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Yogurt yapiminda kullanilan kiiltiirlerin polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 (PAH’lar)
degrade edebilecegi bilinmektedir.Yogurt yapimi esnasinda bu kiiltiirlerin nasil
davranacagi konusunda sinirli sayida arastirma bulunmaktadir. Yogurt yapiminda
kullanilan farkli yogurt kiiltlirlerinin siitte bulunabilecek PAH’lar1 degrade edip
edemeyecegini belirlemek amaclanmistir. ilk olarak ¢ig inek siitinde PAH olup
olmadigi, pH, kuru madde ve asitlik belirlenmistir. PAH igermedigi tespit edilen siitler 4
gruba ayrilmistir; (1) kdy mayasiyla elde edilen, (2) marketlerde satilan yogurtlardan
alinan maya, (3) Lactobacillus delbrueckki ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis ssp. lactis, Bifidobacterium
infantis M-63, Bifidobacterium bifidum BGN4 ve GOS ile hazirlanan, (4) Lactobacillus
delbrueckki ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactics ve
Streptococcus thermophilus ile hazirlanan. Her grup kendi iginde 4 alt gruba ayrilmis
birinci grup kontrol olarak tutulurken diger gruplara 4 PAH bilesigi [Benzo(a)piren,
krisen, benzo(b)floranthen, benzo(a)anthrasen] karisimindan sirastyla 50,100, 200 pg/kg
katilmistir.  Yogurtlar geleneksel metotla elde edilmistir. Siitlere PAH karigimi
katildiktan ve yogurt olusum siireci tamamlandiktan sonra 6nceden validasyonu yapilan
yontemle PAH analizleri gaz kromtaografi-kiitle spektrometresi araciligiyla
belirlenmistir. Analiz sonuclarinda 4 PAH konsantrasyonuna gore % azalma verileri
incelendiginde; en ¢ok azalma %?21,7 ile 200 pg/kg’da 3.grupta, en az ise %8,05 ile 200
pg/kg’da 1.grupta goriilmiistiir. Boylece yogurt kiiltlirlerinin siitte bulunan PAH’lar1
oldukea diistik diizeyde inhibe edebilecegi ve tamamen degrade edemeyecegi sonucuna
varilmstir.
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF YOGURT CULTURES ON
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Supervisor: Prof. Dr. Ayhan FILAZI

It is known that cultures using yogurt making can degrade polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs). There is limited research on how these cultures behave during
yogurt making. It was aimed to determine whether different yogurt making can degrade
PAHSs that may be present in milk. Firstly, the presence of PAHs pH, dry matter and
acidity were determined in raw cow milk. The milk found to be PAH-free was divided
into 4 groups; (1) obtained from village yeast, (2) yeast from yogurts sold in markets,
(3) prepared with Lactobacillus delbrueckki ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis ssp. lactis, Bifidobacterium
infantis M-63, Bifidobacterium bifidum BGN4 and GOS, (4) prepared with
Lactobacillus delbrueckki ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
lactics ve Streptococcus thermophilus. Each group was divided into 4 subgroup and first
group was kept as control while the other groups were treated with 50, 100, 200 pg/kg
of a mixture 4 PAH [Benzo(a)pyrene, chrycene, benzo(b)floranthen,
benzo(a)anthracene] respectively. Yogurts were obtained with traditional method. After
the PAH mixture was added and yogurt process of formation was completed, PAH
analyzes were determined by gas chromatography- mass spectrometer using previously
validated method. When reduction data are analyzed according to 4 PAH concentrations
in the analysis results; the highest reduction was seen in 3rd group at 200 pg/kg with
21,7%, the lowest was seen in the 1st group at 200 pg/kg with 8.05%. It was concluded
that yogurt cultures can inhibit. PAHs in milk at a very low level and cannot completely
degrade them.
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1. GIRIS

Sanayilesmenin gelismesiyle birlikte insan yasami kolaylasirken ¢ogu ¢evre problemini
de ortaya ¢ikarmistir. En tehlikeli hastaliklardan biri olan kanserin olusumunda cevre
faktoriiniin etkili oldugu bilinmektedir. Insanlar kirlenmis havay1 soluyarak veya kirli
su ve giday1 tiiketerek sagliga zararli maddelere maruz kalabilmektedirler (Alver vd.

2012).

Sanayi dokiintiileri, zirai miicadele iiriinleri, her tiirlii atik, tiitlin dumani ve endiistriyel
gazlar gibi ortama sagilan tehlikeli atiklar toplum sagligi igin zararli ciddi gevresel
kirleticiler olarak gosterilmektedir. Atiklar arasinda mevcut kiikiirt dioksit, azot oksit,
polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH), pestisit ve metal gibi ¢ogu kirleticinin sagliga
zararli oldugu belirtilmektedir (Alver vd. 2012).

PAH'lar iki veya daha ¢ok benzen halkasindan olusan hidrofobik organik bilesikler olup
dogal veya andropojenik orijinli olarak organik bilesiklerin Kkusurlu yanmasiyla
meydana gelirler. Dogal olarak, orman yanginlari ya da volkanik olaylarla olusmaktadir.
Kaynaginda insan olanlar ise sanayi atiklari, motorlu araglar ve sigaradan ileri gelirler.
Sigarayla olusan PAH diizeyi diger kirleticilere gére daha az oldugu halde halk saglig:
icin en tehlikeli kaynaklardan biri olarak one ¢ikmaktadir (Alver vd. 2012). PAH'lar
insan sagligina oldukca zararli olmalarinin yani sira birgogunun mutajenik, karsinojenik

ve genotoksik 6zellikte oldugu bildirilmistir (Kagmaz 2018).

PAH'lardan Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi 'ne (2011) gére 4 PAH'm
maksimum limiti belirlenmistir. Bunlar benzo(a)piren(BaP), benzo(a)anthrasen,
benzo(b)floranthen ve krisen toplami olarak belirtilmektedir. Ayrica sadece
benzo(a)piren igin de maksimum kalint1 limiti belirlenmistir. Cevrede yaklasik 10.000
den fazla PAH bilesigi veya metabolitinin oldugu tahmin edilmektedir (Kurnia vd.
2018). Bunlardan BaP'in en giiglii kanserojen bilesiklerden biri oldugu arastirmalarla
ortaya konulmustur. BaP'in kontaminasyonu ¢erez, un, tahil, sebzeler, ekmek, meyveler,
et, balik, salamura gidalar, bebek mamalar1 ve inek siitli gibi ¢esitli gida maddelerinde

bulunmustur (Shoukat 2020).



PAH maruziyeti alinma diizeyine bagli olarak kisa ve uzun vadede hastalik etkilerine
neden olabilmektedir. Astimli hastalarda PAH'lar akciger yetmezligine, kan
pihtilagsmasina ve uzun vadede farkli kanser tiirlerine sebep olabilmektedir (Colon vd.
2022).

Toksik ve karsinojenik olan PAH bilesiklerinin gida ve biyolojik drneklerdeki degerleri,
gaz kromatografi (GC), yliksek performanshi sivi kromatografi (HPLC) ve elektro
Kinetik kromatografi gibi yiiksek duyarliliga sahip cihazlarla tayin edilebilmektedir.
PAH bilesiklerinin GC ile tayinlerinde dedektor olarak alevde iyonlagsma dedektorii
(GC-FID) veya kiitle spektrometresi (GC—MS) kullanilabilir. HPLC ile analizlerde ise
dedektor olarak cogunlukla UV dedektor (HPLC-UV), Floresan dedektor (HPLC—
FLD), fotodiyotarray (PDA) veya kiitle spektrometresi (HPLC-MS) kullanilmaktadir
(Alver vd. 2012).

Probiyotik, ila¢ ve gida endiistrileriyle ilgili en 6nemli bakteri olarak bilinmektedir.
Probiyotikler yasayan mikroorganizmalardir. Laktik asit bakterileri(LAB'lar) ve
bifidobakteriler probiyotik mikroorganizmalardir. Bakteriler arasinda LAB'lar en ¢ok
bilinenleri olup ¢ogu fermente gidalarda kullanilmaktadir. Probiyotikler ve LAB'larin
mutajenik ve Kkarsinojenik maddelerin risklerini azaltarak kolon kanserini onledigi
belirtilmistir. Mikotoksinler, metaller ve diger toksinlerin detoksifikasyonunda

probiyotiklerin ve LAB'larin rolii gézden gegirilmistir (Shoukat 2020).

Siit; kalsiyum, selenyum, riboflavin, ¢inko, B2 vitamini ve pantotenik asitin giinliik
allminda onemli bir katki saglamaktadir. Bircok c¢alisma siitteki PAH
konsantrasyonundan bahsetmistir. Italya'da bir calismada ¢ig siit, pastdrize siit ve UHT
stitlerin PAH limiti 5.43- 7.75 g/ kg olarak ol¢tilmiistiir (Sun vd. 2020). Bununla
beraber gerek Avrupa Birligi (AB) mezuatinda ve gerekse Tiirkiye'de siit ve siit
uriinlerindeki PAH'lar i¢in maksimum kalint1 limiti belirlenmemistir. Tirk Gida
Kodeksi Bulasanlar Yonetmeliginde sadece bebek siitli ve devam siitii i¢in maksimum
kalintt limiti BaP ve 4 PAH"In toplam1 i¢in ayr1 ayr1 1 pg/kg olarak verilmistir (Anonim
2011, Anonymous 2011).



Siitiin PAH'larla kontaminasyonu; maruziyet kaynagi, inek laktasyon dénemi, hayvan
sagligl ve iireme sistemi gibi ¢evresel faktorlere bagli olmaktadir. Sagilan ineklerin
PAH'lar1 igeren yemleri tiiketmeleri durumunda siitlerinde PAH'larin tespit edilebilecegi

gosterilmistir (Rincén vd. 2019).

Bir ¢aligmada yogurt mayasi (Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus)
suslar1 tarafindan yogurt yapimi sirasinda PAH'larin miktarinda hafif bir diigme oldugu
ve bu yontemle PAH'larin uzaklastirilabilecegi ifade edilmistir. Yogurt inkiibasyonun
baglangicinda PAH'lar tarafindan LAB'larin etkilenebilecegi belirtilmigse de
mikroorganizmalar bu tiir PAH'larin varligina hizlica adapte olmakta ve gelismelerini
stirdiirebilmektedirler (Abou-Arab vd. 2010).

Bagka bir ¢alismada ise LAB suslarinin gidalarda yaygin bir sekilde olusan PAH gibi
kanserojenik bilesiklere baglanarak gidalardaki konsantrasyonlarini azaltabilecegi
belirtilmistir. Boylece probiyotiklerin antimutajenik aktivitesinin PAH bilesiklerinde de

etkili olabilecegi ifade edilmistir (Sevim ve Kizil 2019).

Dolayisiyla bu ¢alismanin hipotezi kullanilacak yogurt kiiltiirlerinin siitte bulunabilecek

PAH'lar1 inhibe edebilecegi yoniinde kurulmustur.



2. KAYNAK OZETLERi

Gidalarin tiiketilebilirligini, c¢evre kosullart ve isleme esnasinda meydana gelen
biyolojik, kimyasal ve fiziksel tehlikeler belirlemektedir. PAH'lar , kimyasal tehlikeler
smifindadir (Ceylan ve Unal Sengdr 2015). Gidalarda ve gevrede gesitli tehlikeli ve
karsinojenik bilesikler vardir. Su, hava ve gidalarda bulunan bu bilesik gruplarindan
birinin de PAH'lar oldugu belirlenmistir (Kiani vd. 2021). PAH’lar giinlik yasamda

maruz kalinan yaygin organik kirleticilerdendir (Donauer 2010).

Zehir; agiz,deri, solunum veya parenteral yollarla viicuda girdigi zaman belirli bir
dozajda ve/veya belirli bir zaman diliminde biyolojik sistemlere zarar veren madde
olarak tanmimlanmaktadir (Ayaz ve Yurttagiill 2008). Birgcok PAH bilesigi ve
metabolitleri insanlar dahil daha yiiksek sistemler ve mikroorganizmalar i¢in oldukca

toksik, teratojenik, mutajenik veya karsinojenik olmaktadir (Samanta vd. 2002).

PAH'larin organik maddenin eksik yanmasi sonucunda ¢evrede genisce yayilabildigi ve
taginabildigi belirtilmistir (Samanta vd. 2002). PAH'lar cevrede genis Olgiide
yayilabildigi i¢in giday1 kontamine edebilmekte ve bundan dolay: farkl iilkelerde ¢evre
kirliligi ciddi bir sorun olmaktadir. Gidalarda PAH'larin ortaya cikist gida hazirlamadan,
kontamine olmus bir ortamdan veya onlarin emiliminden kaynaklanabilmektedir (Abou-
Arab vd. 2010).

Gida kontaminasyonu, saglik ve gida giivenligi i¢in en ilgili ve en énemli konulardan

biri olmaktadir. Giivenli ve saglikli gidaya ulasmanin insanlarin temel hakki oldugu

belirtilmistir (Shoukat 2020).



2.1 Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar

PAH’lar karbon ve hidrojen atomlarinin en az iki birlestirilmis aromatik halkasindan
olusan organik bilesikler olarak ifade edilmektedir. PAH’lar fosil yakitlarin eksik
yanmasi veya organik madde ve jeokimyasal islemlerin pirolizi sonucu olusan kimyasal

yonden inert maddelerdir (Yousefi vd. 2019 , Donauer 2010).

PAH'lar sigara dumaninda oldugu gibi endiistriyel ve otomobil egzozlarinda da
bulunmaktadir. Cogunlukla havada ince tozlara tutunurlar. Toprakta ve suda
bulunmakta ve hidrofobik 6zelligi dolayisiyla o6zellikle tortuda birikmektedirler
(Donauer 2010). PAH’lar atmosferde ozon, nitrojen oksit ve silfiir oksit gibi
kirleticilerle tepkimeye girebilmekte ve topraktaki bazi mikroorganizmalar tarafindan
degrade olabilmektedir (Nowakowski vd. 2022).

PAH’lar yaygin ¢evresel kirleticilerden oldugundan havayi, topragi ve yer alti suyunu
kontamine edebilmekte ve en sonunda gida zincirine girebilmektedir. Dahas tiitsiileme,
kavurma, kizartma, barbekii yapma, firinda pisirme ve kurutma gibi ¢esitli gida
hazirlama yontemleri sirasinda PAH’larin ¢ogalmasi giday1 kontamine edebilmektedir.
Bu ylizden et iirtinleri, sivi ve kati1 yaglar , tahil, tiitsiilenmis gida iirlinleri, deniz
irtinleri, ¢ay ve kahve gibi ¢esitli gida maddeleri; gida isleme, pisirme ve gevresel

kirlilik sirasinda PAH’lar tarafindan kontamine olabilmektedir (Yousefi vd. 2019).

Gilinimiize kadar 10.000'den fazla PAH veya metaboliti tanimlanmis olup bunlardan
16's1 Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Cevre Koruma Orgiitii (EPA) tarafindan gida
kaynakli baslica kirleticiler olarak listelenmistir (Kurnia vd. 2018, Yousefi vd. 2019).

PAH’lar molekiil agirliklarina gore diisiikk molekiil agirlikli ve yiiksek molekiil agirlikli
diye ikiye ayrilabilmektedir. Diisiik molekiil agirlhikli PAH’lar 2 veya 3 halkali yapida
iken yiiksek molekiil agirliklilar 4 ve daha fazla halka igermektedir (Nowakowski vd.
2022). 16 PAH bilesiginden asenaftelen, asenaften, floren, naftalin, fenantren ve

anthrasen diisiik molekiil agirlikli PAH bilesikleri olarak belirtilirken piren, krisen,



floranthen, benzo(a)anthrasen, benzo(b)floranthen, benzo(k)floranten, benzo(a)piren,
dibenzo(a,h)anthrasen, indeno(1,2,3-cd)piren ve benzo(g,h,i)perilen ise yiiksek molekiil
agirhikli PAH bilesikleri olarak smiflandirilmaktadir (Kilig vd. 2017). PAH’larin
karsinojenik 06zelligi molekiil agirliginin artmasiyla dogru orantilidir (Nowakowski
vd.2022). Benzo(a)piren ve dibenzo(a,h)anthrasen gibi yiiksek molekiil agirliklit PAH
bilesiklerinin kararliligi, karsinojenik ve mutajenik etkisinin diisiik molekiil agirlikli
olanlara gore daha fazla oldugu ifade edilmistir (Kili¢ vd. 2017). Oncelikli 16 PAH'n

molekiil agirligi, molekiil formiilii ve yapis1 Cizelge 2.1'de gosterilmektedir.

Insanlar yutma, soluma ve deri temasiyla PAH’lara maruz kalabilmektedir. Fakat
PAH’larin beslenmeyle alinmasi, sigara igmeyen ve calismayan bireyler icin insan
maruziyetinin baslica yolu olmaktadir. PAH’lar lipofilik 6zelliklerinden dolay1 gida
zincirinde birikme egilimine sahiptir. Karsinojenik aktivitelerinin kanitlanmis olmasi
sebebiyle gidalardaki PAH’larin varligi hakkinda bir endisenin oldugu belirtilmistir.
Gidalarin sadece PAH’larla degil metaller, mikotoksinler, heterosiklik aromatik aminler
(HCA), akrilamid, nitrozamin gibi diger kontaminantlarla da kontamine olmasinin olasi

oldugu belirtilmektedir (Yousefi vd. 2019).

Cizelge 2.1 Baglica kirletici olan 16 PAH'in molekiil agirligi, molekiil formiilii ve yapisi
(Singh vd. 2018, Alver vd. 2012)

Say1 Bilesim Molekiil Agirligt  Molekiil Formiilii Yapisi

1 Naftalin (Np) 128.17 CisHio

2 Asenaftelen (Anp) 152.19 Ci2His

3 Asenaften (Ane) 154.19 Ci2Hs g.

4 Floren (FIr) 166.26 CisHio

5 Fenantren (Phe) 178.23 Ci4H10 COQ




Cizelge 2.1 Baslica kirletici olan 16 PAH"1 molekiil agirligi, molekiil formiilii ve yapisi

(devam) (Singh vd. 2018, Alver vd. 2012)

6 Anthrasen (An) 178.23 Ci4H10
7 Piren (Py) 202.25 Ci6H1o Cgi
8 Floranthen (Flu) 202.26 CisHio 0‘8
9 Krisen (Chr) 228.28 CisH1z QQQO
g
10 | Benzo(a)anthrasen 228.29 CigH12 999
(BaA)
11 Benzo(b)floranthen 252.30 CaoH12 ‘
(BbF) Oﬁ’@
12 Benzo(k)floranten 252.30 CaoH12 O‘O
L
(BKF)
13 Benzo(a)piren (BaP) 252.31 CaoH12 O&e
14 Benzo(g,h,i)perilen 276.338 Ca2Ha2 Og@
(BghiPy) Q Q
15 | indeno(1,2,3-cd)piren 276.330 CazH1 Qﬁ‘b‘@
(IcdP)
Dibenzo(a,h)antrasen 278.34 CooHu4
16 (DahA) v OOQ




Cizelge 2.1'de gosterilen 16 bilesigin baslica kirletici olarak siniflandirilmasinin

nedenleri;

1. Bu bilesiklerle ilgili bilgiler digerlerinden daha fazladir.

2. Daha zararli olduklarina dair olumsuz etkilerinin gosterilmesi,

3. Daha yaygin olarak olugmalar1 ve boylece daha fazla maruz kalinmast,

4. ABD'deki ulusal oncelikler listesinde atik alanlarinda yapilmis olan analizler

sonucunda en ¢ok bu 16 bilesigin belirlenmis olmasi sayilmaktadir (Alver vd. 2012).

Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligine (2011) gore sadece 4 PAH’1n maksimum
kalintt  limiti  belirtilmisti. Bu PAH’lar benzo(a)piren, benzo(a)anthrasen,
benzo(b)floranthen ve krisen toplami ve sadece benzo(a)piren maksimum kalinti limiti
de belirtilmistir. Avrupa Birligi (AB) yonergesi ve Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar
Yonetmeliginde sadece bebek siitii ve devam siitii i¢in maksimum kalint1 limiti BaP ve
bu 4 PAH’1n toplami ayr1 ayr1 1 pg/kg olarak verilmistir ( Anonim 2011, Anonymous
2011).

2.1.1 PAH'larin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Eksik yanmayla meydana gelen PAH bilesikleri genel olarak karisim halinde olusurlar.
Yani tek bir liriin halinde goriinmezler. Fakat arastirma amaciyla saf olarak da
iiretilebilmektedir. Saf bilesik olarak PAH’lar beyaz, agik sari, renksiz ve yesil renkli
olabilmektedir. Bu saf bilesikler kati halde ve hos bir kokuya sahip olmaktadir.
Arastirma i¢in olusturulan PAH bilesikleri disindaki bilesiklerin ¢ogunun herhangi bir
kullanim yerinin olmadig1 belirtilmektedir. PAH bilesiklerinden birkaginin pestisit,
boya veya plastik yapiminda kullanildigi belirtilmistir (Alver vd. 2012). Cizelge 2.2'te

PAH bilesiklerinin bazilarinin 6zellikleri gosterilmektedir.



Cizelge 2.2 PAH bilesiklerinden bazilarmin 6zellikleri (Kili¢ vd. 2017)

[smi Simge Erime Kaynama Renk Suda
Noktas1 Noktas1 Coziintrlik
(°C) (°C) (mg/L)

Naftalin Np 80 218 - 31
Asenaftelen Anp 92-93 265-275 - 3.93
Asenaften Ane 95 96 Beyaz 1.93
Floren Fir 116-117 295 Beyaz 1.98
Fenantren Phe 100 340 Renksiz 1.20
Floranten Flu 109 375 Mat sar1 2-2.6
Antrasen An 218 340 Renksiz 0.076
Piren Py 156 360 Renksiz 0.077
Krisen Chr 254 448 Renksiz 2.8x10°
Benzo(a)anthrasen BaA 158 400 Renksiz 1x10t
Benzo(b)floranthen BbF 168 481 Renksiz 1.2x10°3
Benzo(k)floranten BkF 216 480 Mat sar1 7.6x10*
Benzo(j)floranten BjF 166 - Sari 6.76x107
Benzo(a)piren BaP 179 496 Mat sar1 2.3x10°3
Indeno(1,2,3-cd)piren IcdP 164 536 Sar1 0.062
Dibenzo(a,h)antrasen DahA 262 524 Renksiz 5x10*
Benzo(g,h,i)perilen BghiPy 273 545 Mat sar1 2.6x10*




PAH’lara insanlarin maruz kalmasmin 6nemli bir kaynagi mineral yaglar ve rafine
petrol iirlinlerinin kozmetiklerde ve medikal iiriinlerde kullanilmasi potansiyelidir.
PAH’lardan potansiyel izleri olan rafine edilmis petrol {irlinleri bebek losyonu, giines
yag1 gibi ¢ogu kozmetik tirlinlerinin igeriginde bulunmaktadir. Bazi kozmetik {irlinleri
bitkisel yagdan hazirlanmaktadir ama BaP ve diger PAH’lar1 da iz miktarda
icerebilmektedir (Harvey 1991).

2.1.2 PAH ve gida

Insanlarm PAH'lar gibi ¢evresel kirleticilere maruz kalmasi en ¢ok gida tiiketimiyle
olmaktadir (Duan vd. 2016). Sekil 2.1'de PAH'lara maruz kalmanin kisa ve uzun vadeli

saglik etkileri gosterilmistir.

Gidalarda PAH’larin ortaya ¢ikmasi; gida hazirlama, isleme tekniklerinden, tiriinler
veya bitkiler kontamine olmus toprakta biiyiidiiglinde ve deniz yasaminda veya balik

kontamine olmus suda yasadiginda gida zincirine girmekten kaynaklanmaktadir (Lawal

2017).

PAH bilesikleri gidalar1 hava, su, toprak veya isleme ve pisirme esnasinda kontamine
edebilmektedir. Gidalarda PAH’larin bulunmasi insanlar i¢in potansiyel bir risk
olmaktadir. PAH’larin ¢evrede bulunmasi pek ¢ok pismemis gida iriinlerinde tespit
edilebilir seviyelerde bulunmasina neden olmaktadir. Pisirme islemleriyle gidalarda

PAH {iretimi olabilmektedir ( Lawal 2017).
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Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar

Kisa Vadeli Saglik Etkisi Uzun Vadeli Saglik Etkisiglik
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Sekil 2.1 PAH'lara maruz kalmanin kisa ve uzun vadeli saglik etkileri ( Lawal 2017)

PAH’lar pisirme Oncesinde ¢ig gidanin kiirlenmesi ve islenmesi sirasinda
olusabilmektedir. PAH’lara ¢evresel maruziyetin genel yiikiiniin oranin1 belirlemek i¢in
cesitli calismalar yapilmistir. PAH’larin ana beslenme kaynaklar1 acik ateste pisen etin
yiiksek tliketimi disinda et yerine tahillar ve sebzelerin de oldugu belirtilmistir. Tahillar
ve tahil {riinleri yliksek tiiketimi sebebiyle PAH’larin aliminda o6nemli katki

saglamaktadir (Lawal 2017).

PAH’lar ay¢icegi, zeytin, soya fasulyesi, hurma ve kolza yag1 gibi kat1 ve siv1 yaglarda
olusabilmektedir. Bitkisel kati ve siv1 yaglar besin gruplarinda daha yiliksek PAH
konsantrasyonuna sahip olabilmektedir. PAH’larin konsantrasyonlar: bitki yiizeyinde
(dis yapraklar, kabuk) i¢ dokuya gore genellikle daha fazla olmaktadir (Lawal 2017).

11



PAH’lar 1spanak, cay, marul ve tiitlin gibi yaprakli bitkilerde ve tiitsiilenmis et ve
baliklarda bulunmaktadir. Lifli sebzelerde yiiksek konsantrasyonda bulunmalarinin
atmosfer kaynakli kontaminasyondan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Harvey
1991). Deniz iriinleri ve baliklar ise yine atmosferdeki kirlilikten ve petrol sizintisi
nedeniyle suda ve tortularda bulunan PAH’lardan etkilenebilmektedir (Lawal 2017).

PAH’lar bazi evsel gida hazirlama yontemlerinin sonucunda da olusabilmektedir.
Gidalardan ozellikle et ve balik acik ateste pisirildiginde PAH’lar olusmaktadir. Eger
1zgara edilmis gida atesle dogrudan temas halindeyse, et ve baliktan damlayan yaglarin
pirolizi sonucunda yiizeylerinde biriken PAH’lan irettigi ifade edilmistir. Dogrudan
temas etmese bile aleve veya sicak komiirlere damlayan yag, gidanin ylizeyine geri
tasinan bu bilesikleri olusturmaktadir. Komiirle 1zgara yapma sirasinda PAH
olusumunun etin yag igerigine, pisme siiresi ve sicakliga bagl oldugu belirtilmistir

(Lawal 2017). Cizelge 2.3'te Diisiik ve yiiksek PAH iceren gidalar gosterilmektedir.

Cizelge 2.3 Diisiik ve yiiksek PAH igeren gidalar (Giing Ergoniil ve Kaya 2015)

Diisiik Yiiksek
Domates Bitkisel yaglar
Portakal suyu Kat1 yaglar
Meyveler Kizartmalar
Sebzeler; fasulye,misir,bezelye Kabuklu deniz tirtinleri
Piring Tiitstilenmis etler
Yulaf ezmesi Mangalda 1zgara etler
Ekmek Kavrulmus kahve
Mercimek Cay
Corbalar Patates cipsleri
Mayonez
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Fiime ve 1zgara edilmis gidalar olagan diyetin biiylik bir boliimiinii olusturuyorsa
PAH’larin aliminda 6nemli Glglide katkida bulundugu ifade edilmektedir. Tercihen
yagsiz et ve balik secmek ve mangal yapmak i¢in gidalarin atese temas etmesinden
kaginmak, 1zgara i¢in daha az yag kullanmak ve daha uzun siire daha diisiik sicaklikta
pisirmek gibi basit uygulamalar, PAH’lardan kaynaklanan gida kontaminasyonunu
onemli bir Ol¢lide azalttigi belirtilmistir. Kahve ve kakao ¢ekirdekleri ile ¢ay
yapraklarinin kurutulmast ve kavrulmasi esas olarak uygun olmayan bir kurutma

islemine tabi tutulanlarin PAH igerigini artirabildigi belirtilmistir (Lawal 2017).

PAH’larin normal veya ortalama bir insan diyeti ile iligkili alim seviyesini ve ana maruz
kalma/kontaminasyon kaynaklarinin neler oldugunu belirlemek i¢in ¢esitli caligmalar
yapilmistir. Ornegin Birlesik Krallik’ta yasayan insanlarin diyetlerinin analizinde
PAH’larin baglica tahillardan (yaklasik iigte biri) ve ayrica sivi ve kati yaglardan
(bunlarin da tigte biri) geldigi bildirilmistir (Dennis vd. 1983). Aymi ¢alismada
meyveler, sebzeler ve sekerlerin geri kalan PAH maruziyetiningoguna katkida
bulundugu, bununla birlikte, et, balik, siit ve igeceklerin katkilarinin nispeten diisiik
oldugu, bunun Birlesik Krallik'taki ongdriilemeyen yaz havasi nedeniyle, mangalda
yemek yemenin niifusun ¢ogu i¢in nadir bir aktivite olmasindan kaynaklandig: ileri
striilmiistiir. Buna gore giinlik toplam 1.46 kg yiyecek ve icecek tiiketimi temel
alindiginda, diyetteki giinlik toplam PAH yikiinin 3.70 ug olarak hesaplandigi
bildirilmistir (Phillips 1999).

Hollanda diyetiyle ilgili benzer bir ¢alismada, tespit edilen bilesiklerin spektrumunun
Birlesik Krallik’taki ¢alismada belirlenen PAH’larla ayn1 olmamasina ragmen giinliik
ortalama PAH aliminin 5 ile 17 pg /giin oldugu rapor edilmistir (De Vos vd. 1990).
Hollanda diyetlerinde tespit edilen bilesiklerin toplamin en az yarisinin kanserojen
etkinligi bulundugu ve ana kaynaklarinin tahil {iriinleri oldugu, bitkisel yag ve yag

tirtinlerinin de 6nemli 6l¢iide katkida bulundugu belirtilmektedir (Phillips 1999).
Kuzey ve Giiney Avrupa’nin beslenmesi arasinda birgok fark olmasina ragmen Italyan

beslenmesinin analizinin de benzer PAH kaynaklar1 ve seviyelerini gosterdigi

belirtilmistir (Lodovici vd. 1995). Toplam giinliik alimda en yiiksek katkinin tahillar ,
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sebzeler ve meyvelerden ayrica et ve siitlerden geldigi tahmin edilmektedir. Bilesiklerin
kismen yiiksek seviyelerinin firinda pismis pizza ve mangalda pisirilmis kirmizi ette
bulundugu belirtilmektedir. PAH’larin  giinlik toplam alimi1 3 pg/giin  olarak
belirtilmistir (Phillips 1999). Yeni Zelanda da beslenme ile alinan giinlik PAH miktar1
1.2 pg/giin olarak tahmin edilmektedir (Thomson vd. 1996).

Tiirkiye piyasasindan alinan bitkisel yag ve tereyag oOrneklerinde PAH miktarinin
belirlenmesiyle ilgili bir caligmada bitkisel yag olarak zeytinyagi, palm yagi, badem
yagi, aycicek yagi, kahve yagt ve findik yagindan toplam 15 Ornek alindig
belirtilmistir. Calismanin 4 PAH yani benza(a)anthrasen, krisen, benzo(b)floranthen ve
benzo(a)piren miktarlarinin toplamini belirlemek igin yapildig1 belirtilmistir. Analizler
sonucunda bu 4 PAH toplam miktarinin en yliksek ay¢icek yaginda 20.76 pg/kg olup
sirastyla zeytinyagi 9.51 pg/kg, palm yag1 6.05 pg/kg, kahve yagi 5.25 pg/kg ve badem
yagt 1.95 ug/kg oldugu belirtilmistir. Analizi yapilan tereyaglarinda ise PAH'lara
rastlanmadig ifade edilmistir. Bu ¢alismayla Aycigek yagi hari¢ diger 6rneklerin Tiirk
Gida Kodeksine uygun oldugu belirtilmistir (Kiralan ve Toptanct 2019).

2.1.3 Siit ve PAH

Siit disi memelilerin meme bezlerinin salgisi olup genellikle her gen¢ memeli igin
onemli bir gida kaynagidir (Sekil 2.2). Siitiin fonksiyonu beslemek ve bagisikligin
korunmasini saglamaktir. inek, manda, koyun, keci ve deveden elde edilen siitler
diinyanin gesitli bolgelerinde insan tiiketimi i¢in kullanilmaktadir. Diinyadaki insan
niifusunun ¢ogunlugunun tiikketimi igin iglenen siitin biiylik bir bolimiinii inek siitii

olusturmaktadir (Robinson 2002).

Sekil 2.2 Gida kaynagi olan siit (Unal ve Bayhan 1993)
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Siit ¢esitli durumlarda yaklasik 100.000 farkli molekiiler tiir igeren karmasik biyolojik
bir sivi olarak belirtilmis ama bu tiirlerin ¢ogu tanimlanamamustir. Siitiin baslica
bilesenlerinin ¢ogu proteinler, laktoz, yag ve mineraller olarak ayrilmakta ve digerlerine

nazaran siitten kolay izole edilebildigi ifade edilmektedir (Robinson 2002).

Siit dogal haliyle kolay bozulabilen bir maddedir ¢iinkii dogal olarak olusan enzimlerin
ve kontamine mikroorganizmalarin etkisiyle hizli bozulmaya kars1 hassas olmaktadir.
Yillardir siitii uzun siire korumak i¢in ve siitten yararlanimi1 ve giiveni artirmak i¢in
pekcok islem gelistirilmistir. Siit bir dizi isleme teknolojisiyle c¢esitli siit iiriinlerine
doniistiiriilebilmektedir. Bunlar geleneksel peynirler, yogurtlar, tereyagi ve siiriilebilir
driinler, dondurma, siitlii tathlar ve ayn1 zamanda yag igerigi azaltilmis ve sagligi

destekleyen bilesenler igeren yeni siit liriinlerini icermektedir (Robinson 2002).

Siitiin baslica bileseni su olup digerleri yag, laktoz ve proteindir (kazein ve peynir alti
suyu proteini). Sit daha az miktarda mineraller, spesifik kan proteinleri, enzimler ve

meme sentezinin kii¢iik ara tirtinlerini igermektedir (Robinson 2002).

PAH’lar lipofilik bir yapiya sahip olduklarindan gida zincirinde 6zellikle daha yiiksek
yag icerigine sahip gidalarda birikebilmektedir. Siit ve siit trtinleri gibi hayvansal
kaynakl1 gidalar, baslica PAH kaynaklar1 olarak bilinmektedir (Amirdivani vd. 2018).

PAH bilesiklerinin siit {riinlerinde bulunmasinin sebebi teknolojinin gelismesiyle
iliskilendirilmistir. Siit tozlarinda 6l¢iilen PAH miktarmin dolayli kurutmayla veya

elektrikli kurutmayla azaldig: belirtilmektedir (Unal ve Bayhan 1993).

Siitin PAH’larla kontaminasyonu cevresel faktorler olan yetistirme sistemiyle ilgili
(yem ve potansiyel kontamine toprak, laktasyon asamasi ve siirtiniin tibbi durumu) ve
gevis getiren hayvanlarin laktasyon siirecinde maruziyet kaynagi; otlatma sirasinda
yutma, dermal temas yoluyla emilimi veya kontamine olmus havanin solunmasina bagl

oldugu belirtilmistir. Siitlerin PAH seviyeleriyle ilgili literatiirde bazi veriler mevcuttur.

15



Inek siitiiyle ilgili calismalarda PAH’larin yemden siite gecisinin tespit edildigi
belirtilmistir (Naccari vd. 2011 ).

PAH bilesiklerinin belirlenmesi 6rnekleme sonrasinda olusan matrikslerden oziitleme,
Ozlitlenen numunenin armdirilmasi ve enstriimantal tespit gibi birgok basamaktan
olusan bir islem gerektirmektedir (Giing Ergdniil ve Kaya 2015). Siit ve siit tirtinlerinde

PAH'larin analizinde kullanilan ektraksiyon teknikleri Sekil 2.3'te gosterilmistir.
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Sekil 2.3 Siit ve siit lirtinlerinde PAH'larin analizinde kullanilan ektraksiyon teknikleri
(Amirdivani vd. 2018)

Italya’da yapilan bir ¢alismada siit orneklerinde PAH seviyelerinin miktar
belirlenmistir. Cig pastorize, yarim yagli ve tam yagli UHT siitlerde arastirma yapilmis
ve 16 PAH’tan 8 tanesinin tespit edildigi belirtilmistir. Siitlerin toplam PAH
konsantrasyonlar1 kiigiikten biiylige ¢ig siit (5.428 ng/g), yarim yaglh UHT siit (5.941
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ng/g), pastorize siit (6.519 ng/g) ve tam yagli UHT siit (7.753 ng/g) olarak belirlenmistir
(Naccari vd. 2011).

PAH’larin konsantrasyonlar1 ve profilleri Nijerya pazarindaki 20 popiiler ticari siit
markasinda etanolik potasyum hidroksit ve sikloheksan ekstraksiyonu ve alev
iyonizasyon algilamali gaz kromatografisi kullanilarak temizleme sonrasinda
belirlendigi ifade edilmistir. Bu siit markalarindaki 16 PAH’1n toplam konsantrasyonlari
15.6 ile 1711.8 pg/kg arasinda dl¢iildiigii belirtilmistir. Bu siit markalarinda baskin PAH
bilesiklerinin 3 ve 4 halkali PAH’lar oldugu ifade edilmistir ( Iwegbue ve Bassey 2013).

Siit'in kaynatilmasiyla PAH seviyesinin degisimini arastiran bir caligmada ¢ig siit
ornekleri icin kaynatma ile PAH seviyesinin diistiiglinii gostermis ve kaynatma
stiresinin artmasiyla PAH seviyesinin daha etkili bir sekilde diistiigiinii gostermistir

(Abou-Arab vd. 2014).

2.1.4 Yogurt ve PAH

“Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri” tebligi’ne(2022) gére yogurdun
fermentasyonuna 6zgii starter kiiltiirler olan Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus'tan beraber yararlanildigi, inkiibasyondan
sonra pihtistyla karistirilip kirllmamis veya kirilmis sekilde elde edilen ve son tiiketim
tarihinde yeterli miktarda canli ve aktif starter bakteri bulunduran fermente siit iirliniini
ifade ettigi belirtilmektedir. Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus geleneksel olarak siitten yogurt iiretmek igin glikozu 6nce piriivik asite
sonra laktik asite ¢evirerek kullanilan iki laktik asit bakterisidir (Battisti vd. 2014).

Siitten yogurt eldesi sirasinda fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal farkliliklar ortaya
cikmaktadir. Bu farkliliklar siitiin 1sitilmas1 ve homojenizasyonu vb. fiziki islemlerin
yanisira yogurt bakterileri Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus'un
protein, laktoz, yag vb. gida maddelerini fermentasyon sayesinde olusmaktadir

(Ozdemir ve Bodur 1994). Yogurt protein, kalsiyum, potasyum, fosfor, magnezyum,
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¢inko ve B vitaminlerinden riboflavin, niasin, Be vitamini(piridoksin) ve B> vitamini

icerigi yoniinden zengin bir tiriindiir (Adolfsson vd. 2004).

Siit ve siit iiriinleri miikemmel kalsiyum kaynagi oldugundan fonksiyonel gidalar olarak
adlandirilirlar. Fermente siit ve yogurt iyi vitamin ve mineral kaynagi olarak
nitelendirilmekte ve aym zamanda ek saglik yararlarin1 uygulayabilecek laktik asit
bakterilerini i¢erdikleri belirtilmektedir (Plessas vd. 2012).

Probiyotik gidalarin ¢ogu Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus,
Escherichia, Bacillus ve  Saccharomyces maya cinsine ait mikroorganizmalari
icermektedir. Probiyotikler aflatoksinler gibi mutajenlere ve karsinojenlere baglanarak
onlar1 degrade eder. Probiyotik bakteriler Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium
tirlerinin fermentasyon {rlinleri i¢in antimutajenik ve antikarsinojenik aktivite

saglamaktadir (Pop vd. 2022).

Yogurt, probiyotik iceren gidalarin en ¢ok bilinenlerinden birisidir. Yogurt tiretiminde
birkag Laktik asit bakterisinin (LAB) kullanildig: belirtilmektedir (Adolfsson vd. 2004).
LAB en 6nemli probiyotik mikroorganizmalardir ve insanlar tarafindan sindirildiginde
faydali saglik etkilerine sahiptir. Gida endiistrisinde olduk¢a yaygin kullanilmaktadir.
LAB’in baglanma yetenegi belgelere dayanmaktadir (Hongfei vd. 2013).Yogurt
probiyotiklerinin (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus ) Helycobacter pylori enfeksiyonunda
bagirsak mikroflorasindaki etkilenmis Bifidobacterium’u yeniden onararak koruyucu

etkisini gosterdigi belirtilmistir (Pop vd. 2022).

Fermente siit iriinlerinde kiiltiir kosullari, sus secimi, inokulasyon seviyesi,
fermantasyon ortaminin bilesimi, tiirler arasindaki etkilesimler, nihai asitlik derecesi,
besinlerin varligi, gelismeyi hizlandiranlar ve engelleyenler, seker konsantrasyonu,
¢cozlinmils oksijen, inkubasyon ve muhafaza sicakligi ve fermantasyon zaman gibi

cesitli faktorler probiyotiklerin yagamini etkileyebilmektedir (Plessas vd. 2012).
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Probiyotik yogurtlar i¢in 6zellikle icerdigi canli bakteri sayist ve pH degeri i¢in bir¢ok
diizenleyici gereklilik vardir. Bir¢cok c¢alisma, yogurttaki probiyotiklerin hayatta
kalabilmesinin tavsiye edilen giinliik alim i¢in ihtiya¢ duyulandan daha diisiik oldugunu
gostermektedir. Probiyotik yogurtlarda depolama esnasinda probiyotik biiyiime ve
yasayabilirligini desteklemek ve son Urlinin duyusal 6zelligini gelistirmek igin siit

takviyesi gibi gesitli uygulamalar 6nerilmektedir (Plessas vd. 2012).

Cesitli raporlar siitiin PAH kontaminasyonunu dogrulasa bile yogurtla ilgili verilerin
eksik oldugu belirtilmistir. Yogurttaki varligt ve diizeyr smirli sayida calisma

oldugundan dolay1 ¢ok iy1 bilinememektedir (Kagmaz 2019).

Tiirkiye’deki perakende yogurt Ornekleriyle yapilan bir ¢alismada dort PAH tiirline
bakilmistir. Bunlar; benz(a)anthrasen, krisen, benzo(b)floranthen ve benzo(a)piren
olmaktadir. Bu Orneklerde krisen en yaygin PAH olarak goriilmesine ragmen tiim
verilerde PAH’larin yogurtlarda oldukg¢a diisiik seviyelerde (1 pg/kg ‘dan daha diisiik)
oldugu belirtilmektedir (Kagmaz 2019).

Bir ¢alismada orneklerdeki PAH konsantrasyonu, érneklerin yag igerigiyle dogrudan
iliskilendirilmis ve yiiksek yagli yogurtta daha yiiksek diizeyde PAH’lar tespit edildigi
belirtilmistir. Dahasi, Bifidobacterium bifidum‘un varliginin 6rneklerdeki PAH’larin
diizeyini azalttig1 tespit edilmistir. Farkli arastirmacilar tarafindan LAB’in ve
probiyotiklerin PAH bilesiklerine hiicre duvari bilesenleri vasitasiyla baglanabildigini

gostermistir (Amirdivani vd. 2018).

Bagka bir ¢alismada ise probiyotik ve LAB hiicrelerinin BaP’a baglanma yiizdesinin,
LAB olmayan hiicrelere kiyasla iki kat oldugu belirtilmistir. Probiyotik ve LAB
hiicrelerinin oral uygulamada BaP’in in-vivo uzaklastirmasinda ve ayrica BaP’in gida
sistemlerinden uzaklastirilmasinda etkili oldugu ifade edilmistir. Probiyotik suslarin
BaP’in uzaklastirllmasinda ¢ok etkili oldugu ayrica toksik etkilerinin ve potansiyel

olumsuz saglik etkilerinin olmadigi belirtilmistir (Shoukat 2020).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Yogurt yapmak i¢in kullanilan inek siitleri bir siit isletmesinden temin edildi. Yogurt
mayalamak ic¢in kullanilan starter kiiltiirler ise Ankara’nin koylerinde yogurt
mayalamak i¢in kullanilan yogurt mayasi, marketlerde satilan yogurtlardan temin edilen
maya ve ticari olarak yogurt mayalamak i¢in satilan 2 ticari marka (Lactobacillus
delbrueckki ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium animalis ssp. lactis, Bifidobacterium infantis M-63, Bifidobacterium
bifidum BGN4 ve Galakto-oligosakkarit(GOS) ve Lactobacillus delbrueckki ssp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactics ve Streptococcus

thermophilus) kullanildi.

3.2 Yontem

Analiz i¢in 4 grup yogurt kullanildi. Birinci grup yogurt ky mayasi, ikinci grup market
yogurdu mayasi ve diger 2 gruba da ticari yogurt kiiltiirleri katildi. Her grup yogurt, bir
grubu kontrol olmak iizere 4 alt gruba ayrildi ve her birine 4 PAH bilesiginden esdeger
miktarda toplam 50, 100 ve 200 ppb PAH katild1 (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Deneme plani ve yogurt gruplari

Grup/ Katilan PAHkonsantrasyonu (ug/kg) Toplam

Altgrup Benzo(a)piren Benzo(a)anthrasen Benzo(b)floranthen Krisen PAH
la Yok Yok Yok Yok Yok
1b 125 12.5 12.5 12.5 50
1c 25 25 25 25 100
1d 50 50 50 50 200
2a Yok Yok Yok Yok Yok
2b 12.5 12.5 12.5 12.5 50
2c 25 25 25 25 100
2d 50 50 50 50 200
3a Yok Yok Yok Yok Yok
3b 12.5 12.5 12.5 12.5 50
3c 25 25 25 25 100
3d 50 50 50 50 200
4a Yok Yok Yok Yok Yok
4b 12.5 12.5 12.5 12.5 50
4c 25 25 25 25 100
4d 50 50 50 50 200
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3.2.1 Yogurt yapimi

Yogurtlar geleneksel yogurt yapimi metoduyla yapildi. Yogurt yapimi igin 4’er
tencereye 1200 ml ¢ig inek siitli eklendi. Siit 6rneklerine 4 PAH bilesiginden esdeger
miktarda hazirlanan ¢6zeltiden sirastyla 25, 50, 100 pL olacak sekilde 3 tencereye PAH
eklenip karigtirillarak 30 dakika bekletildi. Diger tencereye PAH eklenmemistir. Siit
kaynatilirken siirekli termometreyle sicakligi dl¢iildii ve kaynadiktan sonra 40-45 °C'a
disirildi.Bu farkli PAH bilesimindeki 4 6rnek 300 ml olacak sekilde 4 kavanoza
boliinlip her bir 6rnege 4 farkli starter kiiltiirii (k6y yogurdu mayasi, piyasa yogurt
mayasi, 2 tane farkli marka ticari yogurt kiiltlirii) eklenip karistirildi. Toplamda 16
kavanoz ornek olusturuldu (Sekil 3.1). Bu yogurt ornekleri 24 saat oda sicakliginda
(+24°C) mayalanmaya birakildi. Sonra 24 saat +4°C buzdolabinda dinlendirildi.

Sekil 3.1 Yogurt 6rneklerinin mayalanmasi
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3.2.2 pH tayini

Cig inek siitiinin pH degeri, pH metre (HI981034, Hanna, Amerika Birlesik
Devletleri(ABD)) kullanilarak olgtilmiistiir. pH metrede ¢ikan sonu¢ okunmustur (Sekil
3.2).

1- 8

i

Sekil 3.2 pH metre

3.2.3 Kuru madde tayini

Siitiin kuru madde tayini el refraktometresiyle yapilmstir. Sifir ayari igin, refraktometre
(Lokya, Tirkiye) prizmasinin iist boliimii agilip pastor pipetiyle birkag damla su
damlatildiktan sonra prizma kapatilmistir. Refraktometre 1s1k kaynagina ya da giinese
tutularak kuru madde skalasindan % c¢oziiniir kuru madde (brix) degeri okunmustur.
Prizma yiizeyi temizlendikten sonra refraktometre prizmasinin iist boliimii acilip pastor
pipetiyle birka¢ damla iyi bir sekilde karistirilmis siit numunesinden damlatildiktan
sonra prizma kapatilmistir. 1 dakika bekledikten sonra refraktometre giinese veya 1s1k
kaynagina tutularak kuru madde skalasindan % ¢6ziiniir kuru madde (brix) degeri

okunmustur (Yiiksel 2016). (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4)
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sut Olcum Skalasi

Sekil 3.3Refraktometre Sekil 3.4 Refraktometre Skalasi

3.2.4 Asitlik tayini

Cig inek siitiinde asitlik tayini % asitlik tayini yontemiyle laktik asit cinsinden
hesaplanmustir. ilk olarak analizde kullanilan fenolftalein ¢ozeltisi (% 1°lik), 1 g
fenolftalein % 96’lik alkol i¢inde eritilip 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmustir. Iyi bir
sekilde kanistirilan ¢ig inek siitii 6rneginden 20 ml almip 250 ml’lik erlene
bosaltilmistir. 20 ml saf su pipetle ¢ekilip erlendeki siitiin iizerine aktarilmistir. Sonra
iizerine 1 ml fenolftalein ¢ozeltisi eklenmistir. 0,1 N NaOH biirete doldurulup, 0,1 N
NaOH ¢ozeltisiyle pembe renk olusana kadar titrasyon yapilmistir. Sonug asagidaki

formiille hesaplanmistir (Anonim 2012).

Siit asitligi(%) = E— x100

V = Harcanan 0,1 N NaOH ¢d6zeltisinin miktar1 (ml)

m = siit numunesinin miktar1 (ml)
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3.2.5 Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin analizi

Calismada kullanilan tim ¢oziiciler HPLC safliginda temin edildi. PAH analitik
standartlar1 [benzo(a)piren, benzo(a)anthrasen, benzo(b)floranthen ve krisen] >%95
safliginda olup Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Almanya)’dan satin alindi. Susuz
magnezyum siilfat (MgSOs), asetonitril ve n-hekzan Sigma Aldrich (Steinheiim,
Almanya)’ten primer-sekonderamin (PSA) ve C18 SPE adsorbanlar1 Agilent
(SantaClara, ABD)’den temin edildi. Stok standart ¢ozeltileri ve internal standart
asetonitrilde hazirlanip -20°C saklanmistir. SPE i¢in hazirlanan cam pastor pipeti 0,5 g

C18, 0,5 g PSA ve 0,1 MgSOs ile hazirlandi.

Yogurtlarin 6ziitlenmesi i¢in daha ©6nce Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji laboratuvarinda yarasalardaki kirleticilerin analizinde
kullanilan yontem modifiye edilerek kullanildi (Kuzukiran vd. 2021). Buna gore, yogurt
ornekleri 1’er g olarak tartilip homojenize edildi. Cam tiiplerin i¢inde internal standart
eklendikten sonra cam boncuk eklenip vortekslenerek homojenize olmalar1 saglandi
(Sekil 3.5) Devaminda tiiplere 4 ml n-hekzan eklenerek 15 dakika vorteks ile
karistirildi. Hemen ardindan 5 dakikalik sonik banyo uyguland: (Sekil 3.6). Daha sonra
ornekler -20°C’de 10 dakika boyunca 4000 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan kisim
almip temiz tiiplere aktarildiktan sonra her O6rnek i¢in siipernatant ayrilma islemine
kadar olan islemler ikinci ekstraksiyon i¢in tekrar edildi. Ay tiipte toplanan yaklagik 8
ml slipernatant i¢ine 1 g MgSOg katilarak elle ¢alkalandiktan sonra santrifiij edilerek su
molekiillerinden arindirildi. Siipernatantlar ayn tiiplere aktarilarak azot akimi altinda
35°C’de 2 ml kalana kadar ucuruldu. Kalan kismin {izerine 2 ml asetonitril karistirilarak
10 saniye boyunca hafifce vortekslendi ve 1 ml solvent kalana kadar ugurma islemine
devam edildi. Onceden hazirlanan SPE kolonlar1 3x1 ml asetonitril ile sartlandirildiktan
sonra orneklerin siiziilmesi tamamlandi. Ornekler kolondan gegirildikten sonra 3x1 ml
asetonitril ile kolonun yikamasi yapilarak temiz bir tiipte toplanan son {iriin azot akimi1
altinda 35°C’de tamamen kurutuldu. Kalint1 100 pl asetonitril ile toplanarak GC-MS

cihazina uygulandi.
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Sekil 3.5 Vorteks Sekil 3.6 Sonik banyo

Analitlerin ayrimi igin DB- 5MS kapillar kolon (30m x 0,25mm 1i.d., 0,25 um film
kapli) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, Amerika Birlesik Devletleri) ve Thermo
Finnigan Trace GC Polaris Q gaz kromatografi kiitle spektrometresi (GC-MS) (San
Jose, California, ABD) kullanildi ve cihaz splitless modda calistirildi. Dedektor
sicaklig1 250°C, transfer hatt1 270°C ve enjeksiyon portu sicakligi 280 °C’ye ayarlandi.
Mobil faz i¢in analitik saflikta helyum gazi (%99,995), akis hizi 1,0 ml/dk olacak
sekilde tutuldu. Program ayarlari Kuzukiran vd. (2021), tarafindan kullanilan yonteme

gore secildi.

Baslangi¢ asamasinda GC-MS’in firin sicaklign 70°C’de 2 dakika kalacak sekilde
ayarland1. Once dakika’da 25°C artacak sekilde 150°C’ye, sonra dakika’da 5°C artacak
sekilde 200°C’ye gelecek sekilde belirlendi. Bu sicaklikta 5 dakika bekletildikten sonra
dakika’da 5°C artarak 270°C’ye geldi ve beklemeksizin dakika’da 25°C artacak sekilde
290°C’ye geldi. Bu sicaklikta 7 dakika bekletildi. Programin toplam siiresi 44 dakika
olarak kayit edildi. Solvente ait pikin atlanmasi i¢in solvent gecikme zamani 11 dakika
olarak tutuldu. Kiitle taramasi i¢in 70 eV enerji uygulanarak 100-800 m/z degerleri
arasindaki iyonlarn taranmasi saglandi. PAH’larin tespiti bir niceleyici ve iki
tamimlayic1 iyon kullanilarak Segici Iyon Gériintiileme (SIM) moduna gére hesap edildi

ve dogrulandu.
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Yarasalardaki kimyasal kirliliklerin arastirilmasinda kullanilan yontem yogurtlarin PAH
kirlilik yiikiini belirlemek i¢in modifiye edildiginden kullanilan yontem once valide
edildi. Validasyon i¢in Eurachem Rehberi kullanildi (Magnusson ve Ornemark, 2014).
Boylece segicilik (selektivite), dogrusallik (linearite), dogruluk, kesinlik, tespit limiti
(LOD) ve 6l¢iim limiti (LOQ) parametreleri belirlendi. Yontemin validasyonu igin
homojenize yogurtlardan yararlanildi. Yontemin dogrusalligi 8 konsantrasyonla (1, 2, 5,
10, 25, 50, 75 ve 100 pg/kg) yapildi. Her bilesigin matriks etkisini hesaplamak i¢in
matriks/solvent egrisi oran1 0l¢iildii. Analiz edilecek bilesiklerin LOD ve LOQ degerleri
belirlendi (sirasiyla standart egrinin 3 ve 10 kati1). Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve ara
kesinlik olarak tespit edildi. Bunlar dort giinde alt1 degisik yogunlukta ve alt1 tekrarla
konfirme edildi. Sonuglar %RSD (relative standart deviation) cinsinden belirtildi.
Dogruluk 3 farkli konsantrasyonda (10, 50 ve 200 ug/ kg) recovery olarak hesaplandi.
Her konsantrasyon on kez tekrar edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 pH Tayini Sonuglari

Inek siitiiniin pH degeri, pH metreyle ‘6.68” olarak belirlenmistir. Siitiin pH degeri iiriin
randimant ve kalitesiyle ilgili bir¢ok bilgi verir. Taze siitiin pH degeri yaklasik olarak
belirlenmistir. Yeni sagilmis inek siitiiniin pH degeri 6.6 ve 6.8 arasinda olmalidir fakat
bu degerden sapmalar olabilmektedir. pH 6,5’ten disiik ise agiz siiti (kolostrum)
oldugundan stiphelenilir ¢iinkii kolostrum siitiiniin normal siite gére pH’1nin daha diistik
oldugu ve bu degerin 6 oldugu belirtilmistir. Laktasyon siireci sonunda siitiin pH degeri
genel olarak az da olsa artmaktadir. pH 6.8'den yiiksek ise mastitis hastalig1 veya siite
notralize edici madde eklendiginden siiphe edilir. Mastitisli siitlerde pH artarak 7,5’e

kadar ulasabilmektedir. (Cetiner 2018, Coskun ve Caglar 1997) .

Celikel Glingor vd. (2020) Mardin’de ¢ig inek siitiiyle yaptiklar1 ¢alismada en diisiik pH
6.28, en yiiksek pH6.80 ve ortalama pH 6.56 olarak bildirilmistir. Burdur ilinde 100
farkli ¢ig inek siitii 6rnegiyle yapilan ¢alismada, pH degerleri en diisiik 5 , en yiiksek 7
ve ortalama olarak 6.74 oldugu bildirilmistir (Tas¢1 2011).

Adiyaman’da ¢iftlik ve sokak siitleriyle yapilan bir arastirmanin pH sonuglari
bildirilmistir. Ciftlik siitlerinde degerler 6.59 ve 6.63 araliginda degisirken sokak
stitlerindeki degerler 6.41 ve 6.56 araliginda oldugu belirtilmistir (Akin vd. 2016).

Canakkale ili Yenice il¢esinde ¢ig inek siitii 6rnekleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada
pH degerleri bildirilmistir. Bu degerler en diisiik 5.73, en yiiksek 7.03 ve ortalama
degerin 6.75 oldugu belirtilmistir (Ozdikmenli Tepeli ve Zorba 2017).

Inek siitii pH metreyle dlgiildiigiinde ¢ikan deger ‘6.68 olmustur. Celikel ve Giingdr
vd.(2020) ve Akin vd. (2016)’nin yaptig1 caligmalardaki ortalama pH degeri pH
metreyle bulunan degerden kiiciiktiir. Tas¢1 (2011) ve Ozdikmenli Tepeli ve Zorba
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(2017)’nin calismalarindaki ortalama pH degeri pH metreyle oOl¢iilen degerden
biiytiktiir.

Siitlerdeki pH degerlerinin farkli olmasi agiz siitii, laktasyon donemi, mastitis hastaligi
veya siite notralize edici madde katilmasindan kaynaklanabilmektedir (Cetiner 2018,

Coskun ve Caglar 1997).

4.2 Kuru Madde Tayini Sonuclari

Sifir ayar1 i¢in , refraktometreyle suyun % ¢oziiniir kuru madde (brix) degeri ‘0’ olarak
okunmustur. Refraktometreyle siitiin % c¢oziiniir kuru madde (brix) degeri ‘10’ olarak

okunmustur.

Refraktometreyle siite su katma hileleri, yagsiz siitlin kuru maddesi, siit serumunun
laktoz miktari, iyot sayis1 ve siit yaginin kirilma indisi belirlenebilmektedir (Demirci vd.

2010, Cetiner 2018).

Siittin kuru madde degeri mevsimlere goére degisebilmektedir. Genel olarak yaz
aylarinda diger aylara gore daha diisiiktiir. Laktasyon siiresince ilk 3 ayda siitiin yagsiz
kuru madde degeri diisiis, sonraki aylarda artis gostermistir. Cevrenin asir1 sicak ve
soguk olmasi ve hayvan 1rki da siitiin kuru madde degeri iizerinde etkilidir. Kurak gecen

yillarda inek siitlerindeki yagsiz kuru madde miktar1 azalir (Terzi Giilel 2019a).

Refraktometre ile okunan deger (%) yagsiz kuru madde degeridir (Cetiner 2018). Tiirk
Gida Kodeksi igme siitleri (2019) tebligine gore inek siitii icin % yagsiz kuru madde en
az ‘8’ olarak bildirilmistir. % yagsiz kuru madde degerinin % 8 den diisiik olmas: siite
su katildiginin bir gostergesidir (Mert vd. 2020). Refraktometreyle siitiin brix degeri
‘10° olarak okunmus ve bu deger 8’den biiylik oldugu i¢in Tirk Gida Kodeksine

uygundur.
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Anonim (2012)’de yapilan analizler sonucunda inek siitiinde farkli irklarin % kuru
madde degerleri verilmistir. Yerli kara i¢in en az 9.30, en ¢ok 18.99 ve ortalama degerin
14.31 oldugu belirtilmistir. Dogu kirmizist i¢in en az 10.99, en ¢ok 17.46 ve ortalama
degerin 14.06 oldugu belirtilmistir. Boz 1rk igin ise en az 11.08, en ¢ok 17,62 ve

ortalama degerin 13.94 oldugu belirtilmistir.

Mardin’de satisa sunulan 40 ¢ig inek siitiiyle yapilan bir calismada siitlerin % yagsiz
kuru madde degerleri verilmistir. En diisiik deger % 8.34, en yiiksek deger % 9.89 ve
ortalama deger ise % 8.89 oldugu belirtilmistir (Celikel Giingor vd. 2020).

Akm vd. (2016) Adiyaman’da ¢iftlik ve sokak siitlerinde mevsimsel farkliliklar1 ortaya
koyan bir calismada siitlerin yagsiz kuru madde (%) degerleri verilmistir. Ciftlik
stitlerinde mevsimsel ortalama olarak en diisiik %8.58 yaz siitlerinde olurken en yiiksek
deger %9.25 ile kis siitlerinde oldugu belirtilmistir. Sokak siitlerinde en diisiik deger
%7.62 yaz siitlerinde belirlenirken en yiiksek deger %8.42 kis siitlerinde bildirilmistir.

Burdur’da 2011 yilinda yapilan bir calismaya gore 100 ¢ig inek siitii 6rnegi alinmis ve
yagsiz kuru madde (%) degerleri en diisiik 5, en yiiksek 11 ve ortalama 8.42 olarak
belirtilmistir (Tas¢1 2011). Sucak vd. (2020) ¢ig ve UHT inek siitlerinde kimyasal
parametre degisimlerinin tespiti iizerine yapilan bir ¢alismada % yagsiz kuru madde

degerleri ortalama %9.29 oldugunu bildirmislerdir.

Refraktometre ile 6l¢giilen % yagsiz kuru madde ‘10’ olarak bulunmustur. Bu deger
Anonim(2012)’de yapilan analizler sonucu Olgililen ortalama degerden diisiik; Celikel
Glingdr vd.(2020) ve Akin vd.(2016)’nin calismalarinda bulunan tiim degerlerden
yiiksek; Tasc1 (2011) ve Sucak vd. (2020) calismalarinin ise ortalama degerlerinden
yiiksektir.

Siitlerdeki % yagsiz kuru madde degerlerinin farkli olmasi siite su katilmasi, mevsim,
cevre  sicaklifi, laktasyon  siireci, kuraklik ve  mastitis  hastaligindan

kaynaklanabilmektedir (Terzi Giilel 2019a,b).
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4.3 Asitlik Tayini Sonuclar:

Asitlik tayini laktik asit cinsinden hesaplanmistir. 0,1 N NaOH ¢ozeltisiyle pembe renk
olusana kadar titrasyon yapilip deger ml cinsinden 3,4’ olarak okunmustur. Sonug

asagidaki formiille hesaplanmis ve ‘% 0,153’ bulunmustur.

3.4 = 0009 -
Sit asitligi(%) = T:Xlﬂﬂ =0.153

Siitiin asitlik derecesi taze veya normal olup olmadig:1 hakkinda bilgi verir (Cetiner
2018). Laktik asit cinsinden asitligin %0.2 den fazla olmasi mikrobiyal gelisimin ¢ok
oldugunu ve boylece ¢ig siitiin kalitesinin yetersiz oldugunu gdstermektedir (Akin vd.

2016).

Siitte asitlige bircok faktor etki eder. Bunlardan biri laktasyon siirecidir. Laktasyon
stirecinin baglarinda asitlik biraz yiiksek seyrederken, laktasyon siirecinin 2.ayinda
normale doner ve sonlarinda ise azalir bazen alkali reaksiyon bile gosterebilmektedir
(Terzi Giilel 2019a). Sap, mastitis, ¢icek ve meme tiiberkiilozu gibi hastaliklar siitiin
asitligi distrmektedir. Baz1 mastitisli siitler alkali 6zellik gosterebilmektedir. Siite
katilan noétralize edici maddeler (karbonat vb.) asitligi diisiirmektedir (Terzi Giilel

2019D).

“Tiirk Gida Kodeksi i¢me siitleri (2019)” tebligine gore inek siitiinde asitlik % siit asidi
0.135-0.2(m/v) olarak bildirilmistir. ~ Asitlik tayininde, siit asitligi % 0.153
olarakbulunmus ve bu deger % 0.135-0.2 araliginda oldugu icin Tiirk Gida Kodeksine

uygundur.

Celikel Giingor vd. (2020) Mardin’de ¢ig inek siitiiyle yapmis olduklar1 ¢alismada %
laktik asit cinsinden asitlik degerleri en diisik 0.133, en yiiksek 0.276 ve ortalama

degerin 0.191 oldugu bildirilmistir.
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Akin vd. (2016) Adiyaman’da ciftliklerden ve sokaktan alinan ¢ig siitlerden yapilan
calismada titrasyon asitligi (%laktik asit) degerleri ¢iftlik siitlerinde ortalama olarak en
diisiik % 0.161, en yiiksek ise % 0.170 olarak belirtilmistir. Sokak siitlerinin ortalama
degerleri en diistik %0.182, en yiiksek %0.220 oldugu bildirilmistir.

Tasct (2011) Burdur’da ¢ig inek siitii kullanarak 100 farkli Ornekle bir calisma
yapmustir. Titrasyon asitligi (% laktik asit) verileri en diisiik 0.15, en yiliksek 0.27 ve

ortalama deger ise 0.18 olarak ol¢iilmiistiir.

Hossain ve Dev (2013) tarafindan Banglades’in 61 farkli ¢ig siit drnekleriyle yapilan
caligmada titrasyon asitligi degerleri bildirilmistir. En diisiik deger % 0.14 , en yiiksek
deger %0.15 ve ortalama degerin %0.14 oldugu belirtilmistir.

Inek siitii asitligi % laktik asit cinsinden *0.153’ bulunmustur. Bu deger Celikel Giingdr
vd. (2020) ve Tas¢1 (2011)’nin yaptigr ¢alismalarda bulduklar1 ortalama degerden
diistik; Akin vd. (2016)’nin galismasindaki tiim degerlerden diisiik; Hossain ve Dev

(2013)’in ¢alismasinda bulunan tiim degerlerden yiiksektir.

Siitlerdeki % laktik asit cinsinden degerlerin degiskenlik gostermesi laktasyon siireci,
sap, mastitis, ¢icek ve meme tiiberkiilozu vb. hastaliklar ve siite notralize edici madde

katilmasindan kaynaklanabilmektedir (Akin vd. 2016 ve Terzi Giilel 2019a, b).

4.4 PAH Tayini Sonuclari

Dogrusallik (linearity) hesaplamasi i¢in yapilan spike Orneklerinde korelasyon
katsayilar1 (r?) 0,993-0,997 arasinda, tiim analitler igin LOD degerleri 0,11-0.15ug/kg,
LOQ degerleri ise 0,33-0.45 pg/kg olarak hesaplandi. Ara kesinlik ve tekrarlanabilirlik
icin hesaplanan %RSD degerlerinin hepsi <%10 olarak ve ortalama geri alim %90 -
%97 araliginda bulundu (Cizelge 4.1). Bodylece kullanilan analitik metodun
yogurtlardaki PAH bilesiklerini olduk¢a diisiik diizeyde Olgebilecegi goriildiiglinden

calisgmanin ama¢ ve hedeflerine ulasilmasi igin yeterli olarak degerlendirildi.
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Cizelge 4.1 Hedef polisiklik aromatik hidrokarbonlarin yogurtlardaki validasyon verileri

PAH bilesigi Dogrusallik Korelasyon LOD LOQ Ortalama Tekrarlanabilirlik | Ara kesinlik
(ng/kg) katsayisi(r?) | (ug/kg) | (ng/kg) | geri alim(%) (%RSD) (%RSD)

Benzo(a)antrasen | 4 4 0.0l 011 |03z | 97.0463 8.3 7.6

Krisen 1-100 0,003 o1 |oss | 93.0+6.7 2.1 3.2

Benzo(b)fluoranten | 4 ;4 0,995 015 |oas | 905472 6.7 4.8

Benzo(a)piren 1-100 0,067 012 loag | 912472 9.9 3.6

LOD: Tespit limiti, LOQ: Olgiim limiti,

RSD: Relatif standart sapma




€€

Cizelge 4.2 Yogurt yapmadan ve yogurt elde edildikten sonra dlciilen PAH konsantrasyonlari

Baglangic 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4. Grup

Konsantrasyon  "konsantrasyon | Azalma | Konsantrasyon | Azalma | Konsantrasyon | Azalma | Konsantrasyon | Azalma

(ngke) (ng/kg) (%) (ngkg) (%) (ngkg) %) | (ko) (%)
Benzo(a)piren 11.98 10.71 10.6 10.68 10.85 9.55 20.28 10.15 15.27
Benzo(a)antrasen 12.40 11.14 10.16 11.01 11.21 10.58 14.68 10.86 12.42
Benzo(b)floranten 12.21 10.85 11.14 10.96 10.24 9.87 19.16 10.01 18.02
Krisen 12.45 10.95 12.05 10.89 12.53 9.85 20.88 9.90 20.48
Toplam 49.04 43.65 10.99 43.54 11.21 39.85 18.74 40.92 16.56
Benzo(a)piren 24.82 22.46 9.51 22.10 10.96 20.85 15.99 21.56 13.13
Benzo(a)antrasen 23.87 21.13 11.48 21.57 9.63 19.89 16.67 20.42 14.45
Benzo(b)floranten 23.61 20.65 12.54 20.31 13.98 19.89 15.76 20.01 15.25
Krisen 22.59 19.98 11.55 19.87 12.04 18.93 16.20 19.05 15.67
Toplam 94.89 84,22 11.24 83.85 11.63 79.56 16.15 81.04 14.60
Benzo(a)piren 46.82 45.36 3.12 44,98 3.93 36.75 21.51 37.85 19.16
Benzo(a)antrasen 49.25 44.89 8.85 43.96 10.74 39.45 19.92 41.28 16.18
Benzo(b)floranten 45.98 41.65 9.42 42.89 6.72 36.94 19.66 38.35 16.59
Krisen 47.85 41.82 12.60 40.78 14.77 35.56 25.68 36.49 23.74
Toplam 189.9 173.72 8.05 172.61 9.10 148.70 21.70 153.97 18.92
1.Grup: Koy mayasi ile yapilan yogurt, 2.grup: Market yogurdu mayasi ile yapilan yogurt, 3. Grup: Lactobacillus delbrueckki ssp.

bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis ssp. lactis,

Bifidobacterium infantis M-63,
Bifidobacterium bifidum BGN4 ve Galakto-oligosakkarit(GOS) ile hazirlanan yogurt, 4. Grup:Lactobacillus delbrueckki ssp. bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis ve Streptococcus thermophilus ile hazirlanan




Cig inek siitiine analiz yapilmadan 6nce GC-MS cihaziyla 6l¢iim yapilmis ve PAH

kalintisina rastlanmamustir.
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::'5 H 12,5 pug/kg

X m 25 ug/kg
1 50 pg/kg

BaP Benzo(a)anthrasen Benzo(b)floranten Krisen
PAH cesitleri

Sekil 4.1 Koy mayasi ile yapilan (1.grup) yogurtlarin PAH gesitlerine gore yogurt elde
edilmeden once 12,5, 25, 50 ug/kg PAH katilmasiyla bulunan verilerin,
yogurt yapimindan sonra elde edilen veriler arasindaki konsantrasyon

farkinin % azalma olarak grafigi

Yogurt yapmadan ve yogurt elde edildikten sonra 6lciilen PAH konsantrasyonlarinin
degisimi °3.2.5 Polisiklik Aromatik Hidrokarbon Analizi’ kisminda anlatilmistir. PAH

bilesiklerinin baslangic konsantrayonlar1 bulunarak % degisim grafigi olusturulmustur.

Koy mayasi ile yapilan (1.grup) yogurtlarin BaP, benzo(a)anthrasen, benzo(b)floranthen
ve krisen'in 12,5, 25 ve 50 pg/kg konsantrayonlarindaki % azalma oranlar1 grafigi Sekil
4.1'de gosterilmistir. Dort PAH bilesiginde de yogurt elde edildikten sonraki
konsantrasyonlarinda yogurt yapilmadan Onceki konsantrasyonlarina gore azalma
goriilmustiir. 1.grup yogurtlarin % azalma oran1t en ¢ok 50 pg/kg konsantrasyonda
%12,60 ile krisen olmustur. 1. grup yogurtlarin % azalma orani en az olan ise 50 pg/kg
konsantrasyonda %3,12 ile BaP olmustur. Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4'te belirtilen dort grubun
icerigi Cizelge 4.2'de belirtilmistir.
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50 pg/kg 100 pg/kg 200 pg/kg
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Sekil 4.2 Dort grup farkli yogurt kiiltiirliyle mayalanan yogurtlar elde edilmeden 6nce
50, 100 ve 200 pg/kg PAH katilmasiyla bulunan verilerin, yogurt yapimindan
sonraki verilere gore konsantrasyon farkinin 4 PAH bilesiginin toplami i¢in
% toplam azalma grafigi

Siite katilan ic PAH konsantrasyonunda da yogurt elde edildikten sonra onceki
konsantrasyonlara gore azalma goriilmiistiir. Toplam azalma diye belirtilen kisim 4
PAH (BaP, benzo(a)anthrasen, benzo(b)floranthen ve krisen)’in toplamini
belirtmektedir. Toplam azalma en ¢ok %21,7 ile 200 pg/kg konsantrasyonda
3.grupta(probiyotik ve prebiyotik igeren) goriilmiistiir. Toplam azalma orani en az olan
ise %8,05 ile 200 pg/kg konsantrasyonda 1.grupta (kdy mayasi ile yapilan) olmustur.
3 ve 4.grupta (probiyotik iceren) 50 pg/kg konsantrasyondan 100 pg/kg ‘a gecerken %
toplam azalma oraninda diisiis , 100pg/kg ‘dan 200 ng/kg a gecerken yiikselis olmustur.
1 ve 2. grupta(market yogurdu mayasiyla yapilan) 50 pg/kg konsantrasyondan 100
pg/kg ‘a gecerken toplam azalma oraninda yiikselis , 100ug/kg ‘dan 200 pg/kg a
gecerken diisiis olmustur. Ug konsantrasyonda da en yiiksek % toplam azalma 3.grup’ta
gozlemlenirken en diisiik % toplam azalma ise 1.grup’ta gozlemlenmistir. 1 ve 2 grupta
en diisiik azalma 200 pg/kg da olurken 3. ve 4.grup’ta en yiiksek % azalma 200 pg/kg

da olmustur.
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Sekil 4.3 Yogurt elde edilmeden 6nce orneklere 12,5 ng/kg PAH katilarak 4 PAH
bilesigi i¢in elde edilen baglangic verileri ve yogurt yapimindan sonra elde
edilen verilerin ug/kg olarak PAH miktarlarinin grafigi

Sekil 4.3'e gore 12,5 ng/kg PAH c¢ozeltisi eklenen bu dort grup yogurtta yogurt
yapmadan Onceki PAH diizeylerine gore yogurt yapildiktan sonra tiim gruplarda azalma
gozlemlenmistir. BaP bilesiginde en ¢ok azalma miktar1 3.grupta(probiyotik ve
prebiyotik igeren) olurken, en az azalma 1.grupta(kdy mayasi ile yapilan) olmustur.
Benzo(a)anthrasen ve krisen’de de BaP gibi en ¢ok azalma ve en az azalma aym
gruplarda go6zlemlenmistir. Benzo(b)floranthen’de en ¢ok azalma miktar1 3.grupta
gbozlemlenirken, en az azalma 2.grupta(market yogurdu mayasiyla yapilan)
gozlemlenmistir. En diisik PAH miktann BaP’ta 9,55 pg/kg ile 3.grupta
gozlemlenmistir. En yiiksek PAH miktar1 benzo(a)anthrasen'de 11,14 ng/kg ile 1.grupta

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.4 Yogurt elde edilmeden 6nce 50,100 ve 200 pg/kg olarak katilan PAH
bilesiklerinin 4 grup yogurt kiiltiiri i¢cin baglangic verileri ve yogurt
yapildiktan sonraki verilerin her grup i¢in ug/kg olarak toplam PAH
miktarinin grafigi

Sekil 4.4'te 50, 100 ve 200 nug/kg konsantrasyonlarda tiim gruplarda baslangic toplam
PAH miktarina gore yogurt yapildiktan sonraki toplam PAH miktarinda disis
gbzlenmistir. Bu ii¢ konsantrasyonda da miktar olarak en ¢ok diisiis 3.grupta(probiyotik
ve prebiyotik igeren) en az diisiis ise 1.grupta(kdy mayasi ile yapilan) goriilmiistiir.
l.grup ve 2.grubun(market yogurdu mayasiyla yapilan) degerleri birbirine yakindir.

3.grup ve 4.grubun(probiyotik i¢eren) degerleri birbirine yakindir.

Cizelge 4.2°ye gore ¢izilen bu dort seklin tamaminda miktar olarak ve % olarak azalma
en c¢ok 3.grupta goriilmiistiir. 3.grup(probiyotik ve prebiyotik iceren) ve
4.grubun(probiyotik iceren) degerlerinin birbirlerine yakin oldugu tespit edilmistir. Bu
iki grubun diger gruplara gore miktar ve % azalma oraninin daha ¢ok olmasinin yogurt
kiiltiirlerindeki probiyotik bakterilerden kaynaklandigir diisliniilmektedir. 3.grup
4.gruptan farkli olarak yogurt kiiltirinde Bifidobacterium infantis M-63,
Bifidobacterium bifidum BGN4 ve prebiyotik olarak GOS igermektedir. 3.grubun
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4.gruptan miktar ve % olarak daha c¢ok azalmasmin sebebi yogurt kiiltlirlerindeki

yukarida belirtilen farkli probiyotik ve prebiyotikten kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Probiyotik bakterilerin antimutajenik etkisinin PAH bilesikleri i¢in etkili olabilecegi
belirtilmistir. PAH gibi gida kanserojenlerinin detoksifikasyonuna yonelik yapilan in
vitro c¢alismalarda olumlu sonuglara ulasildigi ifade edilmistir. Detoksifikasyonun
yliksek oranda fiziksel baglanma ile oldugu ve bu baglanmanin da hiicre duvar
bilesenlerinin etkisiyle ortaya ¢iktigi ongoriilmiistiir. Bu sebepten dolayr baglanma

diizeyinin bakteriye gore degistigi ona 0zgii oldugu ek olarak ortam, bakteri miktari,

toksin tiiri vb. durumlara gore degistigi ongoriilmiistiir (Sevim ve Kizil 2019).

Probiyotik bakterilerin PAH’lar gibi gidadaki farkli toksik bilesiklere karst koruyucu
etkileri vardir. U¢ LAB (Bifidobacterium bifidium, Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus bulgaricus) tarafindan 16 farkli PAH bilesiginin ( her birinden 0,25 pg
/ml ) farkli inkiibasyon dénemlerinde (2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 ve 72 saat) 37°C' de
bozunmasi lizerine caligma yapilmistir. Bu calismada yogurt kiiltiirti (Streptoccocus
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus) ile manda ve inek siitii karisimindan yogurt
hazirlanmistir. PAH konsantrasyonundaki diisiisiin bakteri tiirleri ve inkiibasyon
siiresiyle alakali oldugu iddia edilmistir. inkiibasyon siireleri (2 -72 saat) sonunda ,
PAH’larin ilk konsantrasyonuna goére Bifidobacterium bifidium , Streptoccocus
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus tarafindan sirasiyla % azalma oranlarinin
46,6-92,9; 51,8-94 ve 77,7924 olarak  belirtilmistir.  Bifidobacterium
bifidium ve Streptococcus thermophilus tarafindan en yiiksek azalma 10 ve 12 saatlik
inkiibasyon sonucunda gozlenmis ve sirasiyla %92,6 ve %96 olarak bulunmustur. En
yiiksek % azalma Lactobacillus bulgaricus tarafindan 48 saat inkiibasyon sonucunda
%92,4 olarak bulunmustur ( Khorshidian vd. 2016).

Yousefi vd.(2019)’nin yaptig1 ¢alisgmada 4 PAH ( BaP, BaA, Chr ve BbF) bilesiginin
uzaklastirilmasinda LAB’larin yetenegi arastirilmuigtir. Farkli konsantrasyon, pH ve
bakteriyel popiilasyonda LAB’larin baglanma yetenegi degerlendirilmistir. Sonug
olarak azalma gozlendigi belirtilmistir. LAB (Bifidobacterium lactis BB-12,
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Lactobacillus acidophilus LA-5, Lactobacillus bulgaricus PTCC 1737 ve Streptococcus
thermophilus PTCC 1738) 'nin swrasiyla BaA, Chr, BbF ve BaP’a baglanma yiizdeleri
aralik olarak %38.49-56.05, %42.25-60.53, %36.34-54.23 ve %44.49-66 ifade
edilmistir. Bifidobacterium lactis BB-12 dort PAH igin de en diisiik baglanma oranina
sahip iken, en yiiksek baglanma yetenegine Lactobacillus acidophilus LA-5 sahip

oldugu belirtilmistir.

Abou-Arab vd.(2010)’nin yaptig1 arastirmada 16 PAH bilesiginin karisimindan standart
hazirlanmis ve 3 tip LAB’mn (Bifidobacterium bifidium, Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus bulgaricus) farkli inkiibasyon zamanlarinda ( 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 ve
72 saat) 37°C’ de bu PAH standardinin biyolojik parcalanmasi tizerinde etkisi
arastiritlmistir.  Bilesiklerde LAB’larin etkisiyle PAH konsantrasyonunda azalma
ispatlanmistir. PAH’larin baslangi¢ konsantrasyonuna goére Bifidobacterium bifidium,
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricusta sirasiyla % azalma verileri
46,6-92,6; 51,8-949 ve 77,7- 92,4 olarak belirtilmistir. En yiiksek azalma
Bifidobacterium bifidium i¢in 10 saat inkiibasyonda % 92,6 olurken, Streptococcus
thermophilus’ta 12 saat inkiibasyonda % 96 ve Lactobacillus bulgaricus’'ta 48 saat
inkiibasyonda 9%92,4 olarak ifade edilmistir. Aynmi c¢alismada siitte PAH’larin
bozunmasinda yogurt kiiltiirlerinin (Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
bulgaricus) rolii arastirilmistir. Yogurt tiretimi sirasinda PAH’larin bozunmasinda
yogurt kiiltlirlerinin rolii 1 saat inkiibasyon sonrasinda 40°C ortalama azalma %]1,11
olurken, 2 ve 3 saat inkiibasyon sonrasinda %2,15 ve %3,46 oldugu bildirilmistir.
Aragtirmamizda elde ettigimiz bulgular bu calismayla benzerlik gostermektedir. Bu
calismadaki PAH’larin konsantrasyonundaki  azalma, {izerinde calisilan
mikroorganizmalarin PAH’lar1 farkli seviyelerde degrade ettigini kanitlamistir. Sonuglar
bakteriyal hiicrenin yiiksek bir protein materyali olmasi ve hiicresel metabolizmay1
engelleyebilecek PAH’lara tutunabilmesiyle agiklanabilmektedir. Bu ¢aligmada
besiyerinde PAH’larin iyi degrade olup yogurt yapiminda yeterince degrade
olamamasinin sebebi, in vitro calismalardaki gida iirlinlerinin sonuglarinin gergek

durumla daima iligkili olmayabildigiyle alakalidir.
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Hongfei vd.(2013)’te Lactobacillus suslarinin(15 sus) BaP’a baglanma kabiliyetini
aragtirmiglardir. BaP ‘in sulu ortamdan uzaklastirilmasinda Lactobacillus plantarum
CICC 22135 ve Lactobacillus pentosus CICC 23163 yiiksek etki gostermis ve baglanma

oranlari sirastyla %66,7 ve %64,31 olarak bildirilmistir.

Shoukat (2020)’de bifidobakteri ve LAB’m fiziksel baglanma yoluyla gidadaki
karsinojenik bulasanlar1 bertaraf ettigi tlizerine calisilmistir. PAH bilesiklerinden BaP
iizerinde durulmustur. Lactobacillus, bifidobacterium, pediococcus ve streptococcus ‘“un
etkili bir sekilde BaP’a baglandig1 ve baglanma oranlarinin %55°den daha fazla oldugu
belirtilmistir. Probiyotik ve LAB tiirlerinin BaP’a baglanma yeri hiicre duvarinda ve

agirlikl olarak peptidoglikan oldugu ifade edilmistir.

Fu vd.(2021)’nin yaptig1 calismada LAB tiirlerinin BaP’a ¢ap1 2,5 mikron veya daha az
olan ince pargacikli maddelerin varliginda baglanma yetenegi arastirilmistir. Bu
calismada 5 tiir test edilmis ve Lactobacillus acidophilus NCFM BaP’a en iyi baglanma
kapasitesini  gostermistir. BaP’a baglanmasi %60 olarak bildirilmistir. BaP’in
uzaklastirilmasinda inkiibasyon siiresi, pH, hiicre konsantrasyonu ve yetistirme

sicakligiin etkili oldugu belirtilmistir.

Qivd (2011)’nin yaptigi calismada Lactobacillus plantarum 121 ve Lactobacillus
pentosus ML32’un BaP’a baglanma yetenegi arastirilmistir. BaP’a baglanma ytiizdesi
Lactobacillus plantarum 121 i¢in %65,9 ve Lactobacillus pentosus ML32 igin %64,9
oldugu bildirilmistir. Baglanma yetenegini etkileyen fiziksel faktorlerin inkiibasyon
siiresi, sicaklik, bakteriyel hiicre canliligi, pH ve Ca*? ve Mg*? ‘un konsantrasyonu

oldugu belirtilmistir.

Yogurt kiiltiirlerinin PAH'lar1 diisiik diizeylerde azaltmasi, bu bilesiklerin yag globiilii
iizerindeki protein afinitesine ve/veya adsorpsiyon kabiliyetine bagl olabilir. Ayrica,
bakteri hiicresi yiiksek proteinli bir malzemedir ve bu nedenle hiicresel metabolizmaya

miidahale edebilecek PAH'lar1 adsorbe edebilir (Abou-Arab vd. 2010).
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5. SONUC

Calismada dort farkli yogurt kiiltiiriiniin siitte bulunabilecek PAH bilesiklerini inhibe
edebilecegi  arastirilmistir. Bu 4 PAH; benzo(a)piren, benzo(a)anthrasen,
benzo(b)floranthen ve krisen’dir. Dort farkli  yogurt kiiltiirtinden 4 grup
olusturulmustur. Bunlar; 1.grup: Koy mayasi ile yapilan yogurt, 2.grup: Market yogurdu
mayas1 ile yapilan yogurt, 3.Grup: Lactobacillus delburueckki ssp. bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis ssp.
lactis, Bifidobacterium infantis M-63, Bifidobacterium bifidum BGN4 ve GOS ile
hazirlanan yogurt, 4.Grup: Lactobacillus delbrueckki ssp. bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium lactics ve Streptococcus thermophilus ile hazirlanan
yogurttur. Her grup yogurt bir grubu kontrol olmak iizere 4 alt gruba ayrilmistir. Her bir
grup siite yogurt yapilmadan énce 4 PAH bilesiginin karisimindan es deger miktarda
50,100, 200 ppb PAH katilmistir. Bu islem sonunda 4 i kontrol olmak iizere 16 6rnek
olusturulmustur. Bu 6rneklerin yogurt yapildiktan sonra PAH miktarinin analizi GC-MS

cihazinda yapilmustir.

Cig inek siitiiniin pH degeri ‘6,68°, % ¢oziinlir kuru madde degeri ‘10’ ve asitligi
%0,153 olarak bulunmustur. “Tirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi’ne (2011)
gore 4 PAH ve BaP’in bebek siitii ve devam siitii i¢in maksimum limiti belirtilmistir.
BaP ve 4 PAH toplaminin maksimum limiti lpg/kg olarak belirtilmistir. Bizim

caligmamizda siitlere 50, 100 ve 200 png/kg PAH eklenmistir.

Hedef PAH’larin  yogurtlardaki validasyon degerleri su sekildedir; korelasyon
katsayilar1 0,993-0,997 araliginda, LOD degerleri 0,11-0.15 ng/kg, LOQ degerleri ise
0,33-0.45 pg/kg olarak hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik i¢in hesaplanan
%RSD degerlerinin tamami %10’dan kiiciik olarak bulunmustur. PAH’lar i¢in ortalama

geri alim ise %90-%97 araliginda hesaplanmistir.

Dort grubun 3 konsantrasyonda da yogurt elde edildikten sonra yogurt yapilmadan
onceki PAH konsantrasyonuna gore tamaminda azalma goriilmiistiir. 1.grupta % azalma

orani en ¢ok 50 ng/kg konsantrasyonda %12,60 ile Chr, en az ise 50 pg/kg’da %3,12 ile
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BaP olmustur. 2. grupta % azalma en ¢ok 25 nug/kg’da %13,98 ile BbF, en az ise 50
pg/kg’da %3,93 ile BaP olmustur. 3.grupta en ¢cok % azalma 50 pg/kg’da %25,68 ile
Chr, en az ise 25 pg/kg’da %14,68 ile BaA’dir. 4.grupta en ¢cok % azalma 50 pg/kg’da
%23,74 ile Chr, en az ise 25 pg/kg’da %12,42 ile BaA’dir. 1 ve 2.grup, 3 ve 4.grup %

azalma oranlarinda benzerlik gostermistir.

Analiz sonuglarinda 4 PAH konsantrasyonuna gore toplam % azalma verileri
incelendiginde; en ¢ok azalma %21,7 ile 200 ug/kg’da 3.grupta, en az ise %8,05 ile 200
pg/kg’da 1.grupta goriilmiustiir. 50,100 ve 200 ppb bu {i¢ konsantrasyonda da 4 PAH en
yliksek % azalma 3.grupta, en diisiik ise 1.grupta olmustur. 4 PAH konsantrasyonunda
miktar olarak da baslangi¢c konsantrasyonuna gore en c¢ok diisiis 3.grupta, en az ise

1.grupta goriilmiistiir.

Yogurt yapildiktan sonra yapilmadan 6nceki degerlere gére PAH konsantrasyonunda
azalma miktar ve % olarak en ¢ok 3.grupta olmustur. 3.gruba en yakin veriler 4.grupta
gozlemlenmistir. Bu iki grubun da azalma verilerinin diger gruplardan yiiksek olmasinin
sebebi yogurt kiiltiirlerindeki probiyotik bakteriler oldugu diisiiniilmektedir. 3.grubun %
ve miktar olarak azalma verilerinin 4.gruptan yiiksek olmasi ise 4.gruptan farkli olarak
yogurt kiltiiriinde Bifidobacterium infantis M-63, Bifidobacterium bifidum BGN4 ve
GOS icermesidir. 3.grubun diger gruplardan daha yiiksek azalma gdstermesinin nedeni

probiyotik ve prebiyotik igermesine baglanmistir.

Bu tezde kullanilan yogurt kiiltiirlerinin siitte bulunan PAH’lar1 oldukga diisiik diizeyde
inhibe edebilecegi ve tamamen degrade edemeyecegi sonucuna varilmistir. Boylece
yogurt yapmak i¢in kullanilan siitlerde PAH’larin maksimum kalint1 limitlerinin altinda
olmas1 gerektigi ve siitlerde mutlaka PAH kalinti analizlerinin yapilmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.
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