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LC-MS/MS ile ambalajlanmis

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

icme suyunda akrilamid tayini

Soner AKGUN', ismail SUNAR'
OZET ABSTRACT
Amac: Bu calismada, ekstraksiyon yapmadan Objective: In this study, acrylamide analysis

direkt enjeksiyon sivi kromatografisi-tcli dort kutuplu
kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) cihaz1 ile 20 adet
ambalajlanmis icme suyu orneginde akrilamid analizi

amaclanmistir.

Yontem: insani Tiiketim Amacli Sular Hakkinda
Yonetmelik kapsaminda yer alan sulardan, 20 adet
ambalajlanmis icme suyu kullanilarak ekstraksiyon
yapmadan LC-MS/MS cihazina direkt enjeksiyonla 20
numunenin akrilamid analizi gerceklestirilmistir. Analiz,
bir turbo iyon sprey arayizi ile donatilmis bir uclu
dortli kiitle analizori kullanilarak gerceklestirilmistir.

Yontem; dogrusallik, hassasiyet ve matris etkisi icin

dogrulanmistir.
Bulgular: Calismamizda, kullanilan metodun
performansini gostermek amaciyla dogrusallik,

tespit ve tayin limiti, dogruluk, tekrarlanabilirlik,
tekrar uretilebilirlik ve geri kazanim parametreleri
birlesik

standart sapma degeri 3,291, tekrar Uretilebilirlik icin

hesaplanmistir. ~ Tekrarlanabilirlik icin %
% birlesik standart sapma degeri 2,804 ve ortalama
geri kazamm degeri %99,241 bulunmustur. Kullanilan

metot sayesinde 0,1 pg/L tayin limiti ile akrilamid

was aimed in 20 packaged drinking water samples

with direct injection liquid chromatography-triple

quadrupole mass spectrometry (LC-MS/MS) device

without extraction.

Methods: Acrylamide analysis of 20 samples was
carried out by direct injection into LC-MS/MS device
without extraction using 20 packaged drinking
water from the waters with in the scope of the
Regulation on Water for Human Consumption. The
analysis was carried out using a triple quaternary
mass analyzer equipped with a turbo ion spray
interface. Method confirmed for linearity, precision

and matrix effect.

Results: In  our study, linearity, detection
and determination limit, accuracy, repeatability,
reproducibility and recovery parameters were

calculated to demonstrate the performance of the
RSD value of
3.291% forrepeatability, the combined pool RSD value

method used. The combined pool

of 2.804 % forreproducibility and the average recovery
value of 99.241%. Thanks to the method used,

simultaneous analysis of the 0.1 pg/L determination
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parametresinin es zamanli analizi gerceklestirilmistir.

Sonugc: Ulkeler gelistikce sanayilesme artmakta
ve buna bagli olarak her gecen giin igme sularinin
karakteristik yapilarinda da daha kompleks yapilar
meydana gelmektedir.

Gelismislik diizeyine bagli

olarak insanlarin daha temiz bir cevre yoniinde
duyarliigr artmaktadir. Bu c¢alisma ile yapilan
analizler sonucunda, uluslararasi standartlarda

yer alan Avrupa Birligi ve Cevre Koruma Ajansi

tarafindan  belirlenen icme sularinda akrilamid

miktarinin ~ yonetmeliklerde sirasiyla  belirtilmis
olan 0,1 pg/L ve 0,5 pg/L limit degerinin altinda
kaldig1 gozlemlenmistir. Calismamizda, ambalajlanmis
sularda direkt enjeksiyonla ESI (+) (elektro sprey
modunda LC-MS/MS cihazina

direkt enjeksiyon ile akrilamid orneklerinin analizi

iyonizasyon pozitif)
yapilmistir. Analiz edilen 20 adet ambalajlanmis
limiti 2,114 ng/L

tespit edilmistir.

icme suyu icin metodun tayin
olup, sekiz ornekte akrilamid

Ambalajlanmis icme suyu orneklerinde akrilamid
seviyesi 12,29 ng/L ile 35,31 ng/L arasinda degistigi
belirlenmistir. icme suyu arntiminda, poliakrilamid

kullanim1  sonucu suda kalinti olarak polimerin
%5’ monomer cozinmis halde kalir ve nihai suda
akrilamid birikebilir. icme suyu kalitesini arttirmak
icin su aritim prosesinde sentetik polimer flokulantlar

yerine dogal flokilantlar kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: LC-MS/MS,

icme suyu, akrilamid, direkt enjeksiyon

ambalajlanmis

limit and acrylamide parameter was performed.

Conclusion: As countries develop, industrialization
increases and accordingly, more complex structures
are formed in the characteristic structures of
drinking water day by day. Depending on the level of
development, people’s sensitivity towards a cleaner
environment increases. As a result of the analyzes
made with this study, it was observed that the amount
of acrylamide in the drinking water determined by
the European Union and the Environmental Protection
which is in the international

Agency, standards,

remained below the limit value of 0.1 pg/L and
0.5 pg/L respectively. In our study, the analysis of
acrylamide samples was done by direct injection in
packaged waters with direct injection to LC-MS/MS
device in ESI (+)(electro spray ionization positive)
mode. The determination limit of the method for 20
packaged potable water analyzedis 2.114 ng/L and
acrylamide was detected in 8 samples. Acrylamide
level in packaged drinking water samples ranged
from 12.29 ng/L to 35.31 ng/L.As a result of the
use of polyacrylamide in drinking water treatment,
5% of the polymer remains as dissolved in the water
and acrylamide can accumulate in the final water.
Instead of synthetic polymer flocculants, natural
flocculants can be wused in the water treatment

process to improve drinking water quality.

Key Words: LC-MS/MS, packaged drinking water,
acrylamide, direct enjection

GiRIiS
Akrilamid (C3H5NO, 2-propenamid, Mw: 71,08

g/mol) ilk kez 1893 yilinda kimyasal bir bilesik
olarak Almanya’da Christian Moureau tarafindan

bulunmustur (1). Simdi esas olarak monomer
icin poliakrilamidleri ve bunun kopolimerlerini
sentezlemek icin  kullamlmaktadir.  Akrilamid
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sicakliktaki sirasinda

Maillard reaksiyonu denilen bir siirec olusur. Dogal

olusurken, yuksek pisirme

olarak mevcut su, seker ve aminoasitler bir gida

maddesinin  karakteristik  lezzetini, dokusunu,

rengini ve kokusunu yaratmak icin birlesirler. Bu
sirec ayrica akrilamid Uretebilir. Akrilamid i¢cme



suyu ve atik suyu antmak icin ayrica cevher ve
kum madenciliginde flokil olarak kullamlir (2,3).
Akrilamid’in suda yiksek ¢ozinirliigli, akrilamid’in
icme suyunda bulunmasina neden olur.

(AB)
akrilamidin

Avrupa  Birligi siniflandirma  sistemine

gore ise karsinojen, ireme
lizerinde toksik etkileri
Akrilamid

norotoksik,

sistemi ve mutajenler
bulunmaktadir(4-6).
karsinojenik,

genotoksik,
ureme ve gelisim
toksisitesi Uzerine etkileri bulunmaktadir (7). Diinya
Saglik Orgiit’ii (WHO), icme suyunda maksimum
akrilamid konsantrasyonuyla iliskili
set degerinin 0,5 pg/L oldugunu belirtti (8-10).

Ayrica, insan tuketimine yonelik su icin 0,1 pg/L

olan kilavuz

olan kisitlayic1 kalite gereksinim limitleri Avrupa
Birligi’nde diizenlenmis ve AB 98/83/EC icme Suyu
almaktadir (11).
Uzerinde yapilan calismalarin akrilamid’in saglik

Yonetmeliginde vyer Hayvanlar
Uzerinde olumsuz bir etkisi oldugunu gostermistir
(12-17).

Bugiine kadar, akrilamid’in su icindeki analizi icin
cesitli analitik yontemler tipik olarak kromatografik
(siv1 kromatografisi, gaz kromatografisi) ayrilmasinin
ardindan spektrofotometrik dedektor (UV dedektord,
dedektord, dedektorii),
elektron tutma dedektorunu (ECD)
(18-25). Yapilan calismalarda elde edilen akrilamid

diyot dizisi floresans

icermektedir

analizlerinin ¢ogu, tirevlendirme veya tiirevlendirme
yapilmistir (18-20).  Akrilamid
icin siv1 kromatografisinin kullanilmasi,

olmadan analizi
genellikle
zahmetli olan ve degisken verimlerle sonuclanan
onlemenin

tirevlendirme adimlarim baska bir

yoludur.

GEREC VE YONTEM

Deneysel calismalarda analitik cihaz olarak
Agilent 6470 sivi kromatografisi-uclu dort kutuplu
kitle (LC-MS/MS)

Cihaz kontrolu, veri toplama, nitel ve nicel veri

spektrometresi kullamlmistir.

analizi Agilent MassHunter yaziimi kullanilarak

yapilmistir.

Reaktif ve kimyasallar;

1) Merck marka vylksek saflikta (%95’lik)

metanol

2) Merck marka suprapur saflikta (%98-100)
formik asit

3) Dr.
(%99, 3’liik)

4) Ultra saf su

Ehrenstrofer  Akrilamid, standart

5) 1 pL ile 1000 pL arasi otomatik pipet
6) 10 mL’lik balon jojeler 6 adet

Ambalajlanmis  icme suyu numunelerinin
hazirlanmasi
Calisma kapsaminda Kocaeli bolgesinde

marketlerden 20 adet ambalajlanmis icme suyu
numuneleri alinmistir. Numuneler analizi yapilana
kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Ambalajlanmis icme suyu numunelerinin
analizi
Ambalajlanmis icme suyu numuneleri analiz

kapsaminda yapilan calismalarda, laboratuvar ici
farkl
referans malzeme

metot esas alinarak, konsantrasyonlardaki
sertifikali (CRM)
analitiksel hesaplamalar yapilarak 10 mL’lik hacimli

ile gerekli

balon joje icerisine uygun bir coziciu (genellikle
metanol) ile coziulerek 100 pg/L olacak sekilde
ara stok cozeltisi hazirlanmistir. Cozelti tekrardan

kullamlmak Uzere -18 °C’de saklanmistir.

farkl
noktali kalibrasyon

stok
sahip bes

Hazirlanan  ara cozeltisinden
konsantrasyonlara
egrileri olusturulmustur. Kalibrasyon noktalari; 0,01
pg/L, 0,025 pg/L, 0,05 pg/L, 0,1 pg/L, 0,15 pg/L
olacak sekilde hazirlanmstir.

Ambalajli icme sulart calkalanmip homojen hale
getirildikten sonra, on islem yapmadan 0,2 pm’lik
PTFE (politetrafloroetilen)

Viallere vyerlestirildikten sonra LC-MS/MS cihazina

filtreden suzulmustur.

enjekte edilmistir. Kromatografik calisma kosullan
Tablo 1 ve MS parametreleri Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1. Kromatografik kosullar

Parametre Ayarlar

Analitik kolon

InfinityLab Poroshell SB-AQ, 4,6x100 mm, 2,7 um

Kolon sicakligi 20 °C
Enjeksiyon hacmi 20 pL
Analiz suresi 3 dk
Oto ornekleyici sicakligi 5¢2 °C
Mobil faz A Suda c¢oziinmiis %1°lik formik asit
Mobil faz B
igne yikama siiresi 10 sn
Tablo 2. MS parametreleri
Parametre Ayarlar
MS yontemi Coklu reaksiyon modu
iyon kaynag cesidi Agilent Jet Stream ESI
Kurulama gaz sicakligi 350 °C
Kurulama gaz akisi 11 L/dk
Nebulizator 60 psi
Kaplama gaz sicakligi 400 °C
Kaplama gaz akisi 11 L/dk
Kapiler 3000 V

Verifikasyon Calismalar

Metodun  performansim  test etmek icin madde olarak kullamlmistir. Ana stok standardin
dogrusallik, tespit limiti ve -tayin limiti, konsantrasyonu 1 mg/L’dir. Stok cozeltiden 100
tekrarlanabilirlik ve tekrar (Uretilebilirlik, geri pg/L ve 250 pg/L ara cozeltiler elde edilmistir.
kazanim calismalart  yapilmis ve istatistiksel Kalibrasyon standartlarini hazirlamak icin 1-2,5-5-
olarak  degerlendirilmistir. Dogrusallk calismas1t 10-15 pg/L konsantrasyonlarinda metanolde calisma

icin analizi yapilan akrilamid metanol icerisinde
karisim cozeltisi hazirlanmis ve standart referans
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cozeltileri ve kalibrasyon standartlarn da 0-10-25-
50-100-150 ng/L olarak matriste hazirlanmistir.



Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ):
Akrilamid’in tespit ve tayin limitini belirlemek icin
10 ng/L konsantrasyonunda hazirlanan standart
10 defa

degerlerin standart sapmasi hesaplanmistir. Tespit

cozelti cihaza verilmis ve bulunan
limiti standart sapma 3 ile carpilarak, tayin limiti
ise standart sapma 10 ile carpilarak belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik ve Tekrar iiretilebilirlik:
Kesinlik degerini hesaplamak icin tekrarlanabilirlik
ve tekrar (Uretilebilirlik c¢alismalarn yapilmistir.
Tekrarlanabilirlik calismalarinda, iki analist tarafindan
ayn laboratuarda, aynmi cihazla ve ayni giin yedi
bagimsiz analiz

calisma yapilarak, sonuclarinin

birbirlerine yakinig1  degerlendirilmistir.  Tekrar
uretilebilirlik calismalan icin iki analist tarafindan
dusiik (10 ng/L) ve yiiksek (150 ng/L) olmak Uzere
iki farkli konsantrasyonda aynm laboratuarda, ayn
cihazla ve farkli giinlerde yedi bagimsiz calisma
yapilarak rastgele hata hesaplanmistir.

Olciilen
gosteren

degerle gercek degerin
dogruluk parametresi,

yakinligin
geri  kazanim

calismalanyla ortaya konmustur. Bu calismada,

Tablo 3. Ambalajlanmis icme suyundaki akrilamid icerigi

geri kazamimi belirlemek icin kor su Ornegine 50
ng/L olacak sekilde analiz edilen akrilamid karisim
standard1 eklenerek calisilmistir.

BULGULAR

Yapilan tekrarlanabilirlik ve tekrar uretilebilirlik
calismalarinda, elde edilen ortak bagil standart
sapma (RSD) degerleri %3,291 ve %2,804 olarak
bulunmustur. Geri kazanim degerlerinin ortalamasi
alinarak metodun geri kazanmim degerleri %99,241
olarak belirtildi. Analitik yontemlerin duyarliligim
belirlemek icin tespit ve tayin limiti varyasyonlan
2,114 ng/L- 9,945 ng/L bulundu.

Cesitli ambalajlanmis icme suyu orneklerinde
akrilamid icerigi Tablo 3’de belirtildi. icme suyu
orneklerinde akrilamid seviyesi 12,29 ng/L ile 35,31
ng/L arasinda degismekteydi. Halen calisilan icme
suyunda tespit edilen akrilamid konsantrasyonlar
Avrupa Birligi ve Cevre Koruma Ajansi’nin
gerektirdigi 0,1 pg/L ve 0,5 pg/L limitlerinin cok

altindaydi.

Ambalajlanmis icme suyu Akrilamid icerigi (ng/L)
1 12,92
2 19,62
3 35,31
4 17,76
5 19,16
6 25,24
7 12,29
8 16,89
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TARTISMA
Akrilamid  olusumlann  yillardir  bilinmesine
ragmen ginimiize kadar yapilan calismalarin

bircogu yerel ve laboratuar degerlendirmelerine
dayanmaktadir.

Kocaeli bolgesinde belirlenmis marketlerden
adet

Uzerinde

toplanan 20 ambalajlanmis  icme suyu

numuneleri akrilamid’in miktarsal

tayinleri analiz edilmistir. Elde edilen calisma
sonuclari, cevre kosullarn ve insan sagligin1 olumsuz

etkilemeyecek derecede degerler kaydedildi.

Yapilan farkli calismalarda, tespit limiti degerleri
1-200 ng/L araliginda bulunmustur (18,20-26).

TESEKKUR

Backe ve ark. (24), kati-faz ekstraksiyon ve HPLC-
MS/MS (Yuksek Performanshi Sivi Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi) tarafindan bildirilen tayin limiti
sinirlant 20-21 ng/L olmustur. Yamini ve ark. (22),
tarafindan bildirilen kati-faz ekstraksiyon GC-MS
(Gaz Kromatografisi) ile yapilan analizlerde tayin
simn 17 ng/L olarak bildirilmistir. Calismamizda
elde edilen tespit ve tayin degerleri sirasiyla
2,114 ng/L - 9,945 ng/L olup bulunmus ve yapilan
calismalardaki tespit edilen deger aralig1 icinde

bulundugu; raporlama limitlerini de karsiladig
gorulmustur. ABD Cevre Koruma Ajanst ve Avrupa
Birligi icme suyunda akrilamid referans limit degeri

sirasiyla 0,5 pg/L ve 0,1 pg/L belirlenmistir.

Bu calismanin yiiriitilmesi sirasinda destegini esirgemeyen Prof. Dr. Mehmet Kobya’ya, Serap Lagin’e,

iSU Merkez Laboratuar’ina,Sem Laboratuar Cihazlar A.S. ve Spektrum Lab Yazilim Firmasi’na tesekkiir

ederim.
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