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1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Akrilamid endustride poliakrilamid ve polimerlerin tretiminde, elektroforez
jellerin  hazirlanmasinda, minerallerin  islenmesinde, toprak ve kum
stabilizasyonunda, baraj, kanalizasyon sistemlerinin kurulmasinda, kontakt lens,
kagit, boya, yag, kozmetik preperatlar ve jelatin kapsiiller dahil olmak {izere cesitli
tlketim malzemelerinin Gretiminde kullanilan, suda ¢ézinirligii yiiksek, beyaz

renkte, kokusuz bir monomerdir.

Akrilamidin  6ncelikli  kullanim  alani  yiiksek  molekiil  agirlikli
poliakrilamidlerin  Gretimidir. Akrilamid ekzotermik reaksiyonla hizla polimerize
olarak suda ¢bziinen polimerler olusturur. Avrupa Birligi’ ne uye ulkelerde Uretilen
akrilamidin yaklagik % 99.9' u poliakrilamid iretiminde kullaniimaktadir. Uretilen
poliakrilamidin yaklasik % 80-90' 1 ise igme suyu ve atlk su antiminda
kullanmiimaktadir. Polimerler 14.000 - 420.000 monomerden olusan 1 - 30 milyon
arasinda degigsen molekdl agirlikli hidrofilik polimerlerdir. Polimerlerin (iretimi
sirasinda polimerizasyon prosesi % 100 tamamlanmaz ve polimerler degisen
miktarlarda kalinti akrilamid monomeri igerirler. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
llag Kurumu (FDA) icme suyunda bulunabilecek kalinti akrilamid diizeyini 0.5 ug/L
ile, Avrupa Birligi (EU) ise 0.1 pg/L ile sinirlandirmistir. Ulkemizde de suyla temas
eden polimerlerden kaynaklanan kalinti akrilamid dizeyi, 0.1 ug/L ile

siniflandiriimistir.

Akrilamide maruziyet, igme suyu arntiminda kullanilan polimerler, atik sular,
gidalar ve sigara dumani araciligiyla veya mesleki maruziyet ile gerceklesebilir.
Akrilamid toksisitesinde hedef sinir sistemidir. Merkezi ve periferik sinir sisteminde
meydana gelen aksonal dejenerasyona bagli olarak polinéropati gelisir. Norotoksik
etki yaninda Ureme sistemi, genetik materyal ve gelisim iizerinde de olumsuz
etkiler gorulebilmektedir. Akrilamid, Uluslararasi Kanser Arastirma Kurumu (IARC)

tarafindan insanlar igin olasi kanserojen maddeler grubunda (2A) siniflandinimstir.



Akrilamid ile kontamine olmus suya maruziyet sonucu, insanlarda ve
hayvanlarda advers etkiler gozlenmistir. insanlarda gériilen etkiler, akrilamide
maruz kalan hayvanlarda gorilenlerle benzerdir. insanlarda dermal maruziyet
sonucu ellerde soyulma, eritem, dermatit gézlenmis, siganlarda oral maruziyet
sonucu Ozellikle adrenal, tiroid, over, uterus ve testislerde tiimér insidansinda artis

gortlmastur.

Akrilamidin igme sularinin aritiimasinda ve endiistride yaygin olarak
kullanimi igme ve yiizey sularinda bulunabilecegini dUgGndirmektedir. Cesitli gida
maddelerinde ve sularda akrilamid diizeylerinin tayini igin yontem gelistiriimesi
kapsaminda laboratuvarimizda baslattigimiz ¢alismalarin bir bolimiini olusturan
bu calismada, diode-array dedektér donanimh  yiiksek performansli  sivi
kromatografisi (HPLC-DAD) yéntemi ile sularda akrilamid dizeyinin tayin edilmesi
planlandi. Caligmamizin sonuglarinin  akrilamid ile ilgili  sUrdurtlmekte olan

arastirmalara katkisi olacagi disunilda.



2. GENEL BOLUM

21. AKRILAMID

2.1.1. Kimyasal Yapi

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) adi : 2-propenamid

Kimyasal adi : Akrilamid
Sinonimler : Akrilik asit amid, etilen karboksamid, propenoik asit amid, vinil
amid

Molekil formGlii:  C3HsNO
Yapisal formdlu : CH; = CH - CONH,
Molekdul agirhg : 71.09

Akrilamid: Akrilik asit amid, etilen karboksamid, propenoik asit amid, vinil
amid

Ticari akrilamidin saflik derecesi > % 99’ dur. Eser miktarda bulunabilen
safsizliklar; akrilik asit, asetamid, aseton, akrilonitril, bakir, formaldehit, hidrokinon,

metakrilamid, metil eter hidrokinon, peroksit, propanamid ve siilfattir.



2.1.2.  Fiziksel Ozellikleri

Erime noktasi : 84.5°C

Yogunluk : 30 °C’ de 1.122 g/mL
Suda ¢ozindrlik : 30 °C’ de 2.16 g/mL
Buhar basinci : 25°C' de 0.9 Pa

Beyaz renkli, kristalize, kati formda olan akrilamid su, metanol, etanol,
dimetileter ve asetonda ¢6ziinir, benzen ve heptanda ¢ozlnmez. Oda sicakhiginda

yavasca sublime olur.
Ticari olarak kati halde, % 30 veya % 50’ lik sulu ¢ézelti halinde bulunur.
2.1.3.  Kimyasal Ozellikleri

Akrilamid, igerdigi etilenik c¢ift bag ve amid grubu nedeniyle oldukga
reaktiftir. Amid grubu olan kimyasallarin verdigi hidroliz, dehidratasyon, alkoliz gibi
tipik reaksiyonlari verir. Etilenik gifte badi tizerinden ise, erime derecesinin altindaki
sicakliklarda ve UV isinlarina maruziyet sonucu ekzotermik reaksiyonla hizla
polimerize olur. Demir ve pas akrilamid cozeltilerinin  hizli  ekzotermik

polimerizasyonunu tetikler.

Polimerler 14.000 - 420.000 monomerden olusan 1 - 30 milyon arasinda
degisen molekil agirlikli hidrofilik polimerlerdir. Doymamis katerner amonyum
bilesikleri ile reaksiyon sonucu katyonik polimerler, karboksilik asit veya sulfonik
asit ile reaksiyon sonucu anyonik polimerler olusur. Polimerizasyon prosesi % 100
tamamlanmaz ve po!irﬁerler degisen miktarlarda reaksiyona girmeyen kalinti

akrilamid monomeri igerirler.



Akrilamid ayrica elektrofilik 6zelligi nedeniyle biyomolekiillerin yapisinda

bulunan - SH ve - NH, gibi niikleofilik gruplarla reaksiyona girebilir.
214  Kullanim Alanian
2.1.4.1 Akrilamid
Poliakrilamid tretimi
Akrilamidin  oncelikli  kullanim  alam  yiksa!  molekil  agirikh
poliakrilamidlerin dretimidir (1) . Akrilamid ilk defa 1893 yilinda Almanya’ da

dretilmistir ve ticari Gretimi 1954 yilinda baslamistir. Avrupa Birligi' ne tye tilkelerde
uretilen akrilamidin yaklasik % 99.9' u poliakrilamid Gretiminde kullaniimaktadir.

Elektroforez jeller

Akrilamid elektroforezde kullanilmak (izere polimer jelin hazirlanmasinda
kullanihr (2) .

Harglar
Akrilamid igeren harglar, kaya veya toprak kitlelerinin mutlak
dayanikiigimi  arttirmak i¢in  jeoteknolojik uygulamalarda ve su ve/veya

kanalizasyon borulari, tiinel, yol ve baraj yapimi gibi mutlak su gecirmezligi

gereken uygulamalarda kullanilirlar (3) .

2.1.4.2 Poliakrilamid

Uretilen poliakrilamidin yaklasik % 80-90’ 1 igme suyu ve atik su aritiminda
kullaniimaktadir (1) .



Flokiilasyon (Topaklastirma)

Ticari olarak uretilen akrilamid polimerlerinin en genis kullanim alan icme
suyunun, madencilik aktiviteleri, kagit yapimi gibi islemlerden kaynaklanan atik
sularin, lagim ve diger endustriyel prosesler sonucu olugsan sularin islenmesinde

kullanimidir.

Organik ve inorganik maddeler sulu ortamda Gozelti halinde veya
¢ozinmemis halde bulunurlar. Céziinmiis bilesikier;-farkli molekiil agirhginda
partiktl blydkligunde olan organik veya inorganik bilesiklerdir. Goziinmemis
maddeler, farkli partikil blyiikligiinde kolloidler veya siispande olmus
maddelerdir. iri taneli, 6zgiil agirgr yiiksek olan kat maddeler kendiliginden ¢okiip
ayrilirken, kolloid maddeler gibi partikiil caplari gok kiigiik (107- 10 mm), ¢okelme

hizlar oldukga yavas (yaklasik 30 cm/yil) olan katilarin ¢Okmesi zordur.

Filtrasyon, sedimentasyon ve santriflij gibi kati-sivi ayirma metotlari,
kolloidal partikiillerin gaplari kiiglik oldugundan stabil cozeltilere uygulanamaz.
Ayrica dogal kolloidlerin gogu negatif yiike sahiptir ve bu da onlan kararli hale
getirip ¢Okmelerini 6nleyen en 6nemli etkendir. Bu maddelerin kararli yapilarini
bozmak igin, ylizeylerinde olusan enerji bariyerlerinin astllimasi yani itme kuvvetinin
ortadan kaldinimasi gerekir. Koagtlasyon ile ortama pozitif yikld iyonlar verilerek
yuk nétralizasyonu gergeklestirilir ve partikiller arasinda itme kuvveti yok edilerek
kolayca ¢okebilir hale getirilir. Flokilasyon (Topaklastirma) ile de kararli yapilari
bozulmus olan partikiiller polimerle filtrasyonla uzaklastirlabilecek flok olusturarak

adsorplanirlar ve kati-sivi ayrimina olanak saglarlar.



Flokllasyon _

Sekil 1. Flokilasyon (Topaklastirma)

Koagulasyon - flokilasyon (topaklastirma) islemi ile bulaniklik, kolloidal
maddeler, renk, fosfor, BOI, KOI, Kjendal azotu, viriis, bakteri ve algler gibi organik
maddeler giderilebilir. Bu proses ayrica kadminyum, krom (Cr+3), kursun,

selenyum, civa, flortr, demir, aluminyum, bakir, arsenik gideriminde de kullanilir.

Stabil partikilleri veya koagiile siispansiyonlari destabilize ederek
filtrasyonla uzaklastinlabilecek agregatlar olusturmak igin kullanilan bu polimerler,
1 - 30 milyon molekdl agirlikli, 14.000 - 420.000 monomer zincir uzunlugunda
hidrofilik akrilamid polimerlerleridir. Bu polimerler homopolimerizasyon sonucunda
non-iyonik, kopolimerizasyon sonucunda ise katyonik veya anyonik olabilirler.
Katyonik polimerlerdeki kalinti akrilamid miktari daha fazladr.



Yiizey boyalar

Polimerler daha iyi pigment ayrimi ve akigi saglamak igin dagitici ve
baglayici olarak kullanilirlar. Yiizey boyalar ev uygulamalarinda ve otomotiv

sektortiinde kulanilir.
Tekstil
Akrilamid polimeri igeren 6zel jeller tekstil endistrisinde lubrikant olarak
kullanilir. Jel, giysilerin birbirleriyle yapismasini 6nler ve boyama isemi sirasinda
pigment dispersiyonuna yardimci olarak diiz, tek renk olusumunu saglar.
Deri igsleme
Poliakrilamidler deriye parlaklik ve esneklik verirler.
Kagit tretimi
Poliakrilamidler hem kagit Uretim prosesinde hem de iretim sirasinda
olusan atik suyun islenmesinde kullanilirlar. Kagit dretiminde liflerin, doigu
maddesinin, pigmentlerin ve diger bilesenlerin baglanmasina yardimei olur ve
uretimin kagit olusumu agamasinda suyun uzaklastinimasinda kullaniliriar.
Kozmetikler
Poliakrilamidler sabunlarda ve kozmetik preperatlarda koyulastirici olarak,

sa¢ Urtnlerinde parlaklik verici olarak ve cilt bakimi driinlerinde priizsiizlik

vermede kullanilr.



2.1.4.3 Akrilamid ve poliakrilamidlerin diger kullanim alanlari

Akrilamid ve poliakrilamidler ayrica gida ambalaji, maden cevheri, ham yag

isleme proseslerinde, topragdi beslemede, pestisid Uretiminde kullanilirlar (3).
215 Maruziyet
2.1.5.1 Cevresel maruziyet

Akrilamid, poliakrilamid Gretimi siras:...ia olusan atiklar ile veya polimerlerin
endUstride gesitli alanlarda kullanimlari sirasinda cevreye yayilabilir. Polimerlerdeki

polimerlegmemis, kalinti monomer akrilamid miktar dnemlidir.

Toprak : Toprak ve kum stabilizasyonundaki kullanim sirasinda akrilamid
topraga serbestlenebilir. Serbestlenen akrilamid topraga baglanmaz ve toprak
icinde hizla hareket eder.. Yapilan galigmalarda akrilamidin toprak tipi, pH ve
sicakliga bagl olarak farkli derecelerde biyodegredasyona ugradig gosterilmisgtir.
En ylksek derecede degredasyon alkali pH da ve vyiiksek sicakliklarda
gozlenmistir (4). Akrilamidin topraktaki yarilanma 6mrinin 30 gun oldugu

duslnilmektedir (3).

Atmosfer : Akrilamid atmosferde hidroksil radikalleri ile reaksiyona
girdiginden, havadaki konsantrasyonlarinin disik ve kisa omirlii olmasi
beklenmektedir. Bu ylizden, bu yolla akrilamide maruz kalan organizmalarda

herhangi bir etkiye neden oimasi beklenmemektedir.

Akrilamidin  sudaki  ylksek  ¢ozUnirligii  nedeniyle, yagmurla

uzaklastiriimasi olasidir (3).



Su : Akrilamidin giiclii asidik ve bazik kosullarda akrilik asit ve amonyaga
hidroliz oldugu veya biyodegredasyona ugradig bildirilmistir (5) . Akrilamid, killi
topraga gore kumlu toprakta daha hareketli oldugundan ve degredasyon hizi daha
dlstk oldugundan yizey sularini kontamine edebilir. Topraga baglanmadigindan
yeralti sularina gecebilir. Fakat sudaki g¢Ozlnurligl yiksek oldugundan ve
mikroorganizmalarla degrade oldugundan anlamli konsantrasyonlara ulagmasi

olasi degildir.

2.1.5.2 Mesleki maruziyet
Mesleki maruziyet, akrilamidin tasinmasi, saklanmasi ve kullanimi
sirasinda veya poliakrilamid Uretimi ve kullanimi sirasinda dermal yol veya

inhalasyon yolu ile gergeklesebilir.
2.1.5.3 igme suyu

icme suyu antiminda kullanilan poliakrilamid jellerdeki kalintt monomer
akrilamid yoluyla maruziyet gériilebilir. Amerika Birlesik Devietleri Gida ve ilag
Kurumu (FDA) igme suyunda bulunabilecek monomer akrilamid diizeyini 0.5 pg/L
ile, Avrupa Birligi (EU) ise 0.1 ug/L ile sinirlandirmigtir (6) . Ulkemizde de suyla
temas eden polimerlerden kaynaklanan kalintt monomer akrilamid diizeyi, insani
Tuketim Amach Sular Hakkinda Yonetmelik dogrultusunda 0.1 pug/L ile

sinirlandirilmistir (7).

2.1.5.4 Gidalar

2002 yilinda isve¢ Ulusal Gida idaresi (SNFA) tarafindan yiiksek isida
kizartilarak ya da firnlanarak hazirlanan gidalarda yiiksek miktarlarda akrilamid
bulundugu bildirilmistir. Bu tarihten itibaren birgok (ilkede gidalarda akrilamid miktar

tayini galismalan yapilmaktadir. Ulkemizde de Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arasgtirma

10



Kurumu (TUBITAK) tarafindan strdiriilen ve Avrupa Birligi tarafindan desteklenen
aragtirmalar yirGtlimektedir. Glinimiize kadar yapilan ¢alismalarda karbonhidrat
yoniinden zengin gidalarda yiiksek diizeyde akrilamide rastlanmigken, protein
yoninden zengin pisirilmis gidalarda akrilamid dizeyinin risk olusturacak diizeyde
olmadigi gosterilmistir. Cig ve kaynatilarak pisirimis gidalarda akrilamid teshis
edilememistir (8) . Gidalarda akrilamid olusumunun aminoasitler ile sekerler
arasinda gergeklesen Maillard reaksiyonu sonucu gergeklestigi anlasiimistir (9,10-
13) . Asparajinin akrilamid olusumundan sorumlu majér aminoasit oldugu tespit
edilmistir. Bunun asparajinin akrilamide yapisal benzerliginden kaynaklandig

dusdnulmektedir (12).
2.1.5.5 Kozmetik triinler
Avrupa Kozmetik Uriinler Bilimsel Komitesi (SCCNFP), vicut bakim
uranlerindeki kalintt monomer akrilamid dizeyini 0.1 ppm ile, diger kozmetik

Urtnlerde ise 0.5 ppm ile sinirlandirmistir (14).

insanlarda akrilamide maruziyet yollari Sekil 2’ de verilmistir.

11
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Sekil 2. Insanlarda akrilamide maruziyet yollari
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2.1.6 Farmakokinetik Ozellikler

Akrilamidin insanlardaki farmakokokinetigi ile ilgili veriler simirlidir.
Insanlarda gortilen klinik bulgular, deney hayvanlar ile yiritiilen calismalarin
sonuglari ile uyumlu oldugundan, tirler arasinda benzer farmakokinetik 6zellikler

oldugu dusunulmektedir.

Absorpsiyon : Hayvanlarda yapilan calismalarda maruziyeti takiben
akrilamidin hizla ve yaygin olarak absorplandigi gosterilmistir. insanlarda da
akrilamid maruziyetini takiben, akrilamidin hizla ve yaygin bir sekilde absorplandig

gorulmustdr (15) .

Dagilim ve Baglanma : Yapilan calismalarda akrilamidin yaygin bir
sekilde dokulara dagildig! ve plasentadan gectigi gosterilmistir.

Marlowe ve Clark tarafindan yapilan ¢alismada (16) , gebe farelere oral
yolla akrilamid uygulamasini takiben, hem annede hem de fetusta benzer dagilim

gortlmustur. Fetusa dagihmin hizli ve yaygin oldugu gosterilmistir .

Carlson ve Weaver tarafindan yapilan calismada (17) , akrilamidin DNA,
RNA ve proteinlere baglandigi gosterilmisti. DNA ve RNA' ya baglanma en fazla

karacigerde, proteinlere baglanma ise deri 6rneklerinde goériimuistir.

Metabolizma : Akrilamid 2 ana yolla metabolize olur. Ana yol, karaciger ve
beyinde gergeklesen glutatyon-S-transferaz enzimi ile katalizlenen glutatyon
konjugasyonudur. Konjugasyon sonucu, N-asetil-S-(3-amino-3-oksipropil) sistein
metabolitinin olustugu bu yolun detoksifikasyon prosesi oldugu distnilmektedir.
ikinci yol ise CYP450E1 araciligi ile reaktif epoksit metaboliti olan glisidamide

13



biyotransformasyondur. Glisidamid glutatyon konjugasyonu vel/veya gliseramide
ileri metabolizasyona (hidroliz) ugrayabilir.

Hayvanlarda akrilamid biyotransformasyonu igin olasi yol Sekil 3’ te
verilmistir (18).

14
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Akrilamide maruz kalan insanlardan ve hayvanlardan alinan kan ve doku
omeklerinde akrilamidin hemoglobin ile, glisidamidin ise DNA ve hemoglobin ile
addukt olusturdugu tespit edilmistir (2, 19). Glisidamid ayrica hayvan idrarinda
tespit edilmistir, bu da glisidamidin stabil bir epoksid metaboliti oldugunu
gostermektedir.  Glisidamidin  karsinojenik ve genotoksik etkiler agisindan
akrilamidden daha etkili oldugu gosterilmistir (20-23). Hayvanlarda yapilan toksisite
¢alismalarindaki doz araliklarinda, akrilamidin glisidamide dontsimuniin viicuttaki

akrilamid miktari ile ters orantili oldugu gozlenmistir (24).

Bergmark tarafindan yapilan bir ¢alismada (2), elektroforezde kullaniimak
uzere poliakrilamid jel hazirlanmasi sirasinda akrilamide maruz kalan laboratuvar

personelinin kan orneklerinde akrilamid-Hb adduktiarina rastlanmistir.

Bergmark ve arkadaslar tarafindan yapilan bir baska ¢alismada (19) da ,
Cin Halk Cumhuriyeti’ nde, akrilamid Uretilen fabrikada, 0.11-8.8 mg/m®
konsantrasyonlarda inhalasyon yolu ve dermal yol ile akrilamide maruz kalan 41
is¢inin kan érneklerinde hemoglobin adduktlarina [N-(2-karboksietil) valin ve N-(2-

karboksi-2-hidroksietil)valin] rastlanmistir.

Eliminasyon : Yapilan ¢aligmalarda, akrilamidin biyiik cogunlugunun idrar
ve safrada metabolit olarak atildigi gosterilmistir. Safra metabolitlerinin

enterohepatik siklusu nedeniyle feges ile atiim gok azdir (25).

Miller ve arkadaglan tarafindan yapilan bir ¢aligmada (26), 1,10 veya 100
mg/kg dozlarda sulu ¢ozelti seklinde [2,3—”0] akrilamid uygulanan erkek siganlarda
uygulanan dozun % 53-67" si 24 saat igerisinde idrarla ve fegesle atimistir. 7 giin
sonunda uygulanan dozun % 65-82’ si elimine edilmigtir. Atilimin % 74’ G idrarla, %
8' i fegesle gergeklesmistir.
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lkeda ve Miller tarafindan kopekler ve domuzlarla yapilan bir baska
calismada (27) da, 1 mg/kg/giin dozunda uygulanan akrilamidin % 60’ inin idrarla
atildigi gosterilmigtir. Uygulanan dozun % 7-27’ si fecesle atilmistir. Safra yolu ile

eliminasyon her 2 tlrde de major eliminasyon yolu olarak degerlendirilmemistir.

2.1.7  Canlilar Uzerine Etkiler
2.1.7.1 insanlar lizerine etkiler

Akrilamidin insan sagligi tzerine etkileri ile ilgili bilgilerin ¢ogu, isyerinde
akrilamide maruz kalan kisilerin izlenmesi ile elde edilmistir. isyerinde akrilamide

maruziyet, dermal yol ve inhalasyon yolu ile gergeklesmektedir.

He ve arkadaslar tarafindan yapilan galigsmada (28), akrilamid monomeri
ve polimerlerin Uretiminde galisan, 1 - 18 ay siiresince 0.03 ve 9 mg/m® atmosferik
konsantrasyonlarda akrilamide maruz kalan 71 isci incelenmistir. isciler akrilamide
ayrica 410 mg/L’ ye kadar dozlarda akrilamidle kontamine olmus su ile ellerini
yikarken maruz kalmiglardir. Bu is¢i grubunda goériilen ve yerel bolgeden secilen
kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gdzlenen
etkiler; ellerde soyulma (% 54), ellerde ve ayaklarda uyugsma (% 21), yorgunluk (%
20), uyku hali (% 17), kas gligstizligl (% 15), ellerde inkoordinasyon (% 11),
anoreksi (% 11), yurime bozuklugu (% 8), ellerde ve ayaklarda sodukluk (% 8),
objeleri tutma guclUgu (% 7), sendeleme ve digme (% 7) * dir.

Hagmar ve arkadaslar tarafindan yapilan, akrilamide maruz kalan
hastalarin takip calismasinda (29), maruziyetten sonraki 12 ve 18 aylk takip
doneminde 210 kisinin 50’ sinde yeni gelisen veya kotilesen periferik sinir sistemi
semptomlari gordimistir. Bu iscilerde hemoglobin valin addukt seviyesi ile
periferik sinir sistemi semptomlari arasinda dogru oranti bulunmustur.
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Poliakrilamid Uretilen fabrikada yapilan bir diger ¢alismada ise, 71 isgiden
5 'inde periferik néropati belirtileri, baska bir hastada ise serebral ve okuler
bozukluk gérulmustir. Akrilamid maruziyeti olmaksizin gecen 5 yil sonunda tam
iyilesme gozlenmemistir. Iscilerde gorilen diger semptomlar glicsiizliik, duyu
uzerine etkiler, deride soyulma, terleme ve deri pigmentasyonunda degisikliktir
(30).

Akrilamid ile galisan bir kiside, akrilamid ile galisirken ellerde ve bileklerde
kasintili eksudatif lezyonlar goérlilmustir. 10 yil sonra akrilamide 6 ay sureyle

yeniden ma. _..:iyet sonucu benzer semptomlar gelismistir (31).

Kasti olarak yaklagik 375 mg/kg dozda akrilamid kristallerinin oral yolla
alimini takiben, 5 saat sonra klinik toksisite belirtileri gozlenmistir. 9 saat sonra felg,
3 gln sonra ise gastrointestinal kanama, respiratuvar disstres, hepatik etkiler ve
periferik noropati gérilmistir. Hepatik etkiler ve periferik noropati, maruziyeti

takiben 2 ay boyunca devam etmistir (32).

insanlarda tekrarlanan dozlarda akrilamide maruz kalma sonucu gbrilen
kritik etkiler, periferik ve santral sinir sistemi ndéropatileridir. Periferik sinir

dejenerasyonu hem insanlarda hem de hayvanlarda kritik patolojik lezyondur.

2.1.7.2 Hayvanlar tizerine etkiler

Hayvanlarda yapilan galigmalarda gozlenen etkiler insanlarda gdzlenen
etkilere benzerdir. Etkiler sinir sistemi, deri ve gozler Gzerinde gérilmistar (33).
Farkli tirlerde yapilan galigsmalarda en sik gozlenen klinik etkiler, postural ve motor
inkoordinasyon, konvulsiyonlar ve titreme gibi norotoksisite belirtileridir (34-35). Bu
etkilerin diginda akrilamidin kanserojen, genotoksik, mutajenik etkileri oldugu

gosterilmistir.
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Farelerde igme suyunda c¢ozindUrilerek akrilamid ve glisidamid

uygulamasini takiben, genotoksik etkiler goriimustar (36).

igme suyu ile akrilamid uygulanan sicanlarda, timér insidansinda artis
goruimustur. Artis Gzellikle adrenal, tiroid, over, uterus, testis gibi hormonlarla
kontrol edilen dokularda gérilmastir. Bozulan endokrin fonksiyon siganlardaki
akrilamid karsinojenitesi icin 6nerilen etki yoludur (37,38). insanlarda karsinojen
etki ile ilgili yeterli kanit bulunmamaktadir. Ancak akrilamid, Uluslararasi Kanser
Arastirmalari Kurumu (IARC) tarafindan Grup 2A kategorisinde degerlendirilerek

insanda olas! kanserojen olarak siniflandinimistir (18).

2.1.7.3 Gevredeki organizmalar lizerine etkiler

Suda yasayan bitkiler

% 50 akrilamid gozeltisi kullanilarak, bir tath su algi olan Selenastrum
capricornutum ile yapilan galigmada biylime inhibisyonu icin 72 saatlik EC50
(median effective concentration) degeri 67.7 mg/L ve NOEC (No observed effect

concentration) degeri 32 mg/L olarak bildirilmistir (39).

Suda yasayan omurgasiz canlilar

Akrilamidin in situ adsorpsiyonu, degredasyonu ve toksisitesi bir nehirde
arastinimistir. Galisma suresince, 50ug/L akrilamid konsantrasyonuna ulasmak
icin, akrilamid gozeltisi, 6 saat boyunca stirekli olarak verilmistir. Bu siireden sonra
cozelti, 7 glin boyunca ortalama akis sartlarinda 6ug/L kosantrasyona ulasilacak
sekilde verilmistir. Calismanin bir pargasi olarak, akintili suda akrilamidin yosunla
kapli taglarda yasayan bocekler lizerine etkisi incelenmis ve akrilamidin omurgasiz

canlilar tzerinde segici advers etkileri oldugu goriimustir. Baslangictaki 6 saatlik
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maruziyet sonunda, yosunla kapl taglardaki bocek yogunlugu azaimis ve

maruziyetten 2 ay sonra yalnizca kismi rekolonizasyon gorilmustir (40).

Baliklar

Akrilamidin Oncorhynchus mykiss baligi Uzerine olan etkileri Peterson ve
arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada (41) arastiriimistir. Calismada baliklar
15 gun sureyle 25 mg/L ve 50 mg/L konsantrasyonlarda akrilamide maruz
birakilmig, 15 ganlik maruziyeti 7 gunlik temizleme periyodu izlemistir. 15 gin
boyunca 25 mg/L konsantrasyonda akrilamide maruz kalan baliklarin -
solungaclarinda ve karacigerlerinde histolojik lezyonlar gorilirken, 50 mg/L
konsantrasyonda akrilamide maruz kalan baliklarda ise solungaglar ve karacigere
ilaveten sefalik ve periferik lateral bolgelerde de lezyonlar gelismistir. Temizieme
periyodunu takiben, sagittal ve proksimal sinir pleksuslarinda (her 2 dozda da) ve
optik sinirde de (yalnizca 50 mg/L konsantrasyonda) lezyonlar gorilmusttr. 50

mg/L'de ylzme sirasinda yonelmede zorluk gorilmustar.

Mikroorganizmalar

Akrilamidin bakteri hicreleri Uzerine etkilerinin arastirildigi bir calismada,
akrilamidin Escherichia coli ve Pseudomonas putida poptlasyonlarinin canlihgini
anlamli olarak azalttigi bulunmustur. Bliyiime medyumuna akrilamid eklenmesinin,
E.coli ve diger bazi gram negatif bakteri turlerinde hiicre boliinmesini inhibe ettigi
ve hiicre bolinmesinin uzamasina neden oldugu bulunmustur. Akrilamidin ayrica
DNA ve daha az derecede de RNA sentezini bozdugu saptanmistir. Akrilamid igin
ana hedef hlcre duvari olarak tanimlanmis, akrilamidin hiicre yapisini bozarak ve
hicreye penetre olarak nikleik asitlerin setezini inhibe etti§i ve hiicre duvari

sentezini bozdugu gosterilmistir (42).
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Amfibyumlar

Akrilamidin etkileri kurbagalar (Rana temporaria) Uzerinde arastiriimigtir.
Akrilamid kurbagalara tuz gozeltisi icerisinde enjeksiyon yoluyla veya akrilamid
iceren ¢ozelti araciigl ile uygulanmistir. 7 glinde 3 doz 50 pg/g akrilamide maruz
kalan 5 kurbagadan 3’ (, 2 saat % 2’ lik (a/h) akrilamid ¢ozeltisine maruz kalan 3
kurbagadan ise 2 si Olmustir. Hayatta kalan kurbagalarda advers etki

gozlenmemistir (43).
Toprak bitkileri

Lactuca saliva bitkisi kullanilarak yapilan, "C isaretli akrilamidin alimi ve
birikmesinin  arastinldigi  galigmada, akrilamid ile islenen topraklarda,
filizienme/¢cimlenme ve blylmenin daha yavas oldugu ve bitkilerde nekroz
belirtilerinin gorulduga bildiriimistir (39).

Akrilamid 10mg/kg konsantrasyonlarda bitki bliytimesi tizerinde hafif toksik

etki gostermektedir.

2.1.8 Siniflandirma

Akrilamid NHSC (National Health Service Corps) kriterlerine gore,

R21 Deri temasi sonucu zararli

R25 Yutuldugunda toksik

R38 Deri irritani

R43 Deri temasi sonucu deri hassasiyetine neden olabilir

R48/21 Zararh : Deri temasi ile kronik maruziyet sonucu saglik Gzerine ciddi

zarar tehlikesi
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R48/25 Toksik : Yutuldugunda kronik maruziyet sonucu saglik tizerine ciddi

hasar tehlikesi

R46 Kategori 2 Mutajen - Kalitimsal genetik hasara neden olabilir
R45 Kategori 2 Karsinojen - Kansere neden olabilir
R60 Kategori 3 Ureme sistemi (izerine toksik - Fertiliteyi bozabilir

Akrilamid gelisme ve laktasyon (zerine etkiler agisindan NOHSC’nin

belirledigi kriterleri karsilamamaktadir.

219 Analiz Yontemleri

Sularda akrilamid analizi ile ilgili yapilmis cok az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda gogunlukla Br,’ un reaktif gifte baga hizla
baglanma potansiyelinden yararlanilarak, ttreviendirme islemi uygulanmustir.
Turevlendirme iglemi genellikle potasyum bromdir, hidrojen bromiir veya brom
cozeltilerinin analiz 6regine katiimasiyla gergeklestirilmis ve bdylelikle ana
maddeye goére daha ugucu ve polaritesi daha az olan bir tiirev olusturularak,
maddenin sulu g¢ozeltilerden daha kolay ekstre edilmesi ve tayin edilmesi
saglanmistir. Akrilamide gére daha az polar olan bromlu tirevi apolar organik
¢ozlcllerde kolaylikla ¢oziindigiinden, tiirev dietileter veya etilasetat ile ekstre

edilmistir.

Caligmalarda gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi - ¢ift (tandem)
katle spektrometrisi ve yliksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC)

kullaniimistir.

Elektron yakalama dedektorli donanimli gaz kromatografisi kullanilarak

yapilan bir galismada, sulu ¢ozeltide akrilamid gifte bagi bromlanmis ve olusan a, B
- dibromopropionamid tirevi, dietileter ile ekstre edilmistir. Bu metotia 0.1 pg/L
konsantrasyonlara kadar akrilamid tespiti yapilabilmistir (44).
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Gaz kromatografisi kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada da, akrilamid
gifte bagi bromlanmis ve olusan tirev etilasetat ile ekstre edilmistir. Bu metotta
nehir suyu, lagim suyu, atik sular, deniz suyunda akrilamid tespit limiti 0.032 pg/L’
dir (45).

Yuksek performansli sivi kromatografisi kullanilarak yapilan galismalarin
ilkinde yine tureviendirme islemi uygulanmis ve olusan a,B- dibromopropionamid
tirevi efilasetat ile ekstre edilerek, akrilamid tayin edilmistir ve tespit siniri 0.2 pg/L
olarak saptanmigtir (46). Dider galismada ise akrilamidin nétr hidrofilik yapisindan
dolayi anyonik, katyonik ve hidrofobik regineler tarafindan adsorbe olmamasindan
yararlanilimig, endustriyel kaynakli atik sularda akrilamid, recinelerle temizleme

isleminin ardindan HPLC-UV yontemi ile tayin edilmistir (47).
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. KIMYASAL MADDELER, COZUCULER ve COZELTILER

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Akrilamid (Merck, 10784)

Amonyum sulfat (Riedel-de Haen, 11225)
Sodyum sulfat (Merck, 06648)

Diatome toprak (Merck)

Ultra saf su (Milli-Q, Millipore cihazindan saglanmistir.)
Diklormetan (Riedel-de Haen, 24233)
Etilasetat (Merck, 00868)

Metanol (Riedel-de Haen, 34860)

Etanol (Riedel-de Haen, 32221)
izopropanol (Merck, 01040)

n-Butanon (Merck, 06014)

3.1.2. Cozeltiler

1. Akrilamid ¢ozeltisi

Ana stok gozelti (1 mg/mL) : 25 mg akrilamid tam olarak tartildi, Milli-Q

suda ¢6zundurildi ve ¢ozeltinin hacmi su ile 25 mL’ ye tamamlandi.

Ara stok ¢ozelti (60 pg/mL) : Ana stok ¢ozeltiden 1250 uL alinarak hacim
su ile 25 mL’ ye tamamlandi.
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HPLC ile yapilan deney kosullarinin belirlenmesi, o6lct egrilerinin
hazilanmasi calismalarinda ara stok ¢ozeltiden Milli-Q su ile seyreltilerek

hazirlanan cozeltiler kullanildi.

Hazirlanan c¢ozeltiler buzdolabinda, isiktan korunarak 2 ay slreyle

saklandilar.

2. Mobil faz ¢ozeltisi

HPLC kalite metanol ve Milli-Q su 0.2 um membran filtrelerden
suzuldukten sonra metanol-su (10:90) mobil faz c¢ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti

ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra kullanildi.

3.2. ALETLER VE DIGER GEREGLER

1 Yuksek Performansl Sivi Kromatografisi
Thermo Separation Products Liquid Chromatograph with Model Spectra
System (TSP - USA)
HPLC pompa (Spectra Series Pump P4000; TSP - USA)
Likid kromatografisi igin vakum degazer (Solvent degaser SCM 1000; TSP
- USA)
Rheodyne enjektor (Berkley, CA, USA; Enjeksiyon hacmi: 50 ul)
Photo - Diode Array Dedektor (DAD), (UV 6000LP; TSP - USA)
Sistem kontrolorl (SN 4000; TSP - USA)
Bilgisayar Programi (PC 1000 System Software, TSP)
Kolon: LiCchrospher RP-18¢, 5 um; 250 x 4.6 mm; Phenomenex
Koruyucu kolon: C4g; 4 mm L x 3.0 mm ID; Phenomenex
Cig- Koruyucu kolon kiti; Phenomenex
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3.3.1.

Kati faz ekstraksiyon (SPE) kartuglari: Strata-X (Polymeric sorbent; 60 mg/3 mL)

Carbograph (150 mg/4 mL)

Siringa filtreleri: Nylon, 0.2 um, 4 mm; Supelco
Mobil faz filtrasyon sistemi; Phenomenex
Membran filtre: 0.2 um, 47 mm; Phenomenex
(Mobil fazin stzilmesinde kullanildi.)

Milli-Q su cihazi; Millipore

Ultrasonik banyo; Ultrasonik LC 30H

Hassas terazi; Mettler Hyg

Etlv; Ntve FNsgo

Manyetik karistirici: Velp scientifica

Blok 1sitici: Multi-blok heater Lab-line

Girdap karnigtirici: Vm20 Vortex; Biobac
Otomatik pipetler; Biohit proline (100-1000 w1, 10-100 ul)
Vakum pompasi; Speedivac ES 35

Distilasyon apareyi

Nuce erleni

Cam malzemeler

Hesap makinesi; Texas Instruments TI-60

3.3. ANALIZ YONTEMININ GELISTIRILMESI iLE iLGILi CALISMALAR

3.3.1.1. Kolon, Mobil Faz ve Dedektor Dalga Boyu Secimi

Akrilamidin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analizi

Sularda akrilamid miktarini tayin etmek icin kullanilacak HPLC kolonunun

seciminde laboratuvarimizda mevcut kolonlarla denemeler yapildi. Akrilamid
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standart ¢oOzeltisi ve akrilamid katkili Milli-Q su ornekleri asagidaki kolonlara

uygulandi:

e Hypersil ENV 5 um; 150 x 4.6 mm

e LunaCg 5 pum; 150 x 4.6 mm

o Luna Cig5 um; 250 x 4.6 mm

e LiChrospher RP-18e; 5 um; 250 x 4.6 mm

Uygun mobil fazin segimi igin gesitli oranlarda metanol-su mobil faz
sistemleri kullanildi. Denemeler sonucunda akrilamidin, akrilamid ile birlikte ekstre
olan ve interferense sebebiyet veren piklerden ayriimasini saglayan kolon, mobil
faz ve dedektor dalga boyu belirlendi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.1." de yer

almaktadir.
3.3.1.2. Ekstraksiyon iglemi

Sudaki ¢6zinarliginun fazla, buna karsilik su ile karismayan organik
¢ozuculerdeki ¢6zUnUrlGginin az olmasi, akrilamidin  analiz ortamindan
ekstraksiyonunu ve konsantre edilmesini guglestiren 6zelliklerdir. Akrilamidin su
orneklerinden ekstraksiyonunda hedef, kabul edilebilir bir verim ile Avrupa Birligi’
nin kabul etttigi simir olan 0.1 pg/L diizeyinin saptanabilmesi idi. Bu amacla
akrilamidin sudan ekstraksiyonu igin asagida bildirilen denemeler yapildi.

Denemeler:
1- 1 saat etivde aktive edilen 15 gr diatome topragi, zeminine slizgeg kagidi
yerlestirilmis olan nuge erlenine alindi. 20 mL su Omegi diatome

topragindan gegirildi. 5 dakika beklenerek 20 mL’ lik porsiyonlar seklinde

60 mL metanol gegirildi. Organik faz distilasyon ve takiben azot akiminda
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buharlagtinildi. Artik, 0.5 mL metanolde ¢oziindurildi ve HPLC sistemine
uygulandi.

1 no’ lu bolimde anlatilan islem 20 mL'’ lik porsiyonlar seklinde 60 mL etil
asetat : metanol (50 : 10) ile gergeklestirildi.

250 mL ornek ayirma hunisinde 50 mL’ lik porsiyonlar seklinde 100 mL etil
asetat : metanol (90 : 10) ile ekstre edildi, sodyum siilfath stzgeg
kagidindan suzuldid. Organik faz distilasyon ve azot akiminda
buharlagtinldi. Artik, 0,5 mL metanolde ¢o6zuldii ve HPLC sistemine
uygulandi.

3 no’ lu galigsma etilasetat : metanol (90 : 10) yerine 100 mL n-butanon ve
75 g amonyum sdlfat kullanilarak denendi. Organik faz, distilasyon ve
takiben azot akiminda buharlagtinldi. Artik, 2 mL suda ¢dzandurildd,

siringa filtresinden stizilerek HPLC sistemine uygulandi.

250 mL ornek, sirayla 5 mL diklormetan : metanol (80 : 20), 2 mL metanol
ve 5 mL su (pH = 2) ile kondisyone edilen Carbograph'tan gegirildi.
Carbograph 5 mL su (pH = 2) ile yikandi, 5 mL diklormetan : metanol (80 :
20) ile elte edildi. Eliat azotta kuruluga kadar uguruldu, 1 mL suda
¢ozlldl, sinnga filtresinden stziilerek HPLC sistemine uygulandi.

5 no’ lu bolimde anlatilan islemde Carbograph 5 mL diklormetan : metanol
(80 : 20) yerine 5 mL metanol kullanilarak kondisyone edildi, 5 mL

diklormetan : metanol (80 : 20) yerine 3 mL metanol ile ellie edildi.

5 no’ lu bélimde anlatilan igslemde Carbograph 5 mL diklormetan : metanol
(80 : 20) yerine etilasetat : izopropanol (90 : 10) kullanilarak kondisyone
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10-

11-

12-

edildi, 5 mL asidik su (pH = 2) yerine 5 mL su ile yikandi, 5 mL diklormetan

: metanol (80 : 20) yerine etilasetat : izopropanol (90 : 10) ile eliie edildi.

5 no’ lu bolumde anlatilan islemde Carbograph 5 mL asidik su (pH = 2)
yerine 5 mL su ile yikandi, Carbograph’ tan gegcirilen 1 pg/mL’lik standart
akrilamid ¢ozeltisinden 2 mL alinarak 250 mL’ ye seyreltilen 6rnek ayirma
hunisine alinarak 50 mL' lik porsiyonlar seklinde 100 mL’ lik etilasetat :
metanol (90 : 10) ile ekstre edildi, sodyum sulfath stizge¢ kagidindan
suzulerek disttillendi, azotta kuruluga kadar uguruldu. Artik, 1 mL suda

¢ozuld, siringa filtresinden stzulerek HPLC siu.z.ii.1e uygulandi.

100 mL ornek, ayirma hunisine alinarak 25 mL’lik porsiyonlar seklinde 50
mL etilasetat : izopropanol (90 : 10) ile ekstre edildi. Ekstraksiyon sirasinda
organik ¢ozlcl ilavesi sonrasinda Ornek+organik ¢oziici karigimi
calkalayicida 15’ er dakika galkalandi. Sodyum siilfatl stizgeg kagidindan
suzulda. Organik ¢ozucu distillendi, azotta kuruluga kadar uguruldu. Artik,
500 pL suda ¢ozilda, sirnga filtresinden sizilerek HPLC sistemine

uygulandi.

10 no’ lu bolimde anlatilan islemde, ekstraksiyon 50 mL etilasetat :
izopropanol (90 : 10) yerine etilasetat : metanol (90 : 10) ile yapild.

10 no’ lu bdlimde anlatilan islemde, 1 pg/mL’lik standart akrilamid
¢ozeltisinden 2 mL alinarak 100 mL’ ye seyreltilen 6rnegin pH’si amonyak

¢ozeltisi ile baziklendirilerek (pH = 8) calisildi.

10 no’ lu boliumde anlatilan islemde, artik 500 uyL yerine 2 mL suda
cozuldu. 2 mL metanol ve 2 mL su ile kondisyone edilen Strata-X kartustan
gegirildi. ilk 1 mL atilarak, ikinci 1 mL toplandi. Omek siringa filtresinden
stizildu ve HPLC sistemine uygulandi.
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Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.2." de yer almaktadir.

3.3.1.3. HPLC Yardimiyla Olgii Egrisi Hazirlanmasi

100 mL Mili-Q suya standart akrilamid ¢ozeltisinden katim
konsantrasyonlan 3.2 - 51.2 ug/L araliginda olacak sekilde katim yapildi. 100 mL
ornek ayirma hunisine alinarak, 25 mL’lik porsiyonlar halinde 50 mL etilasetat :
izopropanol (90 : 10) ile ekstre edildi. Ekstraksiyon sirasinda organik ¢oziicl
ilavesi sonrasinda orek+organik ¢ozicl karigimi., galkalayicida 15 er dakika
calkalandi. Sodyum sulfath slizge¢ kagidindan slzlldi. Eliat, rotavaporda
yaklasik 5 ml kalana dek distillendikten sonra, isitici blokta azot akiminda kuruluga
kadar uguruldu. Artik, 2 mL suda ¢ozinduruldikten sonra 2 mL metanol ve 2 mL
su ile kondisyone edilmis Strata-X kartustan gegirildi. ilk 1 mL atildiktan sonra 1
mL eltat toplandi ve siringa filtresinden stzuldi. Stztntinin 50 L’ si 0.5 mL/dk
akis hizinda 1300-1400 psi basingta kolona uygulandi. Metanol - su (10 : 90)
mobil faz sistemi kullanilarak yapilan analizde 220 nm’ de diode-array dedektor
(DAD) ile saptanan piklerin alanlan belirlendi. Pik alanlarina karsilik olan
konsantrasyon degerleri arasinda 6lgh egrileri hazirlandi. Olgii egrilerine ait

regresyon analizleri Bolim 4.1.3." de yer almaktadir.
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4. SONUGLAR

41. AKRILAMIDIN YUKSEK PERFORMANSLI SIvI
KROMATOGRAFISI iLE ANALIZi

Yapilan literatlr aragtirmalar akrilamidin sivi kromatografisi ile yapilan
analizlerde ters fazli kromatografik sistemlerin kullanidigini gostermistir. Bu
nedenle en uygun ters faz kolon, mobil faz ve dedektor dalga boyu belirlendi. Daha
sonra belirlenen kosullarda calisilarak katkili Mili-Q su o6rneklerinde akrilamid

miktar tayini yapildi.
4.1.1. Kolon, Mobil Faz ve Dedektor Dalga Boyu Secimi

Literatirde yer alan g¢alismalar incelendiginde akrilamidin genellikle ters
fazli sivi kromatografik sistemlerde analiz edildigi gérilmustir. Bu nedenle analize
en uygun kolonu segmek igin B6lim 3.3.1.1" de bildirilen kolonlarla ve gesitli mobil
faz sistemleriyle yapilan denemeler sonucunda en uygun kolonun LiChrospher RP-
18e, mobil faz sisteminin ise metanol-su (10 : 90) oldudu saptandi. 220 nm’ de bu
mobil faz sisteminde 0.5 mL/dak akis hizinda 1300 - 1400 psi basingta akrilamidin
kolonda alikonma zamani 7.45 dakikadir. Belifenen kosullarda analiz edilen

akrilamid standartina ait HPLC kromatogrami Sekil 4’ de verilmistir.
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Sekil 4: 50 ng/50 pL akrilamid standartina ait HPLC kromatogrami

4.1.2. Ekstraksiyon islemi

Sudaki ¢ozlnarligl yiksek olan akrilamidi sulu ¢ozeltilerden ekstre
edebilmek igin Milli-Q su ile Bolim 3.3.1.2." de anlatildidi gibi cok sayida deneme
gerceklestirildi. Amag verimi yliksek olan bir ekstraksiyon yonteminin bulunmasi
idi. ilk 2 denemede diatome topragi kullanarak yapilan sivi-sivi ekstraksiyon ile
ornek gozeltisinin konsantre edilmesi amagclandi. Ancak yiiksek hacimli hazir
kartus bulunamamasi nedeniyle toz adsorban ile nuge erleninde gerceklestirilen
deneme, gok miktarda adsorbana ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle pratik bulunmadi. 3
no’ lu denemede geri kazanim orani disik diizeyde bulundu. Literatiire dayanan
bir galigmanin sulu ¢dzeltiye uygulandigi 4 no’ lu denemede, faz ayinm igin
gerekli olan amonyum sdilfat miktarinin fazla olmasi nedeniyle islem uygulanabilir

bulunmadi (48). 5, 6, 7 ve 8 no’ lu denemeler kdmir bazl bir kartus olan
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Carbograph ‘ta gerceklestirildi. Ancak suda ¢éziinen maddeler i¢in uygun bir kati
faz ekstraksiyon (SPE) kartusu olarak bildirilen Carbograph’ in akrilamidi tutmadig:
gorlldi. 9, 10 ve 11 no' lu denemeler sonucunda en iyi verim etilasetat :
izopropanol (90 : 10) ile ekstraksiyon ile elde edildi. 12 no’ lu bélimde anlatilan
calisma kosullarinda, Strata-X Kkartusta gergeklestirilen temizleme islemi ile,
akrilamidin, katkili Milli-Q su érneklerinden en yliksek oranda geri kazanilabildigi

gozlendi.
4.1.3. Olcii Egrisinin Regresyon Analizi

3.2-51.2 ug/lL  konsantrasyon araliginda 5 farkh konsantrasyon ile Bolim
3.3.1.3." de anlatildigi sekilde calisildl. Calisma, her konsantrasyon igin 4 kez
tekrarlandi. Kromatogramlarin degerlendiriimesinde otomatik olarak ve (iggen
alani tzerinden hesaplanan pik alanlarindan yararlanildi. Pik alanlari ortalamasi
(A), standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (RSD, SD / A x 100) degerleri
ve en kiglk kareler yontemi uygulanarak A de@erlerinden hesaplanan dogru
denklemi, A= mC + b (m= egim, b= intersept, C= konsantrasyon) ve korrelasyon
katsayisi (r) Tablo 1" de verilmistir. Tablo 2’ de ise 4 kez calisma sonucu elde
edilen her bir 6lgt egrisinin regresyon analizine ait parametreler yer almaktadir.
Bos deneme ve akrilamid katkili denemelere ait HPLC kromatogramlari Sekil 4 ve
5" te verilmistir. Ortalama pik alanlari ile akrilamid konsantrasyonu arasinda gizilen

8lci egrisi Sekil 6’ da gérilmektedir.
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Tablo 1:3.2 - 51.2 ug/L konsantrasyon araliginda akrilamid iceren Milli-Q

su orneklerinde hazirlanan 6lgli egrilerine ait pik alani (A) degerleri ve

istatistiksel veriler

r=0.9993

e “ A A, A; A, A SD RSD
(wg/L) (%)

1 [32  |245.103 |256.629 |274.069 |235.712 |252.878 |1651515 |6.53

2 |64 535233 [538.179 |539.284 |635692 |562.097 |49093,12 |8,73

3 [128 1.088.552 |980.065 |951.846 |1.068.664 |1.022.282 |66549,50 |6,52

4 [256 1978346 |1.893.768 |1.808.532 |2.025.763 |1.926.602 95793,08 |4,97

5 |[51.2 3.876.503 |3.150.880 |3.650.715 |4.161.573 |3.709.918 |427306.00 |11,52 |

A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi: A=T71195 C + 82243

Tablo 2 : Tablo 1' deki olcli egrilerinin regresyon analizlerine ait
parametreler
1 2 3 4 Ortalama
m 74835 59930 69826 80190 71195.25
b 60021 174886 |59550  |34518 82243.75
F 0.9990 [0.9898 [0.9996 |0.9985 |0.9967
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Sekil 6 : Akrilamidin gelistirilen yontemle elde edilen 6lcl egrisi

414 Akrilamid Katkili Milli-Q Su Orneklerinde Verim Hesaplanmasi
Katma deneylerinde matriks olarak Milli-Q su kullanildi. Bélim 3.3.1.3." de
anlatildigi sekilde 5 farkli konsantrasyonda galisildi. Elde edilen sonuglar Tablo 3’

te verilmistir.

Tablo 3. Katkili deneme galigmalarinda sonuglar

Katim % Geri kazamim SD
konsantrasyonu (Ortalama - Aralik)

(wgll) | | N

3.2 54.09 (50.42 - 58.60) 3.52

6.4 56.28  (53.59-63.65) | 4.91

128 61.15 (56.94-65.11) | 3.98

256  56.83 (54.02-59.09) | 2.14

5192 | 5033 (42.97 - 55.72) 5.47
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5. TARTISMA

Akrilamidin ~ oncelikli  kullanim  alani  yliksek — molekdl — agirlikli
poliakrilamidlerin Gretimidir. Akrilamid ekzotermik reaksiyonla hizla polimerize
olarak suda ¢ozunen polimerler olusturur. Avrupa Birligi' ne lye Ulkelerde uretilen
akrilamidin yaklagik % 99.9' u poliakrilamid Uretiminde kullaniimaktadir. Akrilamid,
poliakrilamid dretimi sirasinda olugan atiklar ile veya polimerlerin endistride cesitli
alanlarda kullanimlarn sirasinda gevreye yayilabilir. Uretilen poliakrilamidin yaklagik
% 80-90’ 1 ise igme suyu ve atik su artiminda kullaniimaktadir. Polimerlerin tretimi
sirasinda polimerizasyon prosesi % 100 tamamlanmaz ve polimerler degisen
miktarlarda kalinti akrilamid monomeri igerirler. Akrilamidin endistride yaygin
olarak kullanimi ve kalinti akrilamid monomeri iceren polimerlerin sularin aritiminda
kullamimasi, igme ve ylzey sularinda  akrilamid  bulunabilecegini
dustndurmektedir.

Sularda akrilamid analizi ile ilgili yapilmis ¢ok az sayida galisma
bulunmaktadir. Bu galigmalardan 2’ sinde gaz kromatografisi (GC) ydntemi ile
calisiimistir. Croll ve Simkins'in (44), elektron yakalama dedektorii donanimli gaz
kromatografisi kullanarak suda akrilamid miktar tayini igin gelistirdikleri metot, sulu
cozeltide akrilamidin bromlanmasini ve olusan 4, £ - dibromopropionamidin dietil
eter ile ekstraksiyonuna dayanmaktadir. Bu metotla 0.1 ug/L konsantrasyonlara
kadar akrilamid tespiti yapilabilmistir. Amerika Birlesik Devietleri Cevre Koruma
Teskilati (EPA) nin gelistirdigi Metot 8032A" da, akrilamid cifte baginin
bromlanmasi ve bunu takiben etilasetat ile ekstraksiyona dayanir. Bu metotta nehir
suyu, lagim suyu, atik sular, deniz suyunda akrilamid tespit limiti 0.032 ug/L’ dir
(45). Brown ve arkadaslarinin yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
yaptiklari  iki  galismanin  ilkinde akrilamid bromlanarak &6nce  o,p-
dibromopropionamid tlrevine dénustiruldiikten sonra etilasetat ile ekstre edilerek
HPLC-UV yontemi ile tayin edilmistir, tespit simin 0.2 ug/L' dir (46). Diger
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calismada ise endustriyel kaynakl atik sularda akrilamid miktari, anyonik, katyonik
ve hidrofobik recinelerle temizleme igleminin ardindan HPLC-UV yéntemi ile tayin
edilmistir (47). Akrilamidin bromlama teknikleri kullanilarak tiirevlendirilmesinin
uzun zaman almasi, GC yonteminde kullanilan elektron yakalama dedektorinin
kontaminasyona agik olmasi ve uzun slre zarfinda optimum elektron yakalama

hassasiyetinin saglanmasinda karsilagilan zorluklar bu metotlarin dezavantajlandir.

Sunmus oldugumuz ¢aligmada, oncelikle sivi kromatografik analiz igin en
uygun kosullar arastinilmigtir. Akrilamid gok polar bir molekil oldugu igin ters faz
kolonlarda dustk oranda tutulmaktadir. Kolon ve mobil faz segiminde maddeyi
uygun alikonma zamaninda tespit etmek Uzerinde durulmustur. Cesitli ters faz
HPLC kolonlari ve mobil faz sistemleri ile yapilan denemeler sonucunda
LiChrospher RP-18e kolonda ve metanol-su (10:90) ¢oziiclt sistemi ile uygun
kosullar saglanmistir. Karboksilik asit tirevi olan akrilamid 200 nm civarinda
maksimum absorpsiyon gdstermektedir. Calismanin akrilamid icerebilecek su
omeklerine uygulanabilirligini arttirmak, 200 nm civarinda absorpsiyon gdsteren
maddelerden akrilamidi izole etmek i¢in 220 nm’ de galigiimasi tercih edilmistir.
Belirlenen kosullarda 0.5 mL/dak akis hizinda caligildiginda akrilamidin alikonma
zamani 7.45 dakika ve toplam analiz siresi 10 dakikadir. Bu kogullarda 3,2 - 51,2
Hg/L konsantrasyon araliginda pik alanlari ile akrilamid konsantrasyonu arasindaki
iliskinin dogrusal oldugu g6zlenmistir. ilgili dogru denklemi A= 71195 C + 82243
(0.9993) tlr. Bu konsantrasyon araliginda badil standart sapma degerleri % 11.52’

nin altinda bulunmustur (n= 4).

Kalinti analizlerinde teshis ve tayin sinin blyik 6lglide kullanilan
ekstraksiyon yénteminin performansina baghdir. Sudaki ¢oziintrlignin fazla, buna
kargilik su ile karigmayan organik c¢ozlcilerdeki ¢ozUnUrliiginin az olmasi,
akrilamidin analiz ortamindan ekstraksiyonunu ve konsantre edilmesini
guglestirmektedir. Birgcok maddenin Omeklerden ekstraksiyonu ve konsantre

edilmesinde basan ile kullanilan kati faz ekstraksiyon (SPE) kartuslari, akrilamidin
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hassasiyeti ve segiciligi yliksek GC-MS yontemiyle analizlerinde sadece 6rneklerin
temizlenmesi amaciyla kullaniimaktadir. Bu 6&zellikler dikkate alindiginda
akrilamidin sulu ortamdan ekstraksiyonunun ancak sivi-sivi ekstraksiyon ile
mumkan olabilecegi dustndlmustir. Gelistirilen yontemde katim yapilmis Milli-Q su
orekleri etilasetat : izopropanol (90 : 10) ile ekstre edilmistir. izopropanol organik
fazin polaritesini arttirarak akrilamidin sudan ekstraksiyonunu arttirmistir. Organik
¢ozlclndn uzaklagtinimasi ile elde edilen artik suda ¢ozindurilip Strata-X

kartustan gegcirilerek temizlenmis ve HPLC’ de analiz edilmistir.

Geligtirilen yontemin tekrarlanabilirligini ve glvenilirligini kontrol amaciyla
bes farkli konsantrasyon diizeyinde (0.32 ; 0.64 ; 1.28 ; 2.56; 5.12 ug/mL)
akrilamid katilmig Milli-Q su ile belirlenen ekstraksiyon ve kromatografi kosullarinda
caligiimistir. Bu analizler sonucunda bagil standart sapma degeri % 11.52’ nin (n=
4) altinda ve ortalama geri kazanim yiizdesi % 55.7 olarak bulunmustur. Bu

yontemde suda tayin siniri 3.2 pg/L’ dir.

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Kurumu (FDA) icme suyunda
bulunabilecek kalinti akrilamid diizeyini 0.5 pg/L ile, Avrupa Birligi (EU) ise 0.1 pg/L
ile sinirlandirmigtir (6). Ulkemizde de suyla temas eden polimerlerden kaynaklanan
kalinti akrilamid dizeyi, 0.1 pg/L ile sinirlandinimistir (7). Bu konuda bugtine kadar
yapilmig olan g¢alismalarda tespit sinirlari, GC ile 0.032 ug/L ve HPLC ile 0.2 pg/L
ve HPLC-UV ile 10 ug/L olup (49), HPLC ile EU ve Ukemizde kalinti akrilamid igin
belilenmis olan 0.1 pg/L* lik sinir degerin tespitini saglayabilecek hassasiyette
yontem geligtirilememistir. Bu ylzden hassasiyeti yliksek, giivenilir yontemlerin

gelistiriimesi 6nemlidir.
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6. OZET

Sularda Akrilamid Kontaminasyon Diizeyinin Arastirilmasi

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Su analizi, HPLC-DAD, Strata-X

Akrilamid, yillardir ticari olarak uretilen ve cesitli endustri dallarinda
kullantlan bir monomerdir. En genis kullanim alani igme suyu ve endUstriyel atik
sularin antiminda flokdlant (topaklastirici) olarak kullanilan suda ¢6ziinebilen
poliakrilamidlerin Gretimidir. Akrilamidin insanlarda ve deney hayvanlarinda giigli
toksik etkileri bilinmektedir. Akrilamidin endustride yaygin olarak kullanimi ve kalinti
akrilamid monomeri iceren polimerlerin sularin aritiminda kullaniimasi, icme ve

yluzey sularinda akrilamid bulunabilecegini dusundirmektedir.

Bu galigmada, akrilamidin suda analizi igin yeni bir yliksek performansli
sivi kromatografik (HPLC) yontem gelistiridi. Sivi kromatografik analiz LiChrospher
RP-18e kolonda, 0.5 mL/dak akis hizinda metanol-su (10 : 90) ¢ozlici sistemi
kullanilarak ve 220 nm dalga boyunda gergeklestirildi. Bu kosullarda akrilamide ait
alikonma zamani 7.45 dakikadir. Bu kosullarda akrilamid igeren sulu ¢ozeltiler ile
calisildiginda pik alanlari ile akrilamid konsantrasyonu arasindaki iligkinin 3.2 - 51.2
ug/l  konsantrasyon arahiginda dogrusal oldugu gozlendi. Akrilamidin su
orneklerinden ekstraksiyonu igin en uygun ydntemin belirlenmesi icin cesitli
denemeler yapildi. Belirlenen yonteme gore akrilamid su 6rneginden etilasetat :
izopropanol (90 : 10) ile ekstre edildi. Organik ¢oziiclinin uzaklastiriimasi ile elde
edilen artik suda ¢ozunduruldl, Strata-X kartustan gegirildi ve HPLC’ de analiz
edildi. Bes farkli konsantrasyonda akrilamid katiimis Milli-Q su orneklerinin analiz
sonuclarindan ortalama geri kazanma ylUzdesi % 55.7 ve tayin sinin 3.2 ug/L

olarak bulundu.
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7. SUMMARY

Investigation of Acrylamide Contamination Level in Water

Keywords: Acrylamide, Water analysis, HPLC-DAD, Strata-X

Acrylamide is a monomer that is commercially produced and widely used
in industry. Its major use is the production of water-soluable polyacrylamides used
as flocculants for clarifying drinking water and industrial waste waters. Due to
widely use of acrylamides in the industry and the use of residual acrlamide
containing polymers in water treatments, acrylamide is thought to be present in
drinking and surface water.

In this study, a new high performance liquid chromatographic (HPLC)
method was developed for the analysis of acrylamide in water. Analysis was
performed on LiChrospher RP-18e column at a flow rate of 0.5 mL/min with
methanol - water (10 : 90) mobile phase system at 220 nm. Retention time of
acrylamide under these conditions was 7.45 minutes. When studied with aqueous
solutions containing acrylamide under these conditions, a lineer relationship
between peak areas and acrylamide concentrations was observed in a
concentration range of 3.2 - 51.2 ug/L. Various experiments were carried out to
determine the most convenient method for extraction of acrylamide in water
samples. According to the established method, acrylamide was extracted with
ethylacetat : isopropanol (90 : 10) from water samples. Organic solvent was
evaporated, the residue was dissolved in water and then aqueous solution was
applied to Strata-X cartridges and analysed by HPLC. In the analysis of water
spiked with five different concentrations of acrylamide, avarage recovery
percentage and determination limit were found to be % 55.7 and 3.2 ug/L

respectively.
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