yiik kazandirilmistir. Analiz yonteminin
validasyonu yapilmis ve yontem ev yapimi patates kizartmasi ve patates cipsi

icindeki akrilamidin miktar tayinine basar1 ile uygulanmastir.

Biyojenik aminler, ilgili amino asitlerin dekarboksilasyonu ile olusan alifatik,

aromatik ve heterosiklik yapidaki diisiik molekiil agirlikli bazik bilesiklerdir.



Biyojenik aminler o©zellikle proteince zengin gidalarda, sarap ve bira gibi
iceceklerde, fermente iiriinlerde, cikolata ve findik gibi bir ¢ok yiyecekte
olusmaktadir [21]. Biyojenik aminlerin gidalarda olusumu organizmaya oOzgii
enzimlerle olabildigi gibi mikrobiyal olarak da gerceklesmektedir. Protein ve hormon
sentezinin ilk basamagim olusturmak gibi Onemli biyolojik gorevleri olmasina
ragmen, biyojenik aminler 6zellikle proteince zengin et, balik gibi gidalarda yiiksek
miktarlarda bulunduklarinda bozulma gostergesi olarak kabul gormektedir [22,23].
Gidalarla fazla miktarlarda alindiklarinda ciddi basagrilar, ¢ok diisiik ya da yiiksek

tansiyon ve alerjik reaksiyon gibi toksik etkiler gosterebilirler [24].

Cesitli gidalardaki biyojenik aminlerin kapiler elektroforez yodntemiyle analizi
tizerine bir cok calisma yapilmistir. Bu calismalar bazi derleme makalelerde
toplanmustir [25-27]. Biyojenik aminlerin tayininde, sahip olduklar diisiik hidrofilik
ozellikler, benzer asitlik sabitleri ve ayrica kapiler duvarina adsorbe olma
egilimlerinden dolay1 kapiler zon elektroforez yontemi yerine genellikle MEKC
yontemi tercih edilmektedir. MEKC analitlerin, kritik misel konsantrasyonunun
(CMC) istiinde tampona katilan SDS (sodyumdodesilsiilfat), CTAB
(setiltriamonyumbromiir) gibi yiizey aktif maddelerin olusturdugu yalanci sabit faz
ile elektrolit ¢ozeltisi arasinda paylasimina dayanan ve genelde notral veya suda gii¢

¢Oziinen bilesiklerin ayiriminda kullanilan bir kapiler elektroforetik yontemdir [25].

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla diisitk UV absorplama kapasitesine sahip biyojenik
aminlerin, laser indiiklenmis floresans (LIF) dedektorii ile tayin simirlan
iyilestirilmistir [25]. Biyojenik aminlerin CE-LIF ile tayinlerinde bir c¢ok

tiirevlendirici floresan boyar madde denenmistir [28-31].

Literatiirde, bugiine kadar MEKC yo6ntemi ile biyojenik amin tayinlerinde yiiklii
yiizey aktif maddeler kullanilmistir. Ote yandan, bazi amino asitlerin MEKC-LIF
yontemi ile ayrilmasinda, yiiksiiz yiizey aktif madde kullaniminin pikler arasindaki
rezoliisyonda iyilesme ve floresans siddetinde artisa sebep oldugu literatiirde

gosterilmistir [32-37].

Bu tez ¢alismasinin ikinci adiminda, biyojenik aminlerin ayirimi ve miktar tayini igin
ilk kez ayirma ortami olarak Brij 35 yiiksiiz yiizey aktif maddesi kullanilarak yeni bir
MEKC-LIF yontemi gelistirilmis ve floresein isotiyosiyanat (FITC) floresan boyasi

ile tiirevlendirilen alti adet biyojenik aminin aym1 anda ayrimi ve tayini



gerceklestirilmistir. Yontem kuru tuzlanmis ve salamura balik oOrnekleri icinde

biyojenik amin tayinlerine basar1 ile uygulanmistir.



2. AKRILAMID

2.1 Akrilamid Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Akrilamid (2-propenamid) renksiz, erime noktasi 84,5°C ve kaynama noktasi 125°C
(760 mmHg) olan beyaz renkli, kokusuz bir kristaldir. Buhar basinci 25°C’de 0,007
mmHg’dir. Molekiil agirligr 71,08 g/mol olan bu bilesik suda, asetonda, kloroform
ve etanolde coziinebilmektedir; sudaki ¢oziintirliigii oldukga yiiksektir (2155
g/L’dir). Akrilamid, basta poliakrilamid sentezi olmak {izere ticari amacla iiretilen ve
kullanilan monomer yapida bir bilesiktir. Poliakrilamid i¢gme sulariin
temizlenmesinde, endiistriyel atik sularin aritilmasinda, plastik {iretiminde, jel
elektroforezinde, kagit iiretiminde, boya sanayinde, kozmetik ve madencilik gibi
bircok alanda kullanilmaktadir. Akrilamidin kimyasi, biyokimyasi, analiz metodlari,

farmokolojisi ve toksikolojisi bir derleme makalede toplanmistir [38].

O

S

Sekil 2.1: Akrilamidin Molekiil Yapisi.
2.2 Saghk Uzerine Etkileri

Hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde, AA buharimin gozlerde, deride tahris
yarattigi ve serebrospinal sistemde felce sebep oldugu ayrica hayvanlar igin
kansorejenik Ozellikler tasidigi kanitlanmistir [39]. AA, hayvan ve insanlarda
sindirimden sonra kolayca adsorbe olarak tiim viicuda dagilir ve 6zellikle karaciger,
kalp, beyin ve bobreklerde rastlanir. Ayrica insan plasentasina, anne siitiine ve fetiise
de gectigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir [40]. Deney hayvanlarinin gida yolu ile
belirli dozlarda akrilamide maruz kalmalar1 sonucu akciger, meme bezi, agiz
boslugu, iireme oranlart ve bagirsaklarda kanser olugsma riskinin arttig

desteklenmistir [41].



1994 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu (IARC) AA’i “ Insanlar icin
olas1 kanserojen madde” olarak smiflandirmigtir. 1997 yilinda Isve¢’ de bir tiinel
ingasi sirasinda olusan su sizintisi ile bir¢ok balik ve biiyiikbas hayvan 6lii bulunmusg
ve tinelin duvarlarinin monomerik akrilamid ve N-metilolakrilamid igerdigi
anlasilmistir. Tiinel iscilerinde gelisen periferik sinir bulgular1 sonucu isgilerin
kanlarinda AA’in hemoglobine baglanarak olusturdugu metabolite rastlanmistir [42].
2000 yilinda kizarmis besinlerle beslenen farelerle yapilan deneylerde AA’in kanda
hemoglobin baglayic1 roliiniin oldugu ve AA’in metaboliti olarak olusan
gilisidamidin DNA ile reaksiyona girdigi kanitlanmistir. Gilisidamidin, yapilan canli
dist ve in-vivo ¢alismalarla memeliler icin mutajenik ve genotoksik bir bilesik
oldugu kabul edilmektedir [40]. AA’e maruz kalmayan fakli bir denetim grubundaki
insanlarin kaninda da gilisidamide rastlanmasi ile AA’in beslenme yoluyla da
aliabilecegi siiphesi uyanmistir [2]. 2001 yilinda Toksisite, Ekotoksisite ve Cevre
Bilimsel Komitesi AA’in toksik ozelliklerinden (nérotoksisite, genotoksisite,
kanserojenlik) dolay1 insan saglig1 lizerine olusturdugu tehlikelere dikkat ¢cekmistir
[43]. AA’e mesleki olarak deri emilimi ve solunum yoluyla maruz kalanlarda
norotoksitik etkiler goriilmektedir. Norotoksitik etki, kas koordinasyon bozuklugu ve
iskelet kaslar1 zayifligi olarak kendini gostermektedir. Fare ve sicanlar iizerinde
yapilan deneyler sonucunda norotoksitik etkinin ancak giinde 0,2 -10 mg/kg ve tizeri
degerlerde gozlemlendigi agiklanmstir [44].

2002 yilinda, Isvecli Bilim adamlar1 yaptiklar1 calismalarla, yiiksek 1s1l islem gormiis
nisastaca zengin patates, tahil gibi gidalarda ve kahvede akrilamid tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Norvec, Isvicre, Ingiltere ve Amerika’da yapilan calismalarla
desteklenen sonuglar, gidalarda AA olusumu ve analizi {izerine ilginin artmasina
sebep olmustur [1,2].

Yapilan calismalarda ortalama bir tiiketici i¢in alinan AA miktar1 1pg/kg-viicut
agirligi/giin iken AA igerikli gidalar1 fazla tiiketenler icin bu deger 4pg/kg-viicut
agirhigi/giin’e ulasabilmektedir [45]. Tiiketilen akrilamid miktariin hergiin 1pg
akrilamid /kg viicut agirligi bagina olmasi durumunda yasam boyu kanser riskinin

1000’de 0,7-4,5 arasinda oldugu kabul edilmektedir [41].



2.3 Akrilamid Olusum Mekanizmasi

Gidalarin islenmeleri ve saklanmalari sirasinda 90-200°C arasinda pisirme, firinlama,
kizartma, kavurma, sterilizasyon gibi islemlere bagvurulmaktadir. Uygulanan yiiksek
sicakliklar gidalarda kanserojenik ve/veya mutajenik bilesiklerin olusmasina yol
acabilmektedir. Bu bilesiklerden en 6nemlileri ve en yaygin bilinenleri; heterosiklik
aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-alkil-N-nitrosamin bilesikleri ve
akrilamiddir [46]. AA olusum mekanizmasim aydinlatmak iizere bir¢ok calisma
yapilmistir. AA’in, agirlikli olarak asparajinin amino grubu ile indirgen sekerlerin
(glukoz, fruktoz ve maltoz) karbonil grubundan tiireyen bilesiklerle gerceklesen

Maillard reaksiyonu sonucu olustugu varsayilmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Maillard Reaksiyonu ile Akrilamid Olusum Mekanizmasi [42].

AA olusumunu etkileyen faktorler, gidadaki indirgen sekerlerin ve asparajinin orani,
firnlama ya da kizartma sicakligt ve zamani; gidadaki matriks ortami ve su

miktaridir [42].



Ortam pH’1 hem sekerlerin hem de amino grubunun reaktifligini dolasiyla Maillard
reaksiyonunu etkilemektedir. Diigsiik pH’larda akrilamid olusumunun azalacagi

yapilan ¢aligmalarda gozlemlenmistir [47].

Baska bir calismada akrilamid olusumunda kizartma sicakliginin, kizartma
stiresinden daha etkili oldugu gézlemlenmistir. Sabit kizartma siiresinde kizartma
sicakligindaki artisla olusan akrilamid miktarinin iissel bir fonksiyonla arttigi; sabit
kizartma sicaklikliginda kizartma siiresine bagli olarak gerceklesen akrilamid

miktarindaki artisinise yiiksek sicakliklarda lineer arttigini gostermislerdir [48].

Stadler ve arkadaglarinin 2002 yilinda yaptiklari model ¢alismada, esdeger molar
miktarda asparajin ve glukoz 180°C derecede 30 dakika piroliz edildiginde 368 pmol
AA/mol asparajin elde edilmistir. Ayn1 kanisimda asparajin  monohidrat
kullanildiginda veya 0,05 ml su ilavesi yapildiginda AA konsantrasyon oran1 960
pumol/mol’a yiikselmistir. Ayrica sicakligin 120 °C’dan 170°C’a yiikselmesiyle AA
olusumunun arttig1 da gozlemlenmistir [5]. Tahillar ve patates yaklasik olarak
stirasiyla % 40 ve % 14 oraninda serbest amino asit asparajin icerdiklerinden AA
iceriginin bu gidalarda fazla miktarlarda olusmasi yapilan model denemelerle de

uyumluluk gostermektedir .

AA’in Akrolein, Akrilik asit ve 3-aminopropenamidin deaminasyonundan tiiredigi de

varsayilmaktadir (Sekil 2.3)[49].
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Sekil 2.3: Akrilamid i¢in Alternatif Olusum Yollar1 [47].



Diger varsayimlar kisaca agiklanacak olursa:

» Akrolein 1siyla trigliseridden olusarak oksidasyon ile akrilik aside ya da akrilik
radikale donmektedir. Bu metabolitlerin yagca zengin gidalarin 1sitilmasi sonucu
ortamda bulunan azot kaynag bilesiklerle reaksiyona girerek AA’i olusturdugu
varsayillmaktadir.

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

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

varsayilmaktadir.

» Bunlarin disinda AA olusumu igin bircok model sistem calisilmis ve farkli

hipotezler 6ne siiriilmiistiir [49] .

2.4 Gidalarda Akrilamid

AA ozellikle 120°C iizerinde islem gormiis nisastaca zengin patates cipsi, patates
kizartmasi, islenmis tahillar ve ekmek gibi gidalarda olusmaktadir [3]. Cig ve
haslanmis patateste bulunmayan akrilamid; patatesin kizartilmasi ve firinlanmasi
sirasinda yiiksek miktarlarda olugsmaktadir. Yapilan bir ¢alismada patates kizartma
sicakliginin 150°C’den 190°C’e ¢ikartilmasiyla akrilamid miktarinda belirgin bir
artis oldugu gozlemlenmigtir [50]. Farkli bir calismada ticari ve laboratuarda
hazirlanan c¢esitli gida maddelerinde AA konsantrasyonlar1 karsilastirllmis ve
karbonhidratlarca zengin besinlerde AA miktarlarinin proteince zengin gidalara gore

¢ok daha fazla oldugu gozlemlenmistir [3].

Nisan 2009’da Avrupa Komisyonunun 6zel istegiyle, Avrupa Gida Giivenligi Ajansi
(EFSA) 2008 ve 2009 yilinda 22 iilkede yapilan analizlerin sonuclarina gore gesitli
gidalardaki akrilamid degerlerini rapor etmistir. Bu degerlerden bazilar1 Cizelge
2.1’de goriildigi gibidir. Bu gidalarin disinda findik, badem, zeytin ve kurutulmus
meyvelerde de az da olsa AA tespit edilmistir [40].



Cizelge 2.1: Farkli Gidalardaki Akrilamid Degerleri (ug/kg) (EFSA,2009).

Gida Tiirii N° | Ortalama Deger | En Yiiksek Deger
Biskiivi 227 317 4200
Ekmek 272 136 2430
Kahvaltilik Tahil 128 156 1600

Tahil bazl bebek Mamas: | 76 74 353

Kahve 208 253 1158
Patates Kizartmasi 529 350 2668
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3. BiYOJENIK AMINLER

3.1 Biyojenik Aminlerin Genel Ozellikleri

Biyojenik aminler, amino asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin
aminasyon ve transaminasyonu ile olusan diisiik molekiil agirlikli, ucucu olmayan
azotlu bilesiklerdir [22]. Bu reaksiyonlar organizmaya 6zgii enzimlerle olabildigi
gibi mikrobiyal olarak da gerceklesmektedir. Insan, hayvan ve mikroorganizmalarin
metabolik iiriinleri olduklari i¢in biyojenik amin olarak adlandirilmaktadirlar [28].

Gidalarda olusan biyojenik aminler sadece toksikolojik olarak tehlikeli olmasi
acisindan degil, gida kalitesinin gostergesi olarak kabul edildigi icin de oldukca
onemlidir. Gidalarda olusan en 6nemli biyojenik aminler histamin, tiramin, putresin,
kadaverin, b-feniletilamin, triptamin, spermidin ve spermin olup, bu aminler sirasiyla
histidin, tirozin, ornitin, lizin, fenil alanin, triptofan ve arginin amino asitlerinden
dekarboksilasyon sonucu olugmaktadir. Biyolojik aminler, alifatik (putresin,
kadaverin, spermin, spermidin), aromatik (tiramin, feniletilamin) ve heterosiklik
(histamin, triptamin) kimyasal yapiya sahiptirler. Icerdikleri amin gruplarina gore de
monoaminler, diaminler ve poliaminler olarak gruplandirilirlar [51]. Analizi yapilan
biyojenik aminlerin kimyasal yapilan ve 6zellikleri Cizelge 3.1°de goriildiigi gibidir.
Gidalarda biyojenik amin olusumunu etkileyen faktorler sicaklik, serbest amino asit
varligl, tuz miktari, baslangic kiiltiir konsantrasyonu, olgunlasma, 1sil islem ve
oksijen olarak degerlendirilir [22]. Ayrica yiiksek dekarboksilaz enzimi etkinligine
sahip mikroorganizmalarin ortamda bulunmasi, mikroorganizmalarin gelisimi ve

dekarboksilazlarin olusumu i¢in uygun ¢evre kosullarinin var olmasina baghdir [52].
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Cizelge 3.1 : Biyojenik aminler ve kimyasal 6zellikleri [21,53].

Biyojenik ~ Molekiil Molekiil

Amin Formiilii Kimyasal Yap: Agirhig PKa
Kadaverin  CsHy.N, T NN 202,2g/mol PR1:11.0
VAN IR LI V4 pK2:9’9
N
Histamin ~ CsH,N, </ / 111,1g/mol  PK1:98
pK2.6,0
HN NH,
Ll N
. RN} N N e N pK;:10,8
Putresin C.H,N, 2N o NH2 88,2 g/mol pK»:9.4
NH,
Triptamin C0H12N, , 160,2g/mol  pK:10,2
H|
NH>
Tiramin CgH;;NO /©/\/ 137,2g/m01 pK9,6
HO
H pKi:9,5
Spermidin ~ C;H;oN3 " N/\/\/N\/\/NHQ 145,2g/mol  pK,:10,8
2 pKs:11,6

3.2 Saglik Uzerine Etkileri

Biyojenik aminler insan ve hayvan fizyolojisinde protein, hormon ve niikleik asit
sentezinin ilk basamagini olusturmak gibi 6nemli gorevlere sahiptirler. Fakat gida
yolu ile fazla alindiklar takdirde histamin zehirlenmesi gibi insan sagligina olumsuz
etkileri olabilmektedir. Histamin bobrek iistii bezlerini etkileyerek kalbi, rahim,
bagirsak ve solunum boélgelerindeki diiz kaslari, duyu ve motor sistemini harekete
gecirip, gastrik asit salgisim kontrol altina almaktadir. Bu nedenle histamin
zehirlenmesi genellikle genis bir yelpazade belirtiler gosterir [54] Histamin
zehirlenmesinin besin kaynaklari, balik ve balik iiriinlerinden sonra peynirdir [51].
Belirtileri bulanti, solunum sistemi bozukluklari, ateslenme, terleme, kalp carpintisi,

bas agrisi, kizariklar, agizda yanma ve kuruluk, yiiksek ya da diisiik tansiyondur [55].
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Bir diger biyojenik amin zehirlenmesi de peynirlerde yaygin olarak bulunan
tiraminden kaynaklanmaktadir. Monoamin oksidaz enzim islevi yetersiz insanlar
tiramin’in toksik etkisine karsi hassasdir. Bu zehirlenme peynir reaksiyonu olarak da
bilinmektedir [56]. Tiramince zengin peynirler feniletilamin de igerir. Tiramin ve 2-
feniletilamin’in hipertansiyon ve migrene sebebiyet verdigi, bunun yanmi sira,
biyojenik aminlerin nitritlerle reaksiyona girerek kanserojenik nitrozaminlere
dontistigi yapilan caligmalarla kanitlanmistir. Putresin ve kadaverinin diger
aminlerin toksin etkisini arttirdigi ve hipotansiyona neden oldugu da belirtilmistir
[57]. Biyojenik amin toksisitesinin esik degerleri kesin degerlerle verilmemektedir.
Bireylerin detoksifikasyon oOzelliklerindeki farkliliklar olabildigi gibi solunum ve
koroner sistem problemleri, mide-bagirsak rahatsizliklari, yiiksek tansiyon, Bi2
vitamini eksikligi gibi sorunlar1 olan bireyler icin biyojenik aminlerin diisiik dozlar

dahi sorun olusturabilmektedir [55].

ABD, Gida ve Ila¢ Yonetimi (FDA) baliklarda histamin miktarinin insan saglig
acisindan maksimum 50 pg/g degerinde olmasi gerektigini kararlastirmistir. Avrupa
komisyonunun gidalarda histamin icin izin verdigi deger 100 upg/g’dir [58].
Gidalarda tiramin i¢in 1080 mg/kg iizeri toksik ve 100 mg/kg izeri degerlerin migren
tetikleyici oldugu ongériilmistiir [21]. Her bir biyojenik aminin toksisitesi farkli
oldugu icin, bir 6glinde toplam 40 mg alinmasinin potansiyel toksik etki yaptig1 da

varsayimlar arasindadir [22].

3.3 Gidalarda Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler biiyiik 6l¢iide proteince zengin et, balik, peynir gibi gidalarda
ayrica sarap, bira gibi iceceklerde olusmaktadirlar. Mandalina, portakal, limon,
greyfurt, ahududu, cilek ve iiziimden elde edilen meyve sular1 veya nektarlarinin,
farkli konsantrasyon ve yapida biyojenik amin icerebildikleri belirlenmis ve bunlarin
basinda ise putresinin gelmekte oldugu vurgulanmistir [22,51]. Bunlarin yam sira
cikolata, fermente sebze ve meyve, soya fasulyesinde de cesitli biyojenik aminler
bulunmaktadir [21]. Peynir, diger fermente gidalar gibi biyojenik amin {iretimi i¢in
ideal bir ortam saglar ve peynirin olgunlagmasi agsamasinda amin {iiretimi de artar.
Tiramin, histamin, putresin, kadaverin, triptamin ve p-feniletilamin peynirlerde

olusan biyojenik aminlerdir [22].
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Uskumru, ton baligi, ringa ve sardalya gibi baliklarda histamin, putresin, kadaverin,
tiramin, spermin, spermidin gibi pek ¢ok farkli biyojenik amin tespit edilmistir [51].
Histamin zehirlenmesi, 6zellikle Scombridae (ton, uskumru, sardalye, tuna, bonito,
palamut, ispanyol uskumrusu) ve Somberesocidae (zurna baligi) familyalarina ait
baliklarin tiiketimi ile ortaya ¢iktigindan ilk olarak ‘scombroid’ ya da ‘scombrotoxic’
balik zehirlenmesi olarak adlandirilmistir. Bu baliklarin kaslarinda histaminin onciilii
olan histidin ¢okca bulunmaktadir [59]. Baliklar sahip olduklar1i nétral pH ve
icerdikleri yiiksek oranda nem ve serbest aminoasitlerle mikrobiyal bozulmalara
aciktir. Balik kasinda en sik bulunan biyojenik aminler histamin, kadaverin ve
putresindir. Kadaverin ve putresin gibi biyojenik aminler, gidalarda ve ozellikle
baliklarda tazelik ve bozulma indikatorii olarak degerlendirildikleri icin Snem
tasimaktadirlar. Balikta bakteriyel bozulmanin baslamasiyla putresin ve kadaverin
tiretiminin siirekli olarak artmaya basladigi [60] ve bu aminlerin histaminin
toksisitesini arttirdi§i  bildirilmistir [61]. Bilinenin aksine tuzlanmig balik
orneklerinde de biyojenik amin olustugu yapilan deneylerle kanitlanmistir. Biyojenik
aminler tuzlama isleminden o©nce, islem sirasinda ve depolama asamasinda

olusmaktadir. [21,62].

ABD Gida ve Ilag Yonetimi (FDA) baliklarda histamin miktarinin <50 mg/kg
degerlerde giivenli, 50- 200 mg/kg degerleri arasinda olasi toksik, 200- 1000 mg/kg
yiikksek oranda toksik 1000 mg/kg ve iizeri degerler toksik ve insan sagligi igin

olumsuz olarak degerlendirmistir [21].
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4. KAPILER ELEKTROFOREZ

Kapiler Elektroforez hizli, ¢ok az madde kullanimhi ve ayirma giicii yiiksek bir
analitik ayirma yontemidir. CE yontemi, klasik elektroforezin ayirma teknigi ile
kromatografik yontemlerin aletsel tasariminin birlesmesinden olusmaktadir. Bu
yontem ile inorganik katyon ve anyonlar gibi en kiiciik iyonlardan, DNA gibi biiyiik
molekiil agirligina sahip molekiillere kadar cesitli maddelerin kantitatif ve kalitatif

olarak tayini miimkiindiir.

4.1 Kapiler Elektroforezin Prensipleri

Kapiler elektroforezin en sik kullanilan sekli “Kapiler Zon Elektroforez”dir. CZE’de
ayirim, elektrolit ¢ozeltisi ile dolu olan kapilerde maddelerin farkli yiik/biiyiikliik

oranlar1 nedeniyle farkli gé¢ zamanlarina sahip olmasina dayanir.

Kapilerin bir polimer veya jel ¢ozeltisi ile dolu oldugu CE sekli ise “Kapiler Jel
Elektroforez’dir (CGE). CGE’de aymim  makromolekiillerin ~ molekiiler

biiyiikliiklerine gore gerceklesmektedir.

Yiiksiiz maddelerin ayrimu i¢in kullanilan CE tiirlerinden biri “Misel Elektrokinetik
Kromatografi”dir. MEKC’de ayrimin esasi elektrolit ¢ozeltisine katilan yiizey aktif
maddenin olusturdugu misel adi verilen kiimeler ile c¢oziicii arasinda yiiksiiz

maddelerin paylasim farkliliklarina dayanir.

[zoelektrik odaklanma kapiler elektroforez yontemi proteinlerin ayriminda kullamlir.
Bu yontemde ayrim, proteinlerin farkli pH’larda izolelektrik noktaya sahip

olmalarindan yararlanarak yapilir.

Kapiler Elektrokromatografi (CEC) tam bir kromatografi yontemidir. Kapilerin ici
yaklagik 1pm caph sabit fazla doldurulur. Analitler uygulanan elektrik voltaj altinda

sabit fazda tutunmalarina gore ayrilirlar.
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Bir diger CE yontemi izotakoforezdir (ITP). ITP’de 6rnek farkli iyon mobilitesine

sahip iki elektrolit ¢ozeltisi arasinda yiiriitiiliir.

4.2 Elektroforetik Gog

Iyonlar elektrik alan altinda sabit bir hizla hareket ederler. Elektrik alan kuvvetini
arttirmak her zaman iyonlarin go¢ hizlarini da arttirir, dolayisiyla daha hizli ayrim
saglanir. Elektroforetik mobilite ve elektrik alan arasindaki iliski asagidaki esitlikteki
gibidir:

V=1L . E 4.1

V= 1y0nun hiz1 ; p.= Elektroforetik mobilite ; E= Elektrik Alan

Elektrik alan kullanilan kapilerin boyu ve uygulanan voltaja gore degisir.
E=V/L (Volt/cm) 4.2)

Burada V uygulanan voltaj, L kapiler kolonun uzunlugudur.
Iyonlarin sahip olduklar1 elektroforetik mobilite, elektrik kuvveti (Fg) ile dogru

orantili iken ortamdaki siirtiinme kuvvetiyle (Fg) ters orantilidir. Elektrik kuvvet,
Fe=q.E 4.3)
ve kiiresel oldugu varsayilan bir iyonun siirtiinme kuvveti,
Fr=-6lIgrv 4.4)

esitlikleri ile verilir.
g=iyonun yiikii ; n=¢dzeltinin vizkositesi ; r=iyonun yari¢api ; v=iyonun hizi

Elektroforetik gd¢ boyunca bu iki kuvvet birbirine esit fakat zittir.

Fe=Fr
4.5)
q-E=-6mmgrv
Denklem 4.1 ve 4.5 ile elektroforetik mobilite asagidaki gibi tanimlanabilir:
pe=q/ 6Hljl‘ (4.6)
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Bu esitlikten goriildiigii gibi maddenin elektroforetik mobilitesi sabit viskoziteli
ortamda yiik/biiyiik oranina baghdir. Kisaca kiiciik ve yiikii fazla olan maddeler daha

hizli hareket ederler.

4.3 Elektroosmotik Akis

Elektrik alan altinda kapilerin icindeki ayirma elektroliti, bir elektrosmotik akis
olusmasim saglar. Ayirma ortamimin pH’1, 2’nin iizerinde oldugu zaman silika
kapilerin duvar1 negatif yiiklenir. Bunun nedeni silanol gruplarinin disosiye

olmasidir.
SiOH (k) <> SiO"(k) + H'(aq)

Tampon ¢ozeltisindeki pozitif yiikler elektrostatik ¢ekimle duvarin negatif yiikiiyle
bir cift tabaka olusturur ve zeta potansiyeli denilen bir potansiyel farki olusur. Bu
sisteme yiiksek voltaj uygulanmasi ile ¢ift tabakanin pozitif iyonlar1 hizla negatif
elektroda dogru hareket ederler. Iyonlar sulu ¢ozeltide hidratize halde olduklarindan
¢Oziiciiyii de siiriiklerler ve kapiler i¢inde bir elektroosmotik akis (EOF) olusur. EOF
hiz1 genel olarak enjekte edilen analitlerin elektroforetik mobilitelerinden biiyiiktiir.
Bu sebeple EOF ile, anod yoniinden enjekt edilen biitiin maddeler yiiklerine

bakilmaksizin katoda dogru siiriiklenirler (Sekil 4.1).

A I/ A N/
8|i S|)i .‘?i Sli
O_

® ® ®
® ® O ©
EOF > [ -]

Sekil 4.1 : EOF’nin sematik gosterimi.

Pozitif ve negatif iyonlarin hizlann elektroforetik mobilitelerine, ortamdaki
elektroosmotik mobiliteye ve uygulanan elektrik alana baghh olarak asagidaki

esitlikteki gibi degisir.

V4= (Hoties).E 4.7)
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Vo= Lo.E
V= (Ho-He-)-E

v,= Pozitif yiiklii iyonun hiz1 ; vo= Notral maddenin hiz1 ; v.= Negatif yiiklii iyonun

hiz1
ve L, = Elektroosmotik mobilite ; . = Elektroforetik mobilitedir.

Maddelerin gd¢ zamanlar1 sadece elektroforetik mobiliteleri ile degismez. Asagidaki
esitlikde de goriildiigii gibi gbo¢ zamanlari, kapilerin boyu ve uygulanan voltaj ile de
alakalidir. Kapilerin etkin boyu, enjeksiyon noktasindan dedektore kadar olan

kisminin uzunlugudur.
t =1L/ (Heor )V 4.8)

t = gelis siiresi ; L = Kapilerin tam boyu ; 1 = Kapilerin etkin boyu ; V = voltaj

4.3.1 Elektroosmotik Akisa Etki Eden Faktorler

EOF’e etki eden faktorler asagidaki Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : EOF’e etki eden faktorler [63].

Ayirma sistemindeki degisiklik EOF'e etkisi

Tamponun pH degeri arttiginda EOF 1

Tampon konsantrasyonu arttiginda | EOF|

Sicaklik arttiginda EOF 1 (1 degisimi nedeniyle)
Organik coziicii ilavesi ile EOF|1
Pozitif yiiklil yiizey aktif ilavesi ile | EOF terse cevrilir
Elektrik alan arttiginda EOF 1
4.4 Band Genislemesi

Ayirma etkinligi HPLC de oldugu gibi CE’de de teorik plato sayisiyla gosterilir.

Asagidaki denklem Gaussian pikleri i¢in kullanilir.

wy= 40 4.9)

wp= Pikin taban genisligi ; o= Pikin standart sapmasi
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N= 5,54.(t / wip)* (4.10)

N= Teorik plato sayis1 ; t= Pikin gelis zamani1 ; w;,= Yan yiikseklikteki pik genisligi

Esitlik 4.10’dan da goriildigi gibi band genisliginin artmas1 ayirma etkinligini
digiiriir. Band genislemesine neden olan etkenlerden en Onemlisi difiizyondur.
Kapilerin cap1 kiigiik oldugu icin, kapiler ¢ap1 boyunca difuzyon ihmal edilebilir

ancak kapiler boyunca difiizyon olusabilir. Difiizyon ve N arasindaki esitlik soyledir:
6" =2Dt=2DIL / p.V @.11)

D=Analitin difiizyon katsayis1

Esitlik 4.10 ve 4.11 yardimiyla teorik plato sayisi ve difuzyon arasinda bir esitlik

verilebilir.
N=p.V.1/2DL = p..E.L /2D 4.12)

Bu denklemden de goriilecegi gibi teorik plato sayisi difiizyon katsayisi arttikca
azalir. Biiyiikk molekiil agirligina sahip maddeler daha kiigiik difiizyon katsayilarina
sahip olduklan i¢in daha yiiksek plato sayilan ile ayrilabilirler. Ayrica denklem
4.11’de goriildiigii gibi analiz siiresi kisaldik¢a difiizyon nedeniyle pik genislemesi
azalacaktir. Kapiler elektroforezde yiiksek voltaj altinda ayirmalar genellikle cok
kisa siirede tamamlandigindan pikler dik ve simetriktir. Band genislemesine neden

olan diger parametreler Cizelge 4.2’de verilmektedir.

Cizelge 4.2 : Band genislemesine neden olan diger etkenler [63].

Termal Etkiler Tampon vizkositesinde lokal degisimler nedeniyle pik
genislemesi
Enjeksiyon Hacmi Biiyiik hacimlerde difiizyon nedeniyle pik genislemesi

Orneklerin duvara

adsorpsiyonu Pik sekillerinde kuyruklanma

Elektrodispersiyon (6rnek ve
tampon ¢ozelti arasindaki Pik sekillerinin iiggen halinde goriilmesi

iletkenlik farkliliklari)
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4.5 Kapiler Elektroforez Cihazimin Boliimleri
Kapiler Elektroforez cihazinin sematik gosterimi Sekil 4.2° de verilmistir.

iﬂ} Isin Kaynadn

( volta) kaynad j

I_ Bilgisavar "u_ |

— — Fotokatot
Tampon Abs
+ II‘ —
Zaman

Sekil 4.2 : CE’in sematik gosterimi [64].
4.5.1 Voltaj Kaynag

Tipik bir CE sisteminde uygulanan voltaj en fazla 30 kV’dur. Yapilan ¢alismanin
giivenilirligi uygulanan voltajin kararliligiyla yakindan alakalidir. Denklem 4.2’ den
de goriilebilecegi gibi voltaj degisimiyle elektrik alan da degisir. Elektrik alanin
degisimi go¢ zamanindan alan tekrarlanirlifina bircok Onemli parametrenin

degismesine neden olur.

4.5.2 Kapiler

CE’de kullanilan kapilerlerin i¢ ¢ap1 25-100 pm; dis capr 150-520 pm arasinda
degisir. Kapilerin boyu en sik 50-75 cm arasinda kullanilir. Kapilerin i¢ ¢apinin ve
boyunun degismesi gd¢ zamani, sicaklik, adsorsiyon, dedeksiyon limiti, enjeksiyon
hacmi, ayirma etkinliginin de8ismesine neden olur. Kapiler kolonlar eritilmis
silikadan iiretilir. D1g yiizeyi poliimid ile kaplanarak esnek bir yapiya kavusan silika
kapilerde dedeksiyon penceresi polimer tabakasi yakilarak agilabilir. Ik defa
kullanilacak bir silika kapiler ilk 6énce 1M NaOH ile 30 dakika ardindan su ve

caligma tamponuyla da yikanarak sartlandirilir.
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4.5.3.Enjeksiyon

Enjeksiyon hacmi 2-20 nL arasinda degisir. Asirt hacimlerde ¢aligmak pik seklinin
bozulmasina, band genislemesine, rezoliisyonun azalmasina sebep olur. 2 tip

enjeksiyon sekli vardir.

4.5.3.1 Hidrodinamik Enjeksiyon

Bu tiir enjeksiyon en yaygin kullanilan enjeksiyon tiiriidiir. Kendi arasinda 3 degisik
sekilde gerceklestirilebilir. Kapilerin dedektor tarafina vakum uygulanarak, kapilerin
enjeksiyon kismina basing uygulanarak ya da enjeksiyon kabinin yiikseltilmesiyle bir
sifon etkisi yaratilarak enjeksiyon yapilabilir. Hidrodinamik enjeksiyon icin

Poiseuille’nin denkleminden enjeksiyon hacmi hesaplanabilir.
V=APITr*/811 (4.13)

e AP=kapiler boyunca basing farki (dyn.cm™)
® t=enjeksiyon siiresi (s)
e 1 =tamponun vizkositesi (dyn.s.cm™)

e [ = kapilerin toplam boyu

Sifonik enjeksiyon icin AP asagidaki esitlikten hesaplanabilir:

AP=pgAh 4.14)

e p=omegin yogunlugu (kg.m™)
e g=yercekimi ivmesi katsayisi (9,82 N.kg™)

® Ah= 0rnek ve tampon kab1 arasindaki yiikseklik farki (m)

4.5.3.2 Elektrokinetik Enjeksiyon

Elektrokinetik enjeksiyon, ornek kabi ile ¢ikis tampon kabi arasina ¢ok kisa siireli ve
calisma voltajindan daha diisikk bir voltaj uygulanarak yapilir. Elektro kinetik
enjeksiyonun tekrarlanirligi hidrodinamik enjeksiyona gore daha azdir. Enjekte

edilen madde miktar1 analitlerin elektroforetik mobilitelerine baglhdir [65].

4.5.4 Dedektor

CE’de en sik kullanmilan detektorler UV-VIS ve floresans dedektorlerdir. Diger

dedeksiyon yontemleri Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3 : CE’de kullanilan dedeksiyon yontemleri [66].

Dedeksiyon Tiirii LOD (mol/L)
UV absorbsiyon 10°-107
Indirekt UV 10-100 kat<UV
Floresans 107-10”
Laser Indiiklenmis Floresans 1010
Amperometri 10710
Kiitle spektrometrisi 10°-10”
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5. AKRILAMID ANALIiZi DENEYSEL KISIM

5.1 Malzeme ve Yontemler

5.1.1 Malzemeler

Asetonitril (ACN), hekzan, N,N-dimetilformamid (DMF) Riedel marka (Seelze,
Almanya). Akrilamid (AA), benzamid, perklorik asit (HCIO4) (%70), ve asetik asit
Merck marka (Darmstadt, Almanya). Tiim ¢ozeltiler ACN igersinde hazirlanmistir.
Molekiiler elek 4A (kristal sodyum aliiminyum silikat) 4-8 mesh taneli, Aldrich
marka (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya). Molekiiler elekler 2 saat 150°C’da
vakum altinda etkinlestirildikten sonra oda sicakliginda kullanilmiglardir. Patates
kizartmasi ekstraktindan alinan 5 mL’lik 6rnek kisim, 14-16 saat boyunca 0,5 g
molekiiler elek icersinde tutulmustur. Genel olarak, kizartma Ornekleri
hazirlandiklar1 giin analiz edilmislerdir. Gerektiginde patates kizartmasi1 6rnekleri

buzlukta -4 °C’da saklanmustir.

5.1.2 Cihazlar ve Calisma Kosullar:

Ayirimlar diod-dizi dedektor ile birlestirilmis Agilent marka kapiler elektroforez
(Waldbronn, Germany) cihazinda, veri islenmesi ise Agilent ChemStation yazilimi
ile gerceklestirilmistir. Calisilan dalga boyu 200 nm’dir. Ayirim i¢in uygulanan
voltaj 25 kV’dur. Calisma sicakligt 25°C’a ayarlanmistir. Enjeksiyonlar 40 mbar
basingla 6 saniyede yapilmistir . Deneysel ¢alismalarda 75 pm i¢ ¢apinda Agilent
marka ¢iplak silika kapiler kullanilmistir . Silika kapilerin toplam uzunlugu 52,5 cm
ve dedektore olan uzakligr 44 cm’dir. Yeni silika kapiler ilk kullanimdan 6nce
Imol/LL NaOH ile 30 dakika, ardindan 10 dakika su ile yikanarak sartlandirilmistir.
Her calisma giiniiniin basinda silika kapiler 0,1 mol/LL NaOH ve ardindan su ile 2
dakika yikandiktan sonra, kapilerden 1 dakika hava gecirilerek sulu ¢ozelti tamamen
uzaklagtinlmistir. Ardindan kapiler 10 dakika calisma tamponu ile yikanarak

sartlandirilmistir. Enjeksiyonlar arasinda 2 dakika tampon yikamasi yapilmstir.
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5.1.3 Standard Cozeltilerin Hazirlanmasi

Akrilamidin ana standart ¢ozeltisi 1 mg/mL derisimde asetonitril ile hazirlanmistir.
Tiim konsantrasyonlardaki akrilamid c¢ozeltileri de asetonitril ile seyreltilerek
hazirlanmistir. 2 mol/L HCIO, ana ¢6zeltisi susuz asetik asit icersinde hazirlanmistir.
Tampon ¢ozelti, 2 mol/L perklorik asit ana cozeltisinden ACN ile seyreltilerek,

giinliik olarak hazirlanmistir.

5.1.4 Gida Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Gida orneklerinde akrilamid ekstraksiyonu icin kabul edilen genel bir ekstraksiyon
yontemi yoktur. Cogu arastirmaci su, metanol ya da aseton-su gibi bazi ¢oziicii
karigimlarimi kullanarak gesitli gida 6rneklerinde akrilamid ekstraksiyonunun verimi
izerine yogunlagsmistir. En yaygin ekstraksiyon su ile oda sicakliginda yapilan
yontem olmakla beraber 80°C’a kadar ultrason banyosunda isitilarak yapilan
ekstraksiyon yontemleri de bulunmaktadir [8,67]. Diger yandan 1sitma isleminin
Maillard reaksiyonunu devam ettirdigi iddia edilmektedir. Deneysel bir ¢alismada
patates cipsindeki akrilamid miktarmin 10 giin boyunca Sokslet ekstraktorii altinda
14,5 mg/kg’a yiikseldigi gosterilmistir [68]. Fakat bu calismaya ii¢ farkli grubun
yorumu, Maillard reaksiyonunun 1s1 ile devam ederek akrilamid miktarim arttirdigi
yoniinde olmustur [69-71].

Bu sebeple patates orneklerinin ekstraksiyonu oda sicakliginda yapilmistir. Patates
kizartmasi 6rnekleri ay¢icek yaginda evde kizartilarak hazirlanmistir. Patates cipsi ve
kizartilmig patatesler bir parcalayicida ogiitiildiikten sonra, kizartilmis patates i¢in 2
g ve cips icin 4 g’lik kisimlar 50 mL’lik santrifiij tiipiine alinmistir. Ekstraksiyon
yonteminin se¢imi icin ii¢ farkli deneme yapilmistir. Patates kizartmasi ve cips
orneklerindeki yag1 uzaklastirmak icin 6rnekler hekzan ile muamele edilmistir. Yag
tamamen hekzan fazina ge¢mistir. Kiiciik polar bir molekiil olan akrilamidin hekzan

¢Oziiniirliigli olmadigindan tiim AA asetonitril fazinda bulunmaktadir.

e [lk denemede, 2 g patates kizartmas1 drnegine 6nce 10 mL ACN, ardindan 5 mL
hekzan eklenmistir. Bu ¢6rnekler 1 dakika vorteks cihazinda tutulduktan sonra,
hekzan fazi ayrilmigtir. Hekzan ile bu islem ii¢ kez tekrarlanarak yag, kizartma
orneklerinden uzaklagtirilmistir. Sonrasinda, Ornekler donen calkalayicida

(Edmund Biihler 7400, Tiibingen, Germany) 1 saat c¢alkalanmustir.
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e ikinci grup ornek icin alman 2 g’lik kissma 10 mL ACN eklendikten sonra
donen c¢alkalayicida 1 saat ¢alkalanmistir. Ardindan 5 mL hekzan eklenerek, yag
oreklerden uzaklastinllmistir. Hekzan ile yapilan bu islem iicer kez

tekrarlanmustir.

e Uciincii grup ornek icin hekzan ile calkalama islemi, hem ekstraksiyon
oncesinde (5 mL ile ikiser kez) hem de sonrasinda (5 mL ile) yapilmistir .
Siispansiyonlar 4000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendikten sonra 0,2 pm’lik

filtreden siiziiliip dogrudan enjekte edilmislerdir.

Geri kazanim degerlerinde (98,6 £%35,6) bu taktikler arasinda onemli bir farklilik
goriilmemistir. Sonrasinda, patates cipsi ve farkli patates kizartmasi ornekleri 2.

ekstraksiyon yontemine gore ekstrakte edilmislerdir

5.2 Metod Optimizasyonu

Akrilamid sulu ¢ozeltide yiiksliz polar bir molekiildiir. Teorik olarak bir baz
oldugundan ¢oziiciiden bir proton alarak pozitif olarak yiiklenmesi beklenebilir.
Ancak olugacak konjuge asidin (HB") pKa degeri, pK,up+< 0 oldugundan sulu
cozeltide normal pH degerlerinde (pH=1-14) protonlasmasi beklenemez. Sulu
¢ozeltide akrilamidi protonlamak ancak asirt derisik kuvvetli asit varliginda (pH<O0)
gerceklesebilir. Oysa ki, CE’de bu kadar yiiksek kondiiktivitede ayirma ortami
kullanmak, ayirma elektrolitinde izin verilen elektrik akimin en iist sinir degerini
(200 pA) asar. Bu yiizden akrilamidi sulu ortamda yiikiine bagh olarak ayirmak
miimkiin degildir.

Akrilamidi CE’de ayirimi icin bu ¢alismada ngoriilen prensip, akrilamidin pK,up"
sabitini miimkiin oldugunca yiikselterek ve bdylece kuvvetli asitlerin diisiik
konsantrasyonlarimi igeren susuz bir ¢oziicii kullanarak, analitin protonlanmasini
saglayacak ayirim ortamim yaratmaktir. ACN ve metanol gibi CE c¢alismalarinda
cokca kullanilan organik coziiciiler igersinde asitlerin pK, degerleri sudakine gore
daha yiiksektir. ACN ile metanol karsilastirlldiginda, ACN ortamindaki pK, artist
metanole gore 2-3 kat daha fazladir [72]. Sonuc¢ olarak, ACN’de suya kiyasla

asitlerin asitlik sabiti (K,) azalirken eslenik bazlarinin bazlik kuvveti artmaktadir.

Kolthoff ve Chantooni [73] bazi zayif bazlarin ve amidlerin protonlagsma sabitlerinin

logaritmik degerlerinin (logKfBH+) suyun yerini ACN aldig1 zaman 5 ile 7 birim
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arasinda arttigim1 gostermislerdir. Aslinda Kolthoff’un verdigi tabloda logKfBH+
degerleri amidlerin protonlanmis seklinin asitlik sabiti (pK,pug+) ile ayn1 anlamdadir.
Akrilamidin sudaki ve ACN’deki pK,up: sabiti literatiirde bulunmamaktadir.
Kolthoff’un verdigi tablodaki diger amidlerin degerlerine gore yorum yapilarak
AA’in pK, g+ degerinin suda eksi ve ACN’de 3 kat1 veya fazlasina yiikselecegi
ongoriilmiistiir. Sekil 5.1°de protonlanmis Benzamidin pH’a karg1 Teorik iyonlagma

yiizdesindeki degisim goriilmektedir.

1.00-
0754
0.504

0.25 4

lyonlasma Yizdesi

0.00

Sekil 5.1: Protonlanmis benzamidin pH’a kars1 teorik iyonlagsma yiizdesi [20].

Su yerine asetonitril kullanarak akrilamidi daha diisiik konsantrasyonlarda kuvvetli
asitler ile protonlamak miimkiin olacaktir. Ancak burada baska bir engelleme ortaya
cikmaktadir. Bilindigi gibi, suda tamamen iyonlasan kuvvetli Bronsted asitlerinin de
(HCI, HI, H,SO4 vb.) ACN ortaminda asidik kuvvetleri azalacaktir. Ancak perklorik
asit ACN’de hala kuvvetli elektrolit olarak davranir [74]. ACN icerisinde
hazirlanmis 10 mmol/L siilfiirik asit ¢ozeltisine kiyasla aym konsantrasyondaki
perklorik asidin kondiiktivitesi 30 kat daha fazladir [74]. O halde, AA’in
protonlanmasi i¢in asidik ortami saglayan ve kabul edilebilecek konsantrasyon
degerlerinde kullanilabilecek asit HCIO; asittir. Ancak, perklorat iyonu (Cl104) ACN
ortaminda ACN ile hidrojen bagi olusturmakta ve HClO4 nin dissosiyasyonunu
engellemektedir. Perklorik asit, asetik asit igerisinde hazirlandig1 zaman asagidaki
denklemde goriildiigii gibi CH;COOH,"ClO, iyon ¢ifti olusturur ve bu iyon cifti

ACN ortaminda tamamen disosiye olur [75].

CH3COOH—NEC—CH3+ CH3EN—H—CIO4 <~ CH3COOH2+ + C104>
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5.2.1 Tampon Konsantrasyonun Secilmesi

[k denemelerde 10 mmol/L HCIO, ACN igerisinde Béliim 5.1.3’de anlatildig1 gibi
hazirlanmistir. Bu tamponda CH;COOH konsantrasyonu 72,5 mmol/L’e denk
gelmektedir. Bu elektrolitin teorik pH degeri literatiirde ~2,1 olarak verilmistir [20].
Akrilamidin gerek su da gerek ACN li ortamda pK, s+ degerleri bilinmedigi i¢in, bu
degerler literatiirde belli olan iki amid ile karsilagtirilarak tahmin edilmeye
calistimistir. DMF’nin sudaki pK,us+ degeri literatiirde -1,2 ile -1,13 [76,77]
benzamid icin -2,16 ile -1,54 olarak verilmistir [78,79]. Bu analitlerin pK, yp+

degerleri ACN ortaminda sirastyla +6,1 ve +3,76’a yiikselmektedir [73].

pH~2,1 ortaminda DMF tamamen protonlasirken benzamid kismen protonlasir ve her
ikisi de CZE ortaminda kendi elektroforetik hizlari ile go¢ ederler. AA’in incelenen
ayirma ortaminda ne derecede protonlastigi, pK, degerleri bilinen bu iki amid ile
beraberce enjekte edilerek kontrol edilmistir. Denemelerde AA’nin bu iki amid
arasinda goc ettigi goriilmiistiir (Sekil 5.2c). Bu duruma gore AA’nin pH~ 2,1
ortaminda kismen HB" formuna doniistiigii ve ACN ortaminda pK,pp, degerinin

+3,76 ile +6,1 arasinda oldugu sdylenebilir.

Absorbans (mAu

o
T

2 3 4 5
Zaman (dakika)

Sekil 5.2: AA’in ii¢ farkli HCIO, konsantrasyonunda, ACN’de DMF ve benzamid ile
birlikte elektroferogramlari. (a) 30 mmol/L. HCIO, , 218 mmol/L. CH;COOH;
(b) 20 mmol/L HCIO,, 145 mmol/L. CH;COOH; (¢) 10 mmol/L HCIO, 72,5
mmol/L. CH;COOH. Voltaj: 25 kV(injeksiyon pozitif elektrottan yapilmistir).
Kapiler 75 um, (52,5 x 44) cm; dalgaboyu: 200 nm; injeksiyon: Hidrodinamik
40 mbar, 6 s. 1= DMF; 2=AA; 3=BA Herbirinin konsantrasyonu 0,1 mmol/L.
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AA’in DMF ve benzamidle birlikte elektroforetik davranisi 10, 20, ve 30 mmol/L
HCIO, konsantrasyonlarindaki elektrolit ¢ozeltilerde denenmistir. Bu tamponlardaki
CH3;COOH konsantrasyonlart sirastyla 72,5 mmol/L ; 145 mmol/L ve 218 mol/L’dir.
Artan HC1O, konsantrasyonlartyla beraber pik simetrileri yiikselmistir. 7 mg/L AA
standartinin ti¢ farkli konsantrasyondaki pik yiikseklikleri, rezoliisyon ve ayirma

ortaminin akim degerleri Cizelge 5.1 verildigi gibidir.

Cizelge 5.1 : HCIO4 konsantrasyonlarina karsi pik ve akim degerleri.

HCIO,4 Pik Yiiksekligi | Pik Simetrisi Akim
10 mM 52,1 mAU 0,14 33 uA
20 mM 75,7 mAU 0,25 61 pA
30 Mm 86,5 mAU 0,55 91 pA

Elektroosmotik akis hizin1 belirlemek i¢in sulu ortamda kullanilan nétral aseton, su
ve formamid gibi isaretleyiciler ACN i¢inde diisiik pH degerlerinde pozitif
yiiklenirler ve isaretleyici 6zelligini kaybederler. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada
nitrometanin %100 siilfiirik asit icersinde dahi pK,pg+ degeri ol¢iilememistir [20].
Bu yiizden susuz ortamda elektroosmotik mobilite hesaplamalar1 igin notral
isaretleyici olarak nitrometan kullamlmistir. Elektroosmotik mobilite degerleri
strastyla 10, 20 ve 30 mmol/L HC1Oy igeren tamponlar icin 23,9 ; 17,8 ve 14,5 ( x 10°
® m*/V.s ) olarak bulunmustur. Perklorik asid konsantrasyonuna kars1 ii¢c amidin ve

elektrosmotik akisin mobilite degisimleri Sekil 5.3’de verilmistir.

Organik ¢oziiciiler kullanildiginda kapiler duvarindaki silanol gruplarinin diger zayif
asitler gibi davranmasi ve dissosiyasyonunun azalmasi beklenir. Elektrosmotik akigin
yoniiniin metanol ortaminda ve diisiik pH’larda katoddan anoda dogru oldugu ve pH
7 civarinda tersine dondiigii daha Once yapilan bir ¢calismada gosterilmistir [18]. Bu
calismada da tiim denenen elektrolit konsantrasyonlarinda elektroosmotik akisg

yOniiniin anodik (katoddan anoda dogru) oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 5.3: Perklorik asit konsantrasyonunun elektroforetik ve elektroosmotik mobiliteye etkisi. Sartlar
Sekil 5.2’de verildigi gibidir.
Elektroosmotik akis ve elektroforetik mobiliteler, HC1O, konsantrasyonunun yani
sira  tamponun su icgerigi ve CH3COOH konsantrasyonundan da etkilenmektedir.
Ayn elektrolit ¢ozeltisi ile yapilan bir calismada su igeriginin % 2’den fazla olmasi
durumunda elektroosmotik akisin yoOniiniin anoddan katoda dogru degistigi
goriilmiistiir [20]. Bu caligmada denemelerde kullanilan en derisik tampon ¢ozeltide (
30 mmol/L) dahi su icerigi %0,129 w/v degerini ge¢cmediginden EOF yonii daha
once belirtildigi gibi katoddan anoda dogrudur. Bu az miktarda su, ticari HCIO4
¢ozeltisinin %100 liikk asit ¢ozeltisi olmamas1 nedeniyle, ana ¢ozeltiden gelen az

miktarda sudur.

Son olarak en uygun sartlarda, Akrilamidin iyonlagmas1 ACN yerine metanol iceren
tampon ile de denenmistir. AA tam olarak yiiklenmemis dolasiyla AA piki

gbzlemlenmemistir.

5.3 Metod Validasyonu

5.3.1 Kalibrasyon Dogrusu

En uygun kosullarda ( 30 mmol/L HCIO,, 218 mmol/L CH3COOH ve % 0,129 w/v
su ) diizeltilmis pik alanlarna gore 0,5 ; 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 mg/L

konsantrasyon degerlerinde dogrusal kalibrasyon grafigi cizildi. Kalibrasyon
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dogrusunun denklemi y=5,80. 10° x + 1,51. 10 "' ve korelasyon degeri 0,999 (r)

olarak tespit edilmistir.
5.3.2 Tekrarlamrhk

Yontemin kesinligi 7,1 mg/L (0,1 mmol/L.) AA standartinin ayni giin icersinde
ardarda 5 kez injeksiyonu ile kontrol edilmistir. Giinler arasi tekrarlanirlik i¢in aym
standart ii¢ farkli giinde ardarda bes kez enjekte edilmistir. Giin ic¢i ve giinler arasi
tekrarlanirlik degerleri pik alanlar1 ve diizeltilmis pik alanlarina gore Cizelge 5.2°de

verilmistir.

Cizelge 5.2 : Tekrarlanirlik sonuglart.

Degisken Deger

Giin i¢i, %RSD (n=5)

Alan (A) 1,90
Diizeltilmis Alan (A/t) 1,65
Giinler Aras1 %RSD (n=5x3 giin)

Alan (A) 13,5
Diizeltilmis Alan (A/t) 3,90

5.3.3 LOD ve LOQ Degerleri

LOD (Dedeksiyon smnir1) degeri 3 farkli baseline alanindan alinan ortalama
giiriiltiiniin ii¢ kat1 olarak hesaplanmistir. Akrilamid i¢in LOD degeri 0,041 mg/L ve
LOQ (Tayin sinir1) degeri 0,137 mg/L olarak saptanmustir.
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6. ANALIZ YONTEMININ GERCEK ORNEKLERE UYGULANMASI

6.1 Gida Orneklerinin Analizi
6.1.1 Gida orneklerine CE yonteminin uygulanmasi

Patates cipsi ve patates kizartmasi Ornekleri optimize edilen yontemle analiz
edilmistir. Patates kizartmas1 Ornekleri Bolim 5.1.4’de anlatildign gibi 2.
ekstraksiyon yoOntemine gore ekstrakte edilip 0,2 um’lik filtrelerden siiziildiikten
sonra enjekte edilmistir. Patates kizatmasi icin 3 farkli giinde 2 g civarn patates ve 4 g
civar1 patates cipsi Ornekleri ekstrakte edilmistir. Sekil 6.1 a en uygun kosullar
altinda enjekte edilen patates cipsinin Sekil 6.1 b ise 0,5 mg/L akrilamid standarti
eklenmis patates cipsi 6rneginin elektroferogramini gostermektedir. Farkli markadaki
patates cipsilerinin ekstraksiyonu ile elde edilen elektroferogramlarda birkac matriks
piki goriillmiistiir ve matriks goriiniimleri Sekil 6.1 a daki elektroferograma c¢ok

benzerlik gostermektedir.

25

20

Absorbans(mAu)

Zaman (dakika)

Sekil 6.1 : (a) patates cipsi ekstrakti ve (b) 0,5 mg/L akrilamid standarti eklenmis patates
cipsi ekstrakt 6rnegi. = Akrilamid pikini gostermektedir. Kosullar Sekil 5.2a’da
verildigi gibidir.
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Diger yandan, farkli patates cinsleri ile yapilan patates kizartmas: Ornek
ekstraktlarindan elde edilen elektroferogramlardaki matriks piklerinin goriiniimii ve
sayilar1 birbirlerinden oldukca farklilik gdstermistir. Ayrica, ekstraksiyondan once
standart ilavesi yapilmis baz1 patates kizartmasi 6rneklerinin geri kazanim degerleri
oldukc¢a diisiik bulunmustur (=%68). NaCl’iin asetonitrildeki ¢oziiniirliigii cok az
oldugundan, tuz ACN fazina gecemez ve NACE yonteminde tuzlu orneklerde
matriks etkisi nedeniyle pik baskilanmasi beklenmez. Bunun sebebinin, degisik

patates cinslerinde bulunan, farkli su icerigi miktarina bagh oldugu anlasilarak,

e [lkinde patates kizartmas1 drnekleri etiivde kurutulduktan sonra ekstrakte edilmis
fakat olumlu bir sonu¢ alinamamustir.

e Daha sonraki denemede patates kizartmasi ekstraklart cesitli miktarlardaki
MgSOy ile calkalanarak ortamdaki su ¢ekilmek istenmis fakat bu denemeden de
olumlu sonug¢ alinamamistir.

® Son olarak molekiiler elek denenmistir. 5 mL patates kizartmasi ekstraktina 0,5; 1
ve 3 gram molekiiler elek eklenerek denemeler yapilmis ve 0,5 gram molekiiler

elegin 5 mL ekstraktdaki suyu ¢cekmek icin yeterli oldugu gozlemlenmistir.

Bundan sonra tiim denemelerde, analizden Once patates kizartmasi ekstraktlarina
molekiiler elek ilave edilerek gece boyunca bekletilmislerdir. Patates cipsi ekstraklar
icin bu islem gerekmemistir. 5 farkli patates cinsinin ekstraktlarina aym islem
uygulanmistir. Bulunan akrilamid miktarlart 2,09 ile 5,47 mg/kg arasinda
degismistir. Sekil 6.2 a patates kizartmasi ekstraktinin elektroferogrami Sekil 6.2 b
ise 2 mg/L akrilamid standarti eklenmis patates kizartmasi ekstraktinin

elektroferogramin1 gostermektedir.

Molekiiler elek olarak olarak tip 4A sodyum aliiminyum silikat ve tip SA kalsiyum
aliminyum silikat denenmistir. AA standarti ile yapilan denemelerde tip SA
molekiiler elegin su ile beraber bir miktar AA’i tuttugu gozlemlenmistir. Tip 4A
molekiiler elegin standartlarla yapilan denemelerde AA’i tutmadigi kanitlanmustir.

Bu konuda AA’e yonelik literatiir bilgisi bulunmamaktadir.
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Sekil 6.2 : (a) Patates kizartmasi ekstrakti (b) 2mg/L akrilamid standarti eklenmis ekstrakt.
* AA pikini gostermektedir. Kosullar Sekil 5.2a’da verildigi gibidir.

6.1.2 Kizartma siiresinin akrilamid miktarina etkisinin gozlenmesi

Tim patates ornekleri ayn1 ortamda yaklasik~20 dk geleneksel evde pismis rengini

elde edene kadar kizartilmistir. Patateslerin kizarma siiresi ile akrilamid miktari

arasindaki bagintiyr gozlemlemek amaciyla, patateslerin rengi kahverengi olana

kadar kizartma islemi yapilmis ve gercekten de akrilamid miktarinda 6nemli artis

gbzlemlenmistir. Bu islemden sonra yapilan ekstraksiyonlar sonuncunda bir patateste

akrilamid miktar1 2,95 + 0,11 mg/kg dan 7,83 + 0,46 mg/kg’ a kadar yiikselmistir.

6.2 Gercek Orneklerdeki Rezoliisyon ve Pik Simetrileri

Patates cipsi i¢cin Sekil 5.4 a’daki Akrilamid pikinin yanindaki komsu pikle

rezoliisyonu 1,37 ve akrilamid pikinin simetrisi 1,19 dur.
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Patates kizartmasi icin Sekil 6.2 a’daki akrilamid pikinin solundaki kiigiik pik ile
rezoliisyonu 1,61 ve kiigiik pikin solundaki akrilamid pikine benzer pik ile

rezoliisyonu ise 2,29 olarak bulunmustur. Akrilamidin pik simetrisi 1,03 diir.

6.3 Metodun Dogrulugu

Metodun dogrulugu secilen bir patates ve cips ekstraktina akrilamid standart
¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlarda ilavesi ve geri kazanim degerlerinin saptamasi
ile yapilmistir. Bu amacla secilen patates kizartmasindaki akrilamid miktari, li¢ ayri
ekstraksiyon sonucunun ortalamasi olarak 2,95 + 0,11 mg/kg ve patates cipsindeki
akrilamid miktar1 ise 3 ayr1 ekstraksiyon sonucunda olarak 0,187+0,019 mg/kg

olarak hesaplanmistir.

Her bir konsantrasyonda ilave standart degeri iki kez tekrar edilmistir.

Konsantrasyonlar ve geri kazanim degerleri Cizelge 6.1°de verilmistir.

Cizelge 6.1: Akrilamidin geri kazanim degerleri (n=2).

Arttirllan Konsantrasyon (mg/L) % Geri Kazanmim

Patates cipsi

1,0 98,345,2
0,5 96,8+7,3
0,25 90,2+6,5

Patates Kizartmasi

4,0 102439
2,0 99,2 +4,4
0,5 95,745,5

6.4 Sonuclar

Bu ¢alismada, akrilamidin bir matriks i¢inden ayrim, teshisi ve kantitatif tayini i¢in
ilk kez bir susuz ortam kapiler elektroforez yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemin dogrusal kalibrasyon araligi yiiksek regrasyonla belirlenmistir. Akrilamid
enjeksiyon sonuglarinin tekrarlanirlik degerleri CE i¢in kabul edilen sinirlar icinde
bulunmustur. CE yonteminde standartlarin tekrarlanirlik degerleri genel olarak giin

ici A/t <% 3’e (% RSD), giinler aras1 A/t < % 6’a (% RSD) kadar kabul edilebilir.
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Gercek oOrneklerde bu deger daha iist siirlara da cikabilmektedir. Yontemin
belirleme ve tayin smirlar1 patates kizartmasi ve patates cipsi icindeki akrilamid
tayinini gergeklestirecek kadar diigiik olarak tespit edildiginden gelistirilen analiz
yonteminin uygulamasi bu iki gida Ornegindeki akrilamid tayinine uygulanmistir.
Denenen oOrneklerde tespit edilen akrilamid igerikleri, literatiirde farkli analiz
yontemleri ile bulunan sonucglarla uyumluluk gostermistir. Literatiir ¢aligmalar ve
uluslararas1 gida organizyasyonlan simdiye kadar patates cipsi i¢in 0,17- 3,7 mg/kg
arasinda, patates kizartmasi icin 0,2- 12 mg/kg arasinda akrilamid igerigi rapor
etmislerdir [38]. Calisilan Orneklere yapilan geri kazamim degerleri yontemin
dogrulugunu kanitlamstir.

Gelistirilen analiz yonteminin en biiylikk avantaji basit bir ekstraksiyon islemi
ardindan hi¢bir 6n tiirevlendirme, 6n saflastirma veya 6n derisiklendirme iglemleri
gerekmeden oOrneklerin dogrudan kolona enjeksiyonu sonucu ayirma isleminin
basitligi ve kisa siiresidir. Ayrica nL. boyutundaki enjeksiyon hacmi nedeniyle hem
kullanilan standartlar hem de diisiik hacimli ayirma ortamu ile kimyasal ekonomi
saglayan bir yontemdir. Ayirma ara yikamalarla siirekli yenilenen ve likit
kromatografinin pahali kolonlar1 yerine ¢ok daha ucuz silika kapilerlerde
gerceklestigi i¢in tiim analiz yontemi hem zaman hem de madde acisindan
ekonomiktir.

Akrilamidin 1s1l iglem sonucunda gida 6rneklerinde ortaya ciktigi bilinmektedir. Su
anda calismalar gida iiriinlerinde gerceklestirilecek islemler sonucu bu olusumu
onlemek ya da akrilamid miktarlarini azaltmak yoniinde gelismektedir. Bu ¢alismalar
esnasinda, her laboratuar tarafindan temin edilebilecek, hizli sonu¢ alinan ve
ekonomik analiz yontemlerinin 6nemi artmaktadir. Gelistirilen NACE yontemi bu

acidan faydali olacaktir.

35



36



7. BiYOJENIK AMiN DENEYSEL KISIM

7.1 Malzemeler ve Yontemler

7.1.1 Malzemeler

Floresein izotiyosiyanat izomer I (FITC), triptamin, spermidin, putresin Fluka marka
(Buchs, Almanya); Histamin, tiramin ve kadaverin Sigma-Aldrich (Steinheim,
Almanya) marka; Brij 35, dodesilsiilfat sodyum tuzu (SDS), Na,;B40;.10H,0,
Trikloroasetik asit (TCA) ve aseton Merck (Darmstadt, Almanya) markadir. Susuz
sodyum karbonat Carlo Erba’dan (Rodano, italya) temin edilmistir. Tiim biyojenik
aminlerin ana ¢ozeltileri Elga Purelab Option-7-15 model sistemi ile elde edilen
deiyonize su ile, FITC ana cozeltisi ise 20 mM olacak sekilde asetonda coziilerek
hazirlanmistir. Biitiin ana ¢6zeltiler karanlikta ve 4° C’ da saklanmig ve gerektiginde
yeniden hazirlanmistir. Calismada kullanilan balik 6rnekleri salamura palamut-
lakerda (Sadra sadra) ve tuzlu sardalyadir (Sardina pilchardus). Baliklardaki nem
oranlar1 5 gramlik balik 6rneginin firinda 105°C sicaklikta sabit tartima gelene kadar
kurutulmasiyla tespit edilmistir. Nem oranlar lakerda icin % 58 (a/a), sardalya i¢in
% 53 (a/a); tuz oranlar ise mohr yontemi kullanmlarak sirasiyla % 16 (a/a) ve % 19

(a/a) olarak tespit edilmistir.

7.1.2 Salamura Balik Orneklerinin Hazirlanmasi

Ureticiden alinan bilgiye gore, lakerda baliklar yaklasik enlemesine 3 cm
genigliginde kesildikten sonra (bas ve kuyruk hari¢) baligin kilcigi dikkatlice
cikartilmigtir. Balik parcalar1 soguk su ile iyice yikandiktan sonra tiim gece boyunca
tuzlu suda kani gidene kadar tutulmustur. Ardindan 10-14 giin boyunca kaya tuzunda
bekletilmistir. Bu zaman siirecinde kanli su —eger varsa- degistirilmistir. Kuru
tuzlanan lakerdalar % 20-25 tuzlu suda saklanmistir. Sardalya baliklar bir tabaka tim

halde sardalya, bir tabaka tuz seklinde siralanarak salamura edilmistir.

37



7.1.3 Balik Orneklerinin Ekstraksiyonu

Balik ornekleri el blenderinda parcalandiktan sonra 5 gramlik kissm % 6
trikloroasetik asitin 10 mL’si ile 2’er dakika vorteksde karistirilmistir. 3500 rpmde
10 dakika santrifiijlendikten sonra, kalan kat1 kistma ayni iglem tekrar uygulanmistir.
Toplanan sivi kisitm once whatman 41 siizge¢ kagidi ile ardindan 0,45 pm’lik
membran filtreden siiziilmiis ve ardindan NaOH ile pH’1 7 e ayarlanarak 25 mL

hacme deiyonize su ile tamamlanmistir.

7.1.4 Standartlarin Tiirevlendirilmesi

Her bir biyojenik amin konsantrasyonu 0,3 mM olacak sekilde; 9,5 mM FITC, 84
mM Na,CO; iceren 1 mL’lik c¢ozelti karisimi ana ¢ozeltilerden seyreltilerek
hazirlanmustir. Cozeltinin pH’1 NaOH ile 9 olarak ayarlandiktan sonra 40°C da
karanlikta 4 saat tiirevlendirilmistir. Kullanilan FITC’in mol oran1 biyojenik
aminlerin toplam mol sayisimin 5 kati olarak optimize edilmistir. Tiirevlendirme
sicakligl ve zamani da standartlarin pik alanlarinin en yiiksek degerine gore optimize
edilerek secilmistir. Tiirevlendirilen standart biyojenik amin karisimi iki kademede
1000 kez seyreltilerek enjekte edilmistir. Sekil 7.1’de FITC ile biyojenik aminlerin

verdigi reaksiyon goriilmektedir.
(0] l O l OH O l 0] I OH
— —
] COOH * BRONE, O COOH

N=C=—S§ R—HN NH

Sekil 7.1: FITC ile aminlerin reaksiyonlari.
7.1.5 Orneklerin Tiirevlendirilmesi
Balik orneklerindeki tiirevlendirici konsantrasyonu, artan oranlarda FITC
kullanilarak biyojenik aminlerin pik yiiksekliklerinin ve tiirevlendiricin asirisinin

pikinin gozlemlenmesi ile secilmistir. 100 uL balik ekstrakti, 200 pL. 19 mM FITC
ve 300 uL 0,3 M karbonat tamponu (pH=9) eklendikten sonra 1 mL hacime
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deiyonize su ile tamamlanan 6rnek 40°C da 4 saat tiirevlendirmistir. Baliklardaki
biyojenik aminlerin nicel ve nitel analizi amaciyla bu 6rneklerden 20 ile 1000 kat
deiyonize suyla seyreltme yapilarak injeksiyon yapilmistir. Seyreltmeye bagh
hatalarin olusmasimi en aza indirgemek amaciyla ¢aligmada 2 kademeli seyreltme

yapilmistir.

7.2 Cihazlar ve Cahsma Kosullar

Ayirimlar  Agilent kapiler elektroforez sisteminde (Waldbronn, Almanya)
gerceklestirilmis ve ZETALIF 2.000 lazer indiiklenmis floresans dedektor ile
(Picometrics, Montlaur, Fransa) dedekte edilmistir. 488 nm’de Ar-iyon lazer ile
uyarimistir. Veri eldesi ve degerlendirmesi Agilent ChemStation programinda
yapilmistir. Ayirnm 25 kV potansiyel uygulanarak 25°C derecede, injeksiyonlar 50
mbar basingta 6 saniyede gerceklestirilmistir.

Kullanilan silika kapiler kolon 50 pm i¢ c¢apmma sahiptir ve Polymicro
Technologies’den (Phoenix, AZ, Amerika) temin edilmistir. Toplam uzunlugu 63 cm
ve etkin uzunlugu 47 cm’dir. Yeni silika kapiler ilk kullanimda 1 M NaOH ile 30
dakika, su ile 10 dakika siireyle muamele edilmistir. Giin baslarinda kapiler kolon 1
M NaOH ile 15 dakika, su ile 2 dakika ve tampon ¢ozelti ile 5 dakika siireyle
yikanmistir. Enjeksiyonlar arasinda 2 dakika 0,1 M NaOH ve 2 dakika su ardindan 5

dakika siireyle tampon ¢ozelti ile yikama yapilmistir.
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8. BIYOJENIK AMIN ANALIZi SONUCLARI

8.1 Metod Optimizasyonu

Sodyum dodesil siilfat (SDS) biyojenik aminlerin ayriminda ¢okca kullanilan bir
yiizey aktif maddedir [25]. Bu calismada biyojenik aminlerin ayrimi i¢in ilk kez
yiiksiiz bir ylizey aktif madde olan Brij 35 kullanilmistir. Tiirevlendirilen biyojenik
amin standart karigtmi SDS ve Brij surfaktani iceren 75 mM borat pH:9,7 tamponuna
ayrt ayri enjekte edilmistir. Brij 35 igeren tamponda SDS’li tampona gore hem
ayinm zamaninda kisalma hem de floresans siddetinde artis gozlemlenmistir.
Tamponda Brij 35 kullanildiginda elektroforetik ayirim 10 dakikada gerceklesmis ve

de floresans siddetinde 4 ile 21 kat arasinda artis gézlemlenmistir. (Sekil 8.1)

2 + 3
40 -
B 1
4
30 5
6
20
-)
LL
T
10 o L_LJU. I
A 6 3 2 1,
U JU.\_.;LA‘J\*
0_
T T T T T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14

Zaman (dakika)

Sekil 8.1 : Biyojenik aminlerin elektroferogramlari A) 75 mM Borat, 20 mM SDS ( pH:9,7)
B) 75 mM Borat , 10 mM Brij. Voltaj:25 kV. Kapiler 50um (63x47)cm,
injeksiyon:hidrodinamik, 50 mbar, 6 s. 1=Trp, 2=Tyr, 3=Cad, 4=Spr, 5=His,
6=Put. Her birinin konsantrasyonu 0,3 uM . *=FITC
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[k tampon denemelerinde 100 mM Boratla calisilmis fakat sonrasinda denenen 75
mM Borat tamponunda pik yiikseklikleri arttigi icin calismalara 75 mM Borat
tamponu ile devam edilmisti. Hem SDS hem de Brij 35 iceren tamponlarda
biyonejik aminlerin yerlerini tespit etmek amaciyla iiclii biyojenik amin karigimlar
degisen konsantrasyonlarda enjekte edilmistir. Optimum tiirevlendirme sicakliginin
belirlenmesi i¢in es zamanli olarak oda sicakliginda ve 40°C derecede 1-2-4-6 ve 24
saat karanlikta bekleyen oOrnekler enjekte edilmistir. 4 saat 40°C derecede
tirevlendirilen ornegin en yiiksek pik boylarina sahip oldugu gozlemlenmistir.
Tiirevlendirici (FITC) konsantrasyonunun secilmesi i¢in toplam biyojenik amin mol
sayistin 1,5 — 2,5 ve 5 katlar1 denenmis ve 5 kat FITC en uygun 6rnek olarak

belirlenmistir.

Son olarak Brij konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Brij 35 yiiksiiz miseller
halinde bulunur ve bu miseller elektroosmotik akis ile katoda dogru hareket ederler.
FITC ile tiirevlendirilmis biyojenik aminler negatif yiiklendiklerinden anoda dogru
hareket etmeye meyilli olacaklar ve ancak onlarda elektroosmotik akis ile katod
yoniine siiriikleneceklerdir. Bu arada elektroosmotik mobilite ile daha hizli hareket
eden Brij miselleri ile iliskiye giren biyojenik aminlerin detektdre ulagsma hizi
artacaktir. Sekil 8.2 tampondaki Brij 35 konsantrasyonuna karsi biyojenik aminlerin
gd¢ zamanlarindaki degisimi goOstermektedir. Yiiksiiz yiizey aktif maddenin bir
avantaji olarak, 5 ile 40 mM Brij konsantrasyonlarinda akim nerdeyse ayni
kalmaktadir (104 pA - 97 uA). Tiim denenen Brij 35 konsantrasyonlarinda biyojenik
aminler arasindaki rezoliisyon degerleri yeterlidir. Brij konsantrasyondaki degisim,
pikler arasindaki rezoliisyonu etkiledigi gibi pik alanlarini etkilememistir. Bu
nedenle, farkli gergek drneklerdeki biyojenik aminlerin matriks piklerinden ayrilmasi
degistirilen Brij 35 konsantrasyonu ile akim ve pik alam1 degismeksizin

gerceklestirilebilir.
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Sekil 8.2 : Tampondaki Brij 35 konsantrasyonuna karst biyojenik
aminlerin go¢ zaman grafigi.

8.2 Metod Validasyonu

Yontemin biyojenik aminler i¢in dogrusal kalibrasyon araligi, kalibrayon esitligi ve
regrasyonu ve LOD ve LOQ degerleri toplu olarak Cizelge 8.1 de verilmistir.
Literatiirde, biyojenik aminlerin FITC ile tiirevlendirilerek CE-LIF yontemiyle tayin
edildigi 3 calisma bulunmaktadir. Bu calismalarda dedeksiyon limitleri sirasiyla
0,72-35 nM [28], 10 nM [80] ve 1,8-2,5 nM [31] olarak bulunmustur. Goriildiigii
gibi bu tez calismasinda daha diisik LOD degerlerine ulasilmistir. CE-LIF yontemi
ile biyojenik amin tayinlerinde sadece CaO ve arkadaslar1 [81] (0,25-2,5 nM) ve
Zhang ve arkadaglar1 [82] (0,4-1,5 nM) kendi laboratuvarlarinda sentezledikleri
floresan boyalarla tiirevlendirilen biyojenik aminlerin LOD degerleri bizim LOD

degerlerimize yaklasabilmistir.
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Cizelge 8.1 : Yontem validasyon toplu sonuglart.

B.A Lineer Alan Dogrusal Esitlik r? LOD LOQ Alt
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (% RSD)
Trp 1-300 y=0.538826x-0.0002388 0,99974 0,416 1,39 1,98
Tyr 1-225 y=0.689102x-0.00094 0,99976 0,420 1,40 321
Cad 6-300 y=0.63582891x-0.000933 0,99949 0,627 2,09 2,99
Spd 6- 800 y=0.31973449x+0.0018684 0,99873 1,00 3,34 324
His 6-1000  y=0.241110021x+0.0079926 0,99364 1,02 3,38 2,65
Put 4- 450 y=0.39447384+0.0007039 0,99920 1,26 4,19 1,63

8.3 Yontemin Gida Orneklerine Uygulanmasi

Balik ornekleri yukarida anlatildig: sekilde tiirevlendirildikten sonra, Lakerda ornegi
100 kez ve tiramin teshisi icin yiiksek konsantrasyonda tiramin igerdigi icin 1000 kez
seyreltilerek enjekte edilmistir. Standart biyojenik amin karigimi seyreltik balik
orneklerine eklenerek biyojenik aminlerin yerleri tespit edilmistir (Sekil 8.3).

Sardalya 6rnegi de on denemelerden sonra 20 kez seyreltilerek enjekte edilmistir

(Sekil 8.4).
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Sekil 8.3: (A)Lakerda Ekstrakt Elektroferogramn  (1/100  seyreltilmis)  (B)
Biyojenik amin standartlari eklenmis Lakerda Ekstrakt
Elektroferogramu.1:Triptamin 2:Tiramin * FITC 3:Kadaverin
4:Spermidin ~ 5: Histamin 6:Putresin. Ust elektroferogram 1/1000
seyreltilmis tampondaki Brij 35 konsantrasyonuna kars1 biyojenik
aminlerin go¢ zamani grafigi. Sartlar Sekil 8.1 A’da verildigi gibidir.
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Sekil 8.4 : (A) Sardalya ekstrakt elektroferogrami (1/20 seyreltilmis) (B) Biyojenik
amin standartlar1 eklenmis Sardalya ekstrakt elektroferograma .

Balik 6rneklerindeki biyojenik amin miktarlar1 Cizelge 8.2’de verilmistir.

Cizelge 8.2 : Balik 6rneklerindeki biyojenik amin miktarlar1 (mg/kg) .

Trp Tyr Cad Spd His Put
Lakerda - 3109 - - 72,321 | 13545
Sardalya - 4,1240,05 | 34,0+£0,7 | - 66,6+2,8 | -
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8.3.1 Metodun Dogrulugu

Geri kazanim calismalari, balik 6rneklerine ii¢ farkli konsantrasyonda biyojenik amin

standart1 eklenerek yapilmistir. Toplu geri kazanim sonuglart Cizelge 8.3’de

goriildiigii gibidir.
Cizelge 8.3: Geri kazanim sonuclart .
Biyojenik Amin Balk Ornegindeki Eklenen Geri Kazamim
Miktar (uM) Miktar (uM)

Trp 0 0,060 % 93,7
0 0,15 % 101

0 0,30 % 103

Tyr 0.090 0.040 % 90
0.090 0,096 % 105

0.021 0,045 % 102

Cad 0 0,060 % 99
0 0,15 % 105

0 0,30 % 102

Spr 0 0,060 % 95,9
0 0,15 % 99,3

0 0,30 % 99,7

His 0,14 0,060 % 99,3
0,14 0,10 % 102

0,14 0,30 % 101

Put 0,33 0,15 % 100
0,33 0,30 % 103

0,16 0,30 % 99,6
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8.4 Sonuclar

Gelistirilen analiz yontemiyle, biyojenik aminler etkin bir sekilde ayrilirken,
kullanilan yiiksiiz yiizey aktif maddenin floresans duyarligmmi arttirmasi sonucu
literatirde CE-LIF yontemleriyle simdiye kadar ulasilan en diisiikk belirleme
sinirlarina inilmigtir.  Yontemin = dogrusal  kalibrasyon — aralifinin = ve
tekrarlanabilirliginin  biyojenik aminlerin giivenilir analizini gergeklestirecek
diizeyde oldugu tespit edilmistir. Gelistirilen analiz yonteminin ger¢ek Orneklere
uygulanmasi  tuzlanmig balik Orneklerinde biyojenik amin tayinlerinde
gergeklestirilmistir. Cok diisiik dedeksiyon siirlarina inildigi icin tuzlu drnekler cok
seyreltilerek enjekte edilebilmistir. Tuzlanmig balik Orneklerinin tuz miktarlar
ekstraksiyon cozeltilerinde seyreltme oranlarina gore 0,055 mM ile 2,74 mM
konsantrasyona indigi i¢in tuzun olumsuz matriks etkisi ortadan kalkmistir. Gercek

orneklere yapilan standart eklemelerle yontemin dogrulugu saptanmistir.

47



48



KAYNAKLAR

[1] Swedish National Food Administration. (2002). Information about Acrylamide
in Food 24 April 2002, http://www.slv.se. alindig tarih: 2/09/2011

[2] Tareke, E., Rydberg, P., Karlsson, P., Eriksson, S., Toernqvist, M. (2000).
Acylamide: A Cooking Carcinogen?, Chem. Res. Toxicol., 13(6) ,
517-522.

[3] Tareke, E., Rydberg, P., Karlsson, P., Eriksson, S., Toernqvist, M. (2002).
Analysis of Acrylamide, a Carcinogen Formed in Heated Foodstuffs,
J. Agric. Food Chem., 50(17) , 4998-5006.

[4] Mottram, D. S., Wedzicha, B. L., Dodson, A. T. (2002). Acrylamide is formed
in the Maillard reaction, Nature, 419(6906), 448-449.

[5] Stadler, R. H., Blank, I., Varga, N., Robert, F. ve digerleri (2002).
Acrylamide from Maillard reaction products, Nature, 419(6906), 449-
450.

[6] Zhang, Y., Zhang, G., Zhang, Y. (2005). Occurrence and analytical methods of
acrylamide in heat-treated foods - Review and recent developments, J.
Chromatogr. A, 1075(1-2), 1-21.

[7] International Agency for Research on Cancer. (1994). Some Industrial
Chemicals, IARC Monographs on the Evaluation for Carcinogenic
Risk for Chemicals to Humans, 60, IARC, Lyon, Sf. 435.

[8] Wenzl, T., M., de la Calle , M. B., Anklam, E. (2003). Analytical methods for
the determination of acrylamide in food products: a review, Food
Addit. Contam., 20(10), 885-902.

[9] Ono, H., Chuda, Y., Ohnishi-Kameyama, M., Yada, H. et al. (2003). Analysis
of acrylamide by LC-MS/MS and GC-MS in processed Japanese
foods, Food Addit. Contam., 20(3), 215-220.

[10] Biedermann, M., Biedermann-Brem, S., Noti, A., Grob, K. et al. (2002).
Two GC-MS methods for the analysis of acrylamide in foods, Mitt.
Lebensmittelunters. Hyg., 93, 638-652.

[11] Tateo, F., Bononi, M. (2003). A GC/MS method for the routine determination
of acrylamide in food, Ital. J. Food Sci., 15(1), 149-151.

[12] Bermudo, E., Ruiz-Calero, V., Puignou, L., Galceran, M.T. (2004).
Microemulsion electrokinetic chromatography for the analysis of
acrylamide in food, Electrophoresis, 25(18-19), 3257-3262.

[13] Bermudo E., Nuaiiez O., Puignou .L, Galceran M.T. (2006). Analysis of
acrylamide in food samples by capillary zone electrophoresis, J
.Chromatogr. A, 1120(1-2), 199-204.

49



[14] Bermudo E., Niiiez O., Puignou. L, Galceran M.T. (2006). Analysis of
acrylamide in food products by in-line preconcentration capillary zone
electrophoresis, J.Chromatogr. A, 1129(1) 129-134.

[15] Zhou X., Fan L.-Y., Zhang W., Cao C.-X. (2007). Separation and
determination of acrylamide in potato chips by micellar electrokinetic
capillary chromatography, Talanta, 71(5), 1541-1545.

[16] Chantooni, M. K., Jr., Kolthoff, I. M. (1975) Acid-Base Equilibria In
Methanol, Acetonitrile, And Dimethyl-Sulfoxide In Acids And Salts
Of Oxalic-Acid And Homologs, Fumaric And Orthophthalic Acids -
Transfer Activity-Coefficients Of Acids And lIons, J. Phys. Chem.,
79(12), 1176-1182.

[17] Geiser L., Veuthey J.-L. (2007) Nonaqueous capillary electrophoresis in
pharmaceutical analysis, Electrophoresis, 28(1-2), 45-47.

[18] Porras S. P., Riekkola M.-L, Kenndler, E. (2003). The principles of
migration and dispersion in capillary zone -electrophoresis in
nonaqueous solvents, Electrophoresis, 24(10), 1485-1498.

[19] Porras S. P., Kenndler, E. (2005). Are the asserted advantages of organic
solvents in capillary electrophoresis real? A critical discussion,
Electrophoresis , 26(17), 3203-3220.

[20] Porras S. P. (2006). Capillary zone electrophoresis of some extremely weak
bases in acetonitrile, Anal. Chem., 78(14), 5061-5067.

[21] Saaid, M., Saad, B., Hashim, N. H., Mohamed Ali, A. S.,Saleh, M. 1. (2009)
Determination of biogenic amines in selected Malaysian food, Food
Chem., 113(4), 1356-1362.

[22] Shalaby, A. R., (1996). Significance of biogenic amines to food safety and
human health, Food Res. Int., 29(7), 675-690.

[23] Al Bulushi, 1., Poole, S., Deeth, H. C., Dykes, G. A. (2009). Biogenic Amines
in Fish: Roles in Intoxication, Spoilage, and Nitrosamine Formation:
A Review Crit.Rev. Food Sci., 49(4), 369-377.

[24] Buatti, S., Boschelle, O., Mozzon, M., Battistutta, F. (1995). Determination
of biogenic amines in alcoholic and non-alcholic beers by HPLC,
Food Chem. 52(2), 199-202.

[25] Chiu, T. C ., Lin, Y. W., Huang, Y. F., Chang, H. T. (2006). Analysis of
biologically active amines by CE, Electrophoresis, 27(23), 4792—
4807.

[26] Garcia-Canas, V., Cifuentes, A. (2008). Recent advances in the application of
capillary electromigration methods for food analysis, Electrophoresis ,
29(1), 294-309.

[27] Cifuentes, A. (2006). Recent advances in the application of capillary
electromigration methods for food analysis , Electrophoresis , 27(1),
283-303.

50



[28] Rodriguez, 1., Lee, H. K., Li, S. F. Y. (1999) Ion-pair solid-phase extraction of
biogenic amines before micellar electrokinetic chromatography with
laser-induced fluorescence detection of their fluorescein thiocarbamyl
derivatives, Electrophoresis 20(9), 1862—1868.

[29] Cortacero-Ramirez, S., Arraez-Roman, D., Segura-Carretero, A.,
Fernandez-Gutiérrez, A. (2007). Determination of biogenic amines
in beers and brewing-process samples by capillary electrophoresis
coupled to laser-induced fluorescence detection, Food Chem., 100(1),
383-389.

[30] Feng, X., Chen, S., Xu, Y., Du, W., Luo, Q., Liu, B.-F. (2008). Separation
and determination of biogenic amines in fish using MEKC with novel
multiphoton excitation fluorescence detection, J. Sep. Sci., 31(5), 824—
828.

[31] MingDu, M., Flanigan, V., Ma, Y. (2004). Simultaneous determination of
polyamines and catecholamines in PC-12 tumor cell extracts by
capillary electrophoresis with laser-induced fluorescence detection,
Electrophoresis, 25(10-11), 1496-1502.

[32] Lalljie, S. P. D., Sandra, P. (1995) MEKC Analysis of FITC and DTAF
Amino-Acid Derivatives With Lif Detection, Chromatographia, 40(9-
10), 513-518.

[33] Hu, S., Li, P. C. H. (2000) Micellar electrokinetic capillary chromatographic
separation and fluorescent detection of amino acids derivatized with
4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole, J. Chromatogr. A, 876(1-2),
183-191.

[34] Liu, X, Li, D. F.,, Wang, Y., Lu, Y. T. (2004) Determination of 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid in apple extracts by capillary
electrophoresis with laser-induced fluorescence detection, J.
Chromatogr. A ,1061(1), 99—-104.

[35] Molina, M., Silva, M. (2001). Simultaneous determination of phosphorus-
containing amino acid-herbicides by nonionic surfactant micellar
electrokinetic chromatography with laser-induced fluorescence
detection, Electrophoresis, 22(6), 1175-1181.

[36] Molina, M., Silva, M. (2002). Analytical potential of fluorescein analogues for
ultrasensitive determinations of phosphorus-containing amino acid
herbicides by micellar electrokinetic chromatography with laser-
induced fluorescence detection, Electrophoresis, 23(7-8), 1096—-1103.

[37] Cao, L. W., Hong, W., Zhang, H. S. (2006). Determination of phosphoamino
acids by 6-oxy-(N-succinimidyl acetate)-9-(2 -
methoxycarbonyl)fluorescein and MEKC with LIF detection,

Chromatographia, 63(11-12), 571-578.

[38] Friedman, M. (2003). Chemistry, Biochemistry, and Safety of Acrylamide. A
Review, J. Agric. Food Chem., 51(16), 4504-4526.

51



[39] Johnson, K., Gorzinski, S., Bodner, K.,Campell, R., Wolf, C., Friedman,
M.; ve Mast, R. (1986). Chronic toxicity and oncogenicity study on
acrylamide incorporated in the drinking water of Fischer 344 rat,
Toxicology and Applied Pharmacology, 85, 154-168.

[40] Capuano, E., Fogliano, V. (2011). Acrylamide and 5-hydroxymethylfurfural
(HMF): A review on metabolism, toxicity, occurrence in food and
mitigation strategies, Food Science and Technology, 44 (4) , 793-810.

[41] Mucci, L., Dickman, P., Steineck, G., Adami, H., Augustsson, K. (2003).
Dietary acrylamide and cancer of the large bowel, kidney and bladder:
Absence of an association in a population-based study in Sweden,
British Journal of Cancer, 88, 84-89.

[42] Hagmar, L., Wirfalt, E., Paulsoon, B., Tornqvist, M. (2005). Differences in
haemoglobin adduct levels of acrylamide in the general population

with respect to dietary intake, smoking habits and gender, Mutation
Research, 580 , 157-165.

[43] Keramat, J., LeBail, A., Prost, C., Jafari, M. (2011). Acrylamide in Baking
Products: A Review Atrticle, Food Bioprocess Technology, 4 (4), 530-
543.

[44] WHO. (2005). Summary report of the sixty-fourth meeting of the Joint
FAO/WHO expert committee on food additive (JECFA). Rome, Italy:
The ILSI Press International Life Sciences Institute. Washington, DC,
1-47.

[45] Url-1<http://www.who.int/ipcs/food/jecta/summaries/summary_report_64.final
.pdf.>, alindig tarih: 13/10/2011

[46] Claeys, W.L., Vleeschouwer, K.D., Hendrickx, ML.E. (2005). Quantifing The
Formation of Carcinogens During Food Processing Acrylamide,
Trends in Food Science & Technology, 16 (5), 181-193.

[47] Rydberg, P., Eriksson, S.; Tareke, E.; Karlsson, P.;Ehrenberg, L.;
Tornqvist, M. (2003). Investigations of factors that influence the
acrylamide content of heated foodstuffs, J. Agric. Food Chem. 51,
7012-7018.

[48] GOkmen, V., Palazoglu, T. K., Senyuva, H. Z., Karlsson, P.;Ehrenberg, L.
(2006). Relation Between The Acrylamide Formation and Time-
Temperature of Surface and Core Region of French Fries., Journal of
Food Engineering. 77, 972-976.

[49] Keramat, J., LeBail, A., Prost, C., Soltanizadeh, N. (2011). Acrylamide in
Foods: Chemistry and Analysis. A Review, Food Bioprocess
Technology, 4 (4), 340-363.

[50] Pedreschi, F., Kaack, K., Granby, K., Troncoso, E., (2006). Acrylamide
Reduction Under Different Pre-Treatments in French Fries, Journal of
Food Engineering, 79 (4), 786-793.

[51] Santos, S. (1996). Biogenic amines: their importance in foods. Int.J.Food
Microbiol. 29, 213-231.

52



[52] Maijala, R. L., Eerola, S. H., Aho M. A, Hirn J. A. (1993). The Effect of
GDL-induced pH decrease on the formation of biogenic amines in
meat. J Food Protect; 56 (2): 125-129.

[53] Kvasnic¢ka, F., Voldrich, M. (2006). Determination of biogenic amines by
capillary zone electrophoresis with conductometric detection, Journal
of Chromatograhy A, 1103, 145-149.

[54] Ozogul, F., Kiiley, E., Ozogul, Y. (2004). Balik ve Balik Uriinlerinde Olusan

Biyojenik Aminler, Ege Universitesi Su Uriinleri Dergisi. 21, 375-
381.

[55] Bardocz, S. (1995). Polyamines in Foods and Their Consequences for Food
Quality and Human Health, Trends in Food Scienceand Technology,
6, 341-346.

[56] Halasz, A., Barath, L.S.S., Holzapfel, W. (1994) Biogenic amines and their
production by microorganisms in food. Trends in Food Science and
Technology. S, 42-49.

[57] Maijala, R., Eerola, S. (1993). Contaminant Lactic Acid Bacteria of dry
sausages produce histamine and tyramine, Meat Sci., 35, 387-395.

[58] EU Directive. (2007). Amending Regulation (EC) No 2073/2005 on
microbiological criteria for foodstuffs. Commission Regulation (EC)
No 1441/2007 of 5 December 2007. Official Journal of European
Union,.

[59] Gokoglu N., Varhk C. (1995). Sardalya konservelerinin histamin biyojen
amini yoniinden incelenmesi, Gida., 5, 273-279.

[60] Fernandez, S. J., Mackie, I. M. (1987). Technical note: Preliminary survey of
the content of histamine and other higher amines in some samples of
spanish canned fish. Int. J. Food Sci.Technol. 22, 409-412.

[61] Rawles, D. D., Flick, G. J. (1996). Biogenic amines in fish and shellfish. Adv.
Food Nut.. Res. 39, 329-365.

[62] Auerswald, L., Moren, C., Lopata, A. L. (2006) Histamine levels in
seventeen species of fresh and processed South African seafood,
Food Chem., 98 (2), 231-239.

[63] Engelhardt, H. and Beck, W., Schmitt, T.,1994. Capillary Electrophoresis ,
Lengericher Handelsdruckkerei, Lengerich.

[64] Url-2 <http://ull.chemistry.uakron.edu/chemsep/14-Electrophoresis.pdf>,
Alindig1 Tarih: 23.03.2005

[65] Bjergegaard, C. And Michaelsen, S., 1999. Chromatography and Capillary
Electrohoresis in Food Analysis, Paston Prepress, Denmark.

[66] Heigher, D.N., 1992. High Performance Capillary Electrophoresis, Heelet
Packard GmbH, Germany.

[67] Zhang, Y., Zhang, G., Zhang, Y. (2005). Occurrence and Analytical Methos
of Acrylamide in heat-treated foods, J. Chromatogr. A, 1075,1-21.

[68] Pedersen, J. R., Olsson, J. O. (2003). Soxhlet Extraction of Acrylamide From
Potato Chips, Analyst , 128, 332-334

53



[69] Grob, K., Biedermann, M., Hoenicke, K., Gatermann, R. (2003). Comment
on “Soxhlet Extraction of Acrylamide From Potato Chips” by J. R.
Pedersen and J. O. Olsson, Analyst, 2003, 128, 332, Analyst, 128, 92.

[70] DeVries, J. W., Post, B. E. (2004). Comment on “Soxhlet Extraction of
Acrylamide From Potato Chips” by J. R. Pedersen and J. O. Olsson,
Analyst,2003, 128, 332, Analyst, 129, 93-95.

[71] Tanaka, M., Yoneda, Y., Terada, Y., Endo, E., Yamada, T. (2004).
Comment on “Soxhlet Extraction of Acrylamide From Potato Chips”
by J. R. Pedersen and J. O. Olsson, Analyst,2003, 128, 332, Analyst,
129, 96-98.

[72] Chantooni, M. K., Jr., Kolthoff, I. M. (1975). Acid-base equilibriums in
methanol, acetonitrile, and dimethyl sulfoxide in acids and salts of
oxalic acid and homologs, fumaric and o-phthalic acids. Transfer
activity coefficients of acids and ions, J. Phys. Chem. , 79, 1176—
1182.

[73] Kolthoff, 1. M., Chantooni, M. K., Jr. (1973). Protonation Constants of Very
Weak Uncharged Bases in Acetonitrile, J. Am. Chem. Soc., 95, 8539—
8546.

[74] Coetzee, J. F., Kolthoff, I. M. (1957). Polarography in Acetonitrile III.
Bronsted Acids. Amperometric Titration of Amines with Perchloric
Acid. Oxygen, J. Am. Chem. Soc., 79, 6110-6115.

[75] Kinugasa, M., Kishi, K., Ikeda, S. (1973). Infrared Study of the Interaction
Between Anhydrous Perchloric Acid and Acetonitrile, J. Phys. Chem,
77,1914-1918.

[76] Bagno, A., Lovato, G., Scorrano, G. (1993). Thermodynamics of protonation
and hydration of aliphatic amides, J. Chem. Soc. Perkin Trans., 2,
1091-1098.

[77] Grant, H. M., McTigue, P., Ward, D. G. (1983). The basicities of aliphatic
amides, Aust. J. Chem., 36, 2211-2218.

[78] Cox, R. A., Druet, L. M., Klausner, A. E., Modro, T. A. ve digerleri. (1981).
Protonation acidity constants for some benzamides, acetamides, and
lactams, Can. J. Chem., 59, 1568—1573.

[79] Edward, J. T., Chang, H. S., Yates, K., Stewart, R. (1960). Protonation Of
The Amide Group: 1. The Basicities Of Substituted Benzamides, Can.
J. Chem., 38, 1518-1525.

[80] Rodriguez, 1., Lee, H. K., Li, S. F. Y. (1996). Separation of biogenic amines
by micellar electrokinetic chromatography, J. Chromatogr. A, 745,
255-262.

[81] Cao, L., Wang, H., Ha, M., Zhang, H. (2006). Determination of biogenic
amines in HeLa cell lysate by 6-oxy-(N-succinimidyl acetate)-9-(2'-
methoxycarbonyl) fluorescein and micellar electrokinetic capillary

chromatography  with  laser-induced fluorescence detection,
Electrophoresis, 27(4), 827-836.

54



[82] Zhang, N., Wang, H., Zhang, Z. X., Deng, Y. H., Zhang, H. S. (2008).
Sensitive  determination of biogenic amines by capillary
electrophoresis with a new fluorogenic reagent 3-(4-fluorobenzoyl)-2-
quinolinecarboxaldehyde , Talanta , 76 (4), 791-797.

55



56



OZGECMIS

Ad Soyad: Selda BASKAN KAHRAMAN

Dogum Yeri ve Tarihi: istanbul 31/07/1980

Adres: ITU Fen-Edebiyat Fak. Kimya Boliimii 34469 Maslak/istanbul

E-Posta: baskansel @itu.edu.tr

Lisans: YTU Kimya Lisans 2003

Yiiksek Lisans : ITU Kimya Yiiksek Lisans 2005

Mesleki Deneyim ve Odiiller: “Principles and Applications of Metrology in
Chemistry Training Course” 2004, Ulusal Metrolji Enstitiisii.

Yayn Listesi:

Uzasci, S., Baskan, S., Erim, F. B. (2012) Biogenic Amines in Wines and
Pomegranate Molasses-A Non-lonic Micellar Electrokinetic Chromatography

Assay with Laser-Induced Fluorescence Detection, Food Analytical Methods,
5(1) , 104-108.

Oztekin, N., Baskan, S.,Kepekci, S. E., Erim, F. B., Topcu, G. (2010) Isolation
and analysis of bioactive diterpenoids in Salvia species (Salvia chionantha and
Salvia kronenburgiii) by micellar electrokinetic capillary chromatography,
Journal of Pharmaceutical And Biomedical Analysis ,51(2), 439-442.

Oztekin, N., Baskan, S., Erim, F. B. (2007) Determination of alginate copolymer
in pharmaceutical formulations by micellar electrokinetic chromatography, 850,
488-492.

Baskan, S., Daut-Ozdemir, A., Gunaydin, K ., Erim, F. B. (2007) Analysis of
anthraquinones in Rumex crispus by micellar electrokinetic chromatography,

71(2), 747-750.

Baskan, S., Oztekin, N., Erim, F. B. (2007) Determination of carnosic acid and
rosmarinic acid in sage by capillary electrophoresis, 101 (4), 1448-1452.

57



TEZDEN TURETILEN YAYINLAR/SUNUMLAR

Baskan, S., Tezcan, S.Kose, S.,Oztekin, N., Erim, F. B. (2010) Non-ionic
micellar electrokinetic chromatography with laser-induced fluorescence: A new
method tested with biogenic amines in brined and dry-salted fish,
Electrophoresis, 31(13), 2174-2179.

Baskan, S., Erim, F. B. (2007) NACE for the analysis of acrylamide in food,
Electrophoresis, 28 (22), 4108-4113.

58



