EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

ANKARA UNIiVERSITESI
BiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BiRiMi KOORDINATORLUGUNE

Proje Tiirui : Lisansuistli Tez Projesi (Doktora )
Proje No : 1410239004
Proje Yoneticisi : Prof. Dr. Ayhan Filazi

Proje Konusu : Salam, Sucuk ve Sosiste Belirteg Poliklorlu Bifenil (PCB) Kalintilarinin Gaz Kromatografi-
Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile Belirlenmesi

Yukarida bilgileri yazili olan projemin sonug raporunun e-kiitiiphanede yayinlanmasini;

iISTIYORUM [X]

iISTEMIYORUM[_]  GEREKGCESI:

./ .../20..

Proje Yoneticisi
imza



EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

ANKARA UNIVERSITESI

BILIMSEL ARASTIRMA PROJESI
SONUC RAPORU

Proje Basligi

Salam, Sucuk ve Sosiste Belirte¢ Poliklorlu Bifenil (PCB) Kalintilarinin Gaz Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) ile Belirlenmesi

Proje Yiritictsindn ismi
Prof. Dr. Ayhan Filazi
Yardimci Arastirmacilarin ismi
Ozgiir Kuzukiran
Proje Numarasi
1410239004
Baslama Tarihi
30.06.2014
Bitis Tarihi
30.12.2015
Rapor Tarihi

24.05.2015

Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Ankara-"2015"




EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

RAPOR FORMATI

Bilgisayarda 12 punto buyukliglnde karakterler ile, tercihan "Times New Roman" stili kullanilarak yazilacak ve

asagidaki kesimlerden (alt kesimler de dahildir) olusacaktir.

I.  Projenin Tiirkce ve ingilizce Adi ve Ozetleri

Salam, Sucuk ve Sosiste Belirte¢ Poliklorlu Bifenil (PCB) Kalntilarinin Gaz
Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile Belirlenmesi

Poliklorlu bifenil (PCB) bilesikler ge¢miste sanayide genis bir sekilde kullanildiklarindan
cevrede ve gidalarda yaygin bir sekilde bulunurlar. Ancak endokrin bozucu etkiye yol acgarak sagligi
olumsuz yonde etkilediklerinden uluslar arasi alanda sinirlandirmalara maruz kalmislardir. Gidalarda
bulunan PCB kalintilart insanlara yonelik olumsuz etkileri nedeniyle gida giivenliginde endiseye neden
olmuglardir. Bu nedenle gidanin giivenli bir sekilde tiiketilebilmesini saglamak i¢in kalint1 analizlerinde
basit ve duyarl analitik yontemlerin gelistirilmesi gereklidir. Salam, sucuk ve sosis bir veya birden ¢ok
hayvan tiirinden koken alan fermente et iriinleridir. Taze etin saglanmasinin yetersiz oldugu veya
llezzetinin artirllmasi istendiginde yapilan bu et iirtinleri, yaklasik 30-40 giin boyunca oda 1sisinda
bozulmadan saklanabildiklerinden Tiirkiye’de geleneksel olarak tiiketilmektedirler.

Bu calismada Ocak ve Mart 2015 doneminde Ankara’da 5 farkli marketten alinan 5 farkl tireticiye ait,
25 salam, 25 sosis ve 25 sucuk (toplam 75 6rnek) érneginde indikator PCB (PCB 28, 52, 101, 138, 153,
180) ve PCB 118’in  kalintilar aragtirildi. Her bir et {iriinii 6rneginden 60°C firinda tutulmak suretiyle
10 g yag cikarildi. Bundan 1 g yag alinarak santrifiij tiipiine konuldu. Uzerine 7 mL aseton konularak
10 dk ultrasonla ekstrakte edildi. Ekstrakt daha sonra sogutmali santrifiijle (-20 °C) 30 dk 3500 rpm’de
santrifiij edildi ve alinan sitipernatant evaporatdrle kuruyana kadar uguruldu. Kuru ekstrakt 2 mL
asetonitrille ¢oziildi ve tizerine 400 mg PSA ve 600 mg magnezyum stilfat eklendi. Tiip 30 saniye elle
calkaland1 ve daha sonra 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Son olarak, alinan tist kisim kurutuldu ve
100 pL izooktanla toplanarak GC-MS cihazina uygulandi. Optimize prosediir valide edildi. Her bir
PCB i¢in 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 25 pg kg™ konsantrasyonlarinda yapilan zenginlestirmelerle matriks-
match kalibrasyon egrileri uygulandi. Tiim PCB’lerin lineer 6l¢iim araliklarinda korelasyon katsayilari
0.99°dan yiiksek ¢ikt1 (r*>0.99). LOD ve LOQ degerleri sirasiyla ortalama 0,230 (+0,152) pg kg™ and
0,768 (+0,508) png kg™ olarak belirlendi. 3 zenginlestirme konsantrasyonunda (2.5; 7.5 ve 25 pg kg™)
geri kazanim degerleri %88,9 ile %104,6 arasinda ve RSD degerleri %5.3’ten daha diisiik olarak
belirlendi. Bu yontem, nispeten diisiik toksisiteli solventlerin daha az miktarda kullanilmasi nedeniyle
diger yontemlere gore daha ekonomik ve ¢evre dostu olarak belirlendi.

Valide edilen yontem et tirtinlerinde PCB kalintilarinin belirlenmesinde basariyla kullanildi. Sonuglar
et triinlerinde PCB’lerin bulunabilecegini ancak bulunan degerlerin hepsinin Avrupa Birligi
mevzuatina uygun hale getirilen Tiirkiye’deki yasal tolerans limitlerine uygun oldugunu (yagda 40 ug
kg ) gosterdi.

Determination of Indicator Polichlorinated Biphenils (PCBs) Residues in Salami, Sodjouk
land Sausage by Gas Chromatograph - Mass Spectrometry (GC-MS)

Polychlorinated biphenyls (PCBs) were ubiquitously found in the environment and in many kinds of
food since they were previously used in various industrial applications widely. These chemicals were
subjected to restrictions internationally due to their adverse health effects including endocrine
disruption. PCB residues in food present a concern in food safety programs. Simple and sensitive
analytical methods are needed to monitor the residues and ensure that the food is safe for consumption.
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Salami, sodjouk and sausage are fermented and air-dried meat products, originating from one or a
variety of animals. Since they can be stored at room temperature for periods of up to 30-40 days once
cut, supplementing a possibly meager or inconsistent supply of fresh meat, these products are widely
consumed and has a traditional value in Turkey. In the current study, we evaluated indicator PCBs
(PCB 28, 52, 101, 138, 153, 180) and PCB 118 residues in 75 samples of bovine meat products (salami,
sodjouk and sausage) collected from five different regions of Turkey, between January and March
2015.

Fat from each sample (10 g) was melted in an oven at 60 °C, and one gram of it was weighted in a 50
mL polypropylene centrifuge tube and extracted with 7 mL acetone for 10 min, using ultrasound
system at 35 °C. The sample was then centrifuged at 3500 rpm for 30 min at -20 °C and dried by rotary
evaporator. Dry extract was collected by 2 mL acetonitrile and 400 mg PSA and 600 mg magnesium
sulphate were added. The tube was then shaken vigorously for 30 second and centrifuged for 10 min at
4500 rpm. Finally the sample was dried and collected by 100 pL isooctane and applied to GC-MS. The
optimized procedure was validated. Meat products samples free of PCBs were spiked at 7
concentration levels (0; 1; 2,5; 5,0; 7.5; 10,0; 25,0 pg kg'l) of selected PCBs, and used to prepare a
series of matrix-matched calibration curves. The samples were measured using this optimized
procedure. The linearity was satisfactory in all cases with correlation coefficients >0.995. The limits of
determination and the limits of quantification were 0,230 (+0,152) pg L™ and 0,768 (+0,508) pg kg™,
respectively. The recoveries at 3 spiking concentrations (2,5; 7.5 and 25 pg kg™') were in the range of
88,853 % to 104,553 % and the relative standard deviations were less than 5,3 %. This validated
method were found to be more economic and ecofriendly, since it uses less amount of extraction
solvents which are less toxic as well.

The validated method has been successfully applied to the analysis of selected PCBs in meat products
with satisfactory results. These results indicate the presence of PCBs in some meat product, on the
other hand the levels were all found to be below maximum residue limit that established for animal
origin food products in Turkey (40 pg kg™ fat) in accordance to EU levels.

IL. Amac ve Kapsam

PCBler, bir bifenil yapist tizerine degisik sayidaki (1 ile 10 arasinda) klor iyonlarinin farkl
konfigiirasyonlarda (orto, meta ve para) baglanmasiyla meydana gelen aromatik bilesiklerdir. Klor
liyonlarinin baglanma yeri ve sayilart nedeniyle, teorik olarak 209 farkli PCB bileseni iiretilebilir. Bu
bilesenler Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and Applied
Chemistry-IUPAC) tarafindan numaralandirilmistir. PCB’ler farkl tilkelerde farkl: ticari isimler altinda
ve karigimlar halinde {iretilmislerdir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde faaliyet gosteren
Monsanto Sirketi ve diger ureticiler farkli klorlama dereceleriyle c¢esitli karigimlar elde etmislerdir.
Monsanto tarafindan iretilen ve Aroclor adi altinda piyasaya siiriilen karigimlar yaygin olarak
kullanilmistir (Seyran ve Erisir, 2008).

PCB bilesikleri, klor atomlarinin baglanma pozisyonuna gore iki farkli grupta siniflandirilirlar:
Ortopozisyonuna bagli klor atomu yoksa planar (diizlemsel), var ise non-planar (diizlemsel olmayan)
olarak isimlendirilirler. Meta ve para pozisyonlarina klor atomlarinin baglanmasi, PCB bilesiklerinin
konfigiirasyonunu degistirmemektedir. Planar veya nonplanar 6zellik, PCB’lerin biyolojik etkilerinin
derece ve yoniini belirlemede etkili olabildiginden, dnemlidir (Seyran ve Erisir, 2008).

PCB’ler, kimyasal karakterleri ve toksikolojik etkilerine gore de dioksin benzeri PCB’ler (DL-PCB) ve
dioksin benzeri olmayan PCB’ler (NDL-PCB) olarak 2 gruba ayrilabilirler. Birinci grupta 12 PCB
bulunmaktadir. Bunlarin aril hidrokarbon reseptoriinii (AhR) baglayarak etkinlik gosterdikleri
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belirtilmistir. AhR, DNA transkripsiyonu ve sitokrom P450’ler dahil pek c¢ok enzimin sentezini
etkileyen bir reseptordiir. Bu PCB’ler dioksinler gibi karaciger, tiroit, iireme sistemi, bagisiklik
fonksiyonlar1 ve davranis bozukluklarna neden olmaktadirlar. Ikinci gruptaki NDL-PCB’lerin
toksikolojik etki mekanizmalarinin dioksinlerden farkli oldugu belirtilmistir (EFSA, 2010; Fukunaga
ve ark., 1995).

PCB’ler yalitkan ve sogutma sivist olarak 6zellikle kapasitor, trafo, hidrolik pompalarda, plastiklestirici
olarak matbaa miirekkebi ve boya yapiminda, karbonsuz kopya kagitlarinda, dayaniklilik kazandirmak
amaciyla elektrik kablolarmin polivinil klortir (PVC) kaplamalarinda, yangin sondiirtictilerde ve
kayganlastiric1 yaglarda, yanmay1 ve enerji kaybini 6nlemek amaciyla elektrik izolasyon sivilarinin
yapiminda yogun olarak kullanilmiglardir (Porta ve Zumeta, 2002). Olumsuz etkileri nedeniyle 1979
yilinda basta ABD olmak iizere, 1981°de Ingiltere, 1993’te Avusturya ve daha sonra tiim Avrupa
tilkelerinde yasaklanmiglardir. Ancak, kaliciliklart nedeniyle halen dogada ve gidalarda degisik
yogunluklarda kalintilarina rastlandig1 bildirilmistir (Euro-PCB, 2005).

PCB tiretimi konusunda 1930-1977 yillar1 arasinda 600 bin ton iiretimle en biiyiik payin ABD’ye ait
oldugu rapor edilmistir. Bunu 1984°e kadar yapilan 450 bin tonluk {iretim ile Avrupa iilkeleri takip
etmistir. Polonya, Almanya ve Avusturya’da bazi fabrikalarin tiretim miktarlarini bildirmemeleri
nedeniyle, toplam tiretimin miktarini kesin olarak belirlemek miimkiin olmamakla birlikte, diinyada
toplam 1,5 milyon ton civarinda bir tiretim yapildig1 tahmin edilmektedir (Breivik, 2002).

PCB’lerin dogadaki dagilimlarinin oldukg¢a karmasik oldugu belirtilmistir. Diisiik klor sayili ve oldukca
ucucu olan PCB’lerin riizgarla tasinip topraga c¢oktiikleri veya yagmurla yilizeye indikleri rapor
edilmistir. Buradan yer alti sularina, oradan da akarsular yoluyla deniz ve okyanuslara ulasirlar.
Okyanuslara tasinmanin ayrica atmosfer yoluyla da olabilecegi ifade edilmistir. Sulara karisan
PCB’lerin ise bir kisminin sedimentte biriktigi ve dip akintilarla da uzak mesafelere taginabildigi ileri
stirtilmugstiir. Kutuplara kadar tasinabilen PCB’lerin de buzul kiitlelerinin ekvatora dogru hareketi ve
erimesiyle yeniden dongiiye katildiklar1 bildirilmistir (Malanichev ve ark., 2004).

[nsanlarin PCB’lere maruziyetinde birincil yolun bulasik gidalar (%90) ve hava oldugu, gidalar i¢inde
lise en onemli kaynagin balik ve balik tirtinleri ile et ve et tirlinleri oldugu ifade edilmistir (Arnich ve
ark., 2009). Canlilarin viicudunda 6zellikle yag dokularda biriktikleri belirtilmistir (Cift¢i, 2010).

Bu maddelerin endokrin bozucu, immunotoksik, karsinojenik, teratojenik ve norotoksik etkinlik
gosterdikleri gosterilmistir (Schecter ve ark., 1994). Farkli PCB’lerle yapilan pek ¢ok ¢alisma ile canli
viicudundaki etkileri ve etki yerleri tespit edilmeye c¢alisilmistir. PCB153’lin disi ke¢i yavrularinda
kemik yapisinin bozulmasina (Lundberg ve ark., 2006), PCB52 ve PCB77’nin fare timiis hiicrelerini
oldiirerek bagisikligin zayiflamasina neden oldugu tespit edilmistir (Yilmaz ve ark., 2006). Tayvan’da,
PCB’lerle bulasik piring yagi tiiketenlerde, maruziyet sonrasinda, akne tarzinda deri lezyonlari, deri ve
tirnaklarda pigmentasyon, dalak dejenerasyonu ve anormal bagisiklik fonksiyonlari, serum IgM ve IgA
miktarlarinda ve T lenfosit sayisinda azalma oldugu gosterilmistir (Vos ve Loveren, 1998).

Dogum oncesi donemde PCB’lere maruz kalan ¢ocuklarda erken yaslarda g6giis ve solunum yollari
enfeksiyonlar1 (bronsit, bronsiyolit ve pnomoni), akut orta kulak iltihab1 goriilme sikliginda artma,
astim, egzama, Uriner sistem enfeksiyonlarinda artis oldugu tespit edilmistir (Stolevik ve ark., 2011).
Hiicresel bagisiklikla ilgili ise farkli sonuglar elde edildigi belirtilmigtir. T hiicresi sayilarinda
azalmanin yani sira, 6zellikle dioksin benzeri olmayan PCB’lere (PCB28, PCB52, PCB101, PCB138,
PCB153 ve PCBI180) maruz kalan c¢ocuklarda yapilan asilamadan yeterli sonu¢ alinamadig:
gosterilmistir (Gascon ve ark., 2013).

Cocuk kanserleri arasinda en sik goriilen 16semi ile PCB bilesikler arasinda iliskinin arastirildigi bir
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calismada, evdeki toz 6rneklerinde bulunan PCB (PCB170, PCB153, PCB138, PCB118) miktarlar ile
akut lenfatik 16semi arasinda pozitif bir iliski oldugu ortaya konulmustur. Yine evdeki tozda bulunan
PCB’lerin, yetigkin yaslarda nonhodgkin lenfoma goriilme riskini arttirdig1 tespit edilmistir (Ward ve
ark., 2009).

Yag doku artis1 olarak tanimlanabilecek obezitenin goriilme sikligi ve yayilimi, yoksul {ilkeler de dahil
olmak {izere, tim diinyada artmaktadir. Obezitenin viicuda alinan kalori ile harcanan arasindaki
dengesizlik sonucu ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir. Gegtigimiz ylizyilin yarisina kadar, genetik yapi
da dahil biyolojik ve ¢evresel pek cok etkenin bu sonucu ortaya ¢ikardigi, 6zellikle gelismis tilkelerde
kalori aliminin artmasi ve hareketsiz yasamin 6nemli etkenler oldugu ifade edilmekteyken, glintimiizde,
artan endiistriyel kimyasal madde tiretimi ile obezite siklig1 arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir
(Garcia-Mayora ve ark., 2012). Pelletier ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada dogum Oncesi
donemde ozellikle diisiik dozlarda PCB’lere maruz kalinmast ile ileriki yaslarda viicut agirligi/viicut
kitle indeksi arasindaki dogrudan iligki ortaya konmustur.

Dogum 6ncesi dusiik yogunlukta (gram yag basina 1 ng’dan daha az) PCB maruziyetiyle, 3-5 yas arasi
kiz cocuklarda, viicut agirligi ve viicut kitle indeksi artisi; orta yogunlukta (gram yag basina 1-4 ng)
PCB maruziyetiyle ergenlik ¢agindaki kizlarda viicut agirhigr artisi; yiiksek yogunlukta (gram yag
basina 4 ng’dan fazla) PCB maruziyeti ile 4-7 yas arasi kiz cocuklarinda agirlik azalisi arasinda
dogrudan iliski oldugu gosterilmistir. Dogum oncesi donemde PCB’lere maruz kalmanin agirlik
artisina etkilerinin kiz ¢ocuklarinda erkek cocuklara gore daha fazla olabilecegini gostermektedir. Bu
durum PCB’lerin 6strojenik ve antiandrojenik etkileri ile ac¢iklanabilmektedir. Erkek g¢ocuklarda da
dogum Oncesi maruziyet ile diisiik dogum agirlig1 arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (Tang-
Péronard ve ark., 2011).

Bazi PCB’lerin (PCB77, PCB105, PCB118, PCB126, PCB169, PCB170, PCB180 ve PCB183)
Ozellikle menopoz Oncesi kadinlarda meme kanseri riskini artirdigi tespit edilmistir. Kot seyirli
tiimorler ve timor i¢i yag dokularda yiiksek derigsimlerde PCB’lere rastlanmistir. PCB’lere maruziyet
lile prostat kanseri arasinda baglanti tespit edilmistir. Fotal donemde maruziyetin ilerleyen yaslarda
prostat kanserine yakalanmada birinci basamak olabilecegi gosterilmistir. Yag dokuda yiiksek miktarda
PCB varliginin prostat kanseri riskini artirdigi bildirilmistir (Irigaray ve ark., 2007).

Diisiik miktarlardaki PCB’lere maruziyetin kan basincinda artis, alkolik olmayan yagli karaciger
hastalig1 ve in vitro fertilizasyon (tiip bebek) yaptiran kadinlarda gebe kalamama gibi sonuglara neden
oldugu gosterilmistir. Dogum ©ncesi donemde maruziyet ise merkezi sinir sistemi gelisimine zarar
vermektedir. Anneleri PCB’ye maruz kalmis olan c¢ocuklarin hafiza kusurlari, bilissel islev
bozukluklari, duyu ve motor sinir bozukluklar1 ile diinyaya geldikleri gosterilmistir. Cocukluk
doneminde yiiksek dozda PCB’ye maruz kalimmasi durumunda ise motor aktivitelerde ve hareket
fonksiyonlarinda bozukluklar gelistigi tespit edilmistir. Epidemiyolojik ¢alismalar, PCB maruziyeti ile
el titremesi, ayakta dururken sallanma, hizli kas seyirmeleri arasinda baglanti oldugunu ortaya
koymaktadir. Dogum sonrasi PCB maruziyeti ile zeka katsayist (IQ) disiikligii ve davranig
bozukluklar1 arasinda da baglantt oldugu gosterilmistir (Boix ve Cauri, 2012). Dogum 6ncesi dénemde
ve anne siitii ile PCB’lere maruz kalan 18 ve 24 aylik 670 ¢ocugun, psikomotor skorlarinda 4-9 puanlik
diisme oldugu tespit edilmistir (Rogan ve Gladen, 1991).

|Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC), ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) ile Toksik Madde
ve Hastaliklar Kayit Ajanst (ATSDR), PCB’lerin insanlar i¢in muhtemel kanserojen olabileceklerini
belirtmislerdir. Bu degerlendirme yapilirken DL-PCB ve NDL-PCB’ler arasinda net bir ayrim
yapilmamistir. Bazt NDL-PCB’lerin DL-PCB’lerden farkli norolojik, ndroendokrinolojik, endokrin,
[immiinolojik ve karsinojenik etkileri oldugu belirtilmistir (EFSA, 2010).
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Avrupa Gida Giivenligi Ajanst (EFSA)’nin 2005 yilinda diizenlemis oldugu panelde (CONTAM
Paneli), NDL-PCB’lerin potansiyel karsinojeniteleri ve mutajenik olmadiklar ile ilgili yayimlanmig
kesin bir yorum bulunmadigi belirtilmistir. NDL-PCB’lerin ¢esitli zehirli etkilerinin altinda yatan
biyolojik mekanizmalari agiklamak ve bu verilerin degerlendirilmesi i¢cin AB’nin 6. Cergeve programi
lile finanse edilen “Athon Projesi” yiirlitilmeye baslanmistir (EFSA, 2010).

EFSA’nin 2010 yilinda yayinladig: bilimsel rapora gore, gida ve yemlerdeki NDL-PCB’ler ile ilgili
veriler, diger NDL-PCB’lerle kolayca kiyaslanabilmeleri, toplam klorlanma seviyesini iyi temsil ediyor
olmalar1, canli ve cansiz ortamlarda yaygin olarak bulunmalar1 nedeniyle 6 belirtec PCB (PCB2S,
PCB52, PCB101, PCB138, PCB153 ve PCB180) veya PCB118 dahil 7 PCB kullanilarak rapor
edilmektedir. CONTAM Panelinde, ¢esitli 6rnek matriksleri i¢in uygun gostergeler olarak 6 belirteg
PCB’nin toplaminin degerlendirme icin temel olmasina karar verildigi belirtilmistir. Yine bu 6
PCB’nin miktarinin toplam NDL-PCB’lerin %50’sini temsil ettigi kaydedilmistir. Pek ¢ok ¢alismada
INDL-PCB’ler ile DL-PCB’ler ve dioksin/furan (PCDD/Fs) ile DL-PCB toplami arasinda kesin bir
liliski oldugu gosterilmistir (EFSA, 2010).

Belgika’da 1999°da goriilen pilic ve domuz etindeki dioksin Kkrizi sirasinda, PCB bulasikligini
belirlemek amaciyla 6 belirtegc PCB ve PCB118 kullanilmistir. Maksimum kalinti limitlerinin
belirlenmesinde Hollanda’nin PCB28, PCB52, PCB101, PCB118, PCB138, PCB153 ve PCB180’1,
Almanya’mn PCB28, PCB52, PCB101, PCB138, PCB153 ve PCB180’i, Isve¢’in ise PCB153’ii
kullandig1 kaydedilmistir (Kim ve ark, 2004). Yaygin bulunan ve olduk¢a kararli bir bilesik olan
PCB153°tin, insan siitiindeki miktarlar1 ile plazmasindaki miktarlar1 arasinda iliski oldugu
gosterilmistir. PCB153%tin serum seviyeleri ile follikiiler sivi arasinda paralellik oldugu da belirtilmistir
(ATSDR, 2000). Stellman ve ark. (1998) tarafindan yapilan ve 293 kadinin yag doku ve serumlarindaki
14 PCB’nin miktarlarimin arastirildigi c¢alismada, PCB74, PCB99, PCB118, PCB138, PCBI146,
PCB153, PCB156, PCB167, PCB170, PCB180, PCB183 ve PCB187°nin serum ve yag doku
konsantrasyonlar1 arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunurken, PCB172 ve PCB178 i¢in bu
durumun gecerli olmadigi tespit edilmistir. Materyal olarak deri altt abdominal yag ve omental yag ile
beyin ve karaciger kullanilan ve ayn1 14 PCB’ye bakilan bir diger ¢alismada, en yaygin bulunan 3 PCB
(PCB138, PCB153, PCB180)’nin toplaminin, toplam PCB miktarinin % 63-68’ini temsil ettigi tespit
edilmistir (ATSDR, 2000).

Costabeber ve ark. (2006), et ve et {irtinlerinde yaptiklar1 ¢alismada PCB’lerin, ete oranla et tiriinlerinde
daha yiiksek miktarda bulundugunu tespit etmislerdir. Et {irlinlerindeki PCB yogunlugunun ¢oktan aza
dogru PCB52, PCB180, PCB10 ve PCB28, ette ise PCB180, PCB10 ve PCB28 oldugu gosterilmistir.
Et trtinleri icinde en yiiksek toplam PCB miktarinin Hot Dog (HD) tipi sosiste oldugu, sucukta ise
sadece PCB180 oldugu tespit edilmistir. Italya’da yapilan ve 220 hayvansal doku numunesinin
incelendigi bir ¢alismada ise sadece dumanlanmis domuz jambonundaki toplam PCB miktar1 AB
limitlerinin {izerinde bulunmustur (Espozito ve ark., 2001). ABD’de yapilan bir ¢alismada, tatli su
baliklar1 ve tereyagini takiben en yiiksek PCB yogunlugu yine HD tipi sosiste tespit edilmis ve PCB138
ve PCB152’nin yogunluklarinin diger NDL-PCB’lere oranla daha yiiksek tespit edildigi bildirilmistir
(Schecter ve ark., 1997). Isve¢’te marketten toplanan 6rneklerde yapilan calismada organik halojen
kirleticiler iginde, et ve et irtinlerinde bulunan en 6nemli grubun PCB’ler oldugu, bunlar i¢inde
yogunlugu en fazla olanin ise PCB153 oldugu gosterilmistir (Darnerud ve ark., 2006).

Yukarida verilen bilgilerden de anlasilacagi gibi PCB’ler, dogadaki kaliciliklar1 nedeniyle gida
zincirine degisik noktalardan girerek ve birikerek insan sagligi agisindan risk olusturmaktadirlar. Bu
nedenle arastirmanin amaci, zehirlilikleri, ¢esitlilikleri ve kimyasal yapilarindaki farkliliklar nedeniyle,
maruz kalinan toplam PCB miktarini temsil etmeleri agisindan 6nemli olan belirtegc PCB’lerin, sigir eti
kokenli tirtinlerdeki miktarinin ortaya konulmasidir.
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Yapilan literatiir taramalarinda, sarkiiteri tirtinlerinde PCB kalintilarinin arastirilmasina yonelik sinirlt
sayida yayina rastlanmig, Tiirkiye’de ise bu konuda yapilmis ¢alismaya rastlanmamistir. Yine belirteg
PCB’lerin s1gir eti ve triinlerindeki kalintilar1 AB {ilkelerinde kalint1 izleme programlarina dahil iken
tilkemizde heniiz dahil degildir. Bu durum g6z 6niine alindiginda, konu ile ilgili olarak resmi ve 6zel
herhangi bir arastirma yapilmamis oldugu, dolayisiyla tilkemizdeki durumu gosterir bir bilginin
bulunmadigr tespit edilmistir. Bu eksikliklerin giderilmesini amaglayan arastirmanin ileride
uygulamaya konulacak kalint1 izleme c¢alismalar1 ve bilimsel arastirmalarda kullanilmak {izere model,
sarkiiteri Urlinlerindeki kalnti miktarlarinin ~ gosterilmesi acisindan temel teskil edecegi
dustintilmektedir.

I1I. Materyal ve Yontem

Kimyasal maddeler ve ayiraglar: Numunelerde kalintisi aragtirilan PCB 28 (Lot No: 2082810),
PCB52 (Lot No: 2070710), PCB101 (Lot No: 2071910), PCB118 (Lot No0:3101810), PCB138 (Lot
No0:0122210), PCB153 (Lot No0:3120210) ve PCB180 (Lot No0:20320I0)’nin analitik standartlar1 ile
enjeksiyon internal standarti olarak kullanilan PCB30 (Lot No: 20300I0), her biri %99.5 saflikta ve
lizooktanda hazirlanmis 10 pg/mL konsantrasyonda Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Almanya)’dan satin
alind1. internal standart olarak %99.9 saflikta, 40 mg/mL konsantrasyonda (solvent:nonane) ve °Cy; ile
lisaretlenmis 2,2°.4, 4°, 5, 5’hekzaklorobifenil (PCB153, Lot No: SDCC-014) kullanild1 (Cambridge
[sotope Laboratories, Andover, MA, USA). HPLC safliginda asetonitril, izooktan ve toluen ile diger
solventler Merck (Darmstadt, Almanya)’den temin edildi. Susuz magnezyum siilfat Panreac Kimya
(Panreac Quimica S.A.U., Barselona, Ispanya) ve Primer-Sekonder-Amin (PSA) Agilent Technologies
(CA, USA)’dan alindi. Distile su laboratuarda bulunan Milli-Q cihaziyla (Millipore, Molsheim, Fransa)
elde edildi.

Standart stok ¢ozelti ve ¢alisma ¢ozeltileri: Internal standart stok ¢ozeltisi 400 ppb konsantrasyonda
toluende, oOrneklerde analizi yapilacak olan PCB’lerin stok c¢ozeltisi ise her biri 100 ppb
konsantrasyonda olacak sekilde izooktanda hazirlandi. Calisma ¢6zeltileri ise her seferinde bunlardan
alinarak ihtiyaca gore hazirlandi. Cihazla ilgili bir sorun olup olmadigini gézlemlemek i¢in kullanilan
enjeksiyon internal standartt PCB30’un stok ¢ozeltisi ise izooktanda 1 ppm konsantrasyonda hazirlandi

ve ornekler cihaza uygulanmadan 6nce her seferinde bu stoktan 20 puL alinip son ekstreye eklenerek
kullanildi.

Arag ve cihazlar: Numune hazirlanmasinda azot evaporatorii (VLM Evra marka, Bielefeld Almanya),
hassas terazi (Sartorius Goettingen, Almanya), Vortex mikser (Velp Scientifica, Usmate, Italya),
Sogutmali santrifiij (Sigma, Ostreode am Harz, Almanya), Ultrasonik banyo (frekans 35 kHz, 0.32
kW, Super RK 510, Sonorex, Bandelin, Almanya) ve ultra saf su cihaz1 (Millipore, Molsheim,
Fransa) kullanildi.

Kromatografi i¢in Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC/MS, Thermo Finnigan, San Joe, CA,
|[USA) kullanildi. Cihazda split/splitless (SSL) enjeksiyon portu ve Thermo Finnigan Polaris Q iyon
trap-mass spektrometrik detektor bulunmaktaydi. Enjektére 12 ecm X 5 mm ebatlarinda Silcoseeve
fliner (Thermo-Finnigan) takili olup, cihaz splitless modunda c¢alistirildi. Elektronik iyonizasyon 70
eV, ekternal iyon source 1s1s1 200 °C, ara yiiz 1s1s1 250 °C, injector portu 1sis1 250 °C’ye ayarlandi.
Calismada SSL injektore 1 mL/dk sabit akis hizinda 2 pLl. numune injekte edildi. Ayirma islemi DB-
SMS kapiller kolonla (30 m X 0,25 mm i.d., 0,25 pm film kalinlig1) yapildi (Santa Clara, CA, USA).
Tasiyici gaz olarak sabit akis hiz1 1 mL/dk olacak sekilde Helyum (999,995 saflikta) kullanildi.

GC ¢alisma programi: Firin 1s1s1 baslangi¢ olarak 70 °C’de 2 dk tutuldu. Daha sonra dk’da 25 °C
artarak 150 °C’ye getirildi. Buradan dk’da 3 °C artirilarak 200 °C’ye getirildi. Burada 5 dk
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tutulduktan sonra dk’da 8 °C artarak 270 °C’ye getirildi ve burada da 10 dk tutuldu. Toplam program
uzunlugu 31,48 dk olarak hesaplandi. Solvent gecikme zamani, solvent pikinin atlanmasi i¢in 12 dk
olarak ayarlandi. PCB’ler segici iyon izleme (SIM) ve splitless moda gore kantitatif olarak
hesaplandi.

Ekstraksiyon: PCB’lerin numunelerden 6ziitlenmesi i¢cin Wang ve ark (2014) tarafindan toprakta
organik fosforlu insektisitlerin belirlenmesi i¢in gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanildi.
Buna gore her bir fermente et {irlinii 6rneginden yaklasik 100 g alindi. Bunlardan 10 g yag c¢ikacak
sekilde 60 °C’lik etlivde yaklasik 1 saat siireyle 1sitildi. 10 g yag iyice homojenize edildikten sonra
bundan 1 g tartilarak 50 mL’lik polipropilen santrifiij tiiplerine alindi ve {izerine 7 mL aseton
eklenerek 35 °C’lik ultrasonik banyoda 10 dk homojenize edildi. Numune daha sonra sogutmali
santrifiijle -20 °C’de 30 dk siireyle 3500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant kismi alinarak
evaporatérde kuruyana kadar uguruldu. Kuru kalint1 2 mL asetonitrille topland1 ve {izerine 400 mg
Primer Sekonder Amine (PSA) ve 600 mg magnezyum siilfat eklendi. Tiipler 30 saniye elle
calkaland1 ve 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Son olarak numune kurutuldu. Kuru kalint1 100 pL.
lizooktanla toplandi, tizerine PCB30’un 1 ppm’lik stok ¢ozeltisinden 20 pL eklenerek karistirildi ve
bu karisimin 2 pL’si GC/MS’e uygulandi. Optimize edilen yontem daha sonra valide edildi.

Metot validasyonu: Metot validasyonu Avupa Birliginin 252/2012 sayili tiizilk Annex I'V’te belirtilen
kriterler gbz Oniine alinarak; degerlendirmeler ise Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’'nde
belirtilen belirteg PCB’lerin gidalarda bulunmasina izin verilen en yiiksek kalint1 limiti olan 40 pg/kg
(yag)’a gore yapildi. PCB’lerin analizi ve dogrulanmasi bir niceleyici (quantifier) ve 3 niteleyici
(qualifier) iyon kullanarak se¢ili iyon izleme (SIM) moduna goére hesaplandi. Tablo 1°de her bir PCB
icin izlenen iyonlar verilmistir. Metodun validasyonu i¢in sigir bobrek i¢ yagi kullanildi. Validasyon
icin lineerlik (linearity), tayin limiti (LOD, Limit of Detection), 6l¢tim limiti (LOQ, Limit of
Quantification), spesifiklik/se¢icilik (specificity/selectivity), kesinlik (precision) ve geri kazanim
(recovery) parametreleri degerlendirildi.

Lineer kalibrasyon egrileri her bir PCB i¢in 7 farkli konsantrasyonda (0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 25
ng/kg) zenginlestirilmis numunelerden 6’sar 6rnek kullanilarak bunlarin 3’er kez enjeksiyonuyla elde
edildi.

LOD ve LOQ degerleri, lineer 6l¢iim araliginda her birinden 20 tekrar yapilarak elde edilen
kalibrasyon grafiginden yararlanilarak asagidaki formiile gore hesaplandi.

Tayin Limiti(LOD) = 3,3xSD/m

Olgiim Limiti (LOQ) = 10xSD/m

SD = Kalibrasyon egrisinin en diisiik seviyesindeki standart sapma

m= Kalibrasyon egrisinin egimi

Spesifiklik/secicilik i¢cin PCB i¢ermedigi bilinen sigir bobrek i¢ yag ornekleri analiz edilerek, PCB
piklerinin ¢ikis zamanlarinda herhangi bir sapma ve etkilesim olup olmadigina bakildi.

Kesinlik, tekrarlanabilirlik (repeatibility) ve tekrar tretilebilirlige (reproducibility) gore yapildi.
Tekrarlanabilirlik 3 farkli konsantrasyonda zenginlestirilmis 6rneklerin 6’sar kez, yeniden tiretilebilirlik
lise yine 3 farkli konsantrasyonda zenginlestirilmis 6’sar ornegin farkli 3giinde uygulanmasiyla
belirlendi.

Geri kazanim c¢aligsmasi ti¢ farkli seviyede zenginlestirilmis 6rnekle, her seviye i¢in 6 tekrar yapilarak 3
farkli giinde gerceklestirildi. Geri kazanim her seviye i¢in hazirlanan matriks standart kalibrasyon
egrisine gore hesaplandi. Dogruluk (Accuracy) ise geri kazanim caligmalariyla belirlendi ve %RSD
(nisbi standart sapma) olarak verildi.
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Sigir i¢ yaginda valide edilen yontem, herhangi bir matriks etkisini elimine etmek i¢in daha sonra
salam, sucuk ve sosisten elde edilen yaga uyarlandi. Bunun i¢in PCB 2.5, 7.5 ve 25 pg/kg
konsantrasyonlarinin her biri i¢in 6’sar adet salam, sucuk ve sosisten elde edilen yag kullanilarak geri
kazanim ve RSD degerleri hesaplandi.

Numunelerin toplanmasi ve analizi: Materyal olarak Ankara’daki 5 farkli marketten, farkl {ireticilere
ait 5’er adet salam, sucuk ve sosis olmak tizere toplam 75 6rnek toplanarak 6 belirteg PCB (PCB28,
PCB52, PCB101, PCB138, PCB153 ve PCB180) ile PCB118’in varlig1 ve miktarlar1 valide edilen
yontemle belirlendi.

Iv. Analiz ve Bulgular

Yontemin spesifiklik/segicililigini gosteren kromatogram Sekil 1°de gosterilmistir. Buna gére Slgiim
cihazindaki dedektoriin PCB’ler icin spesifik oldugunu belirlenmistir. PCB’lerin ¢ikis zamanlar1 ayrica
Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 2°de yontemin lineer 6l¢tim araliklarina gore hesaplanan korelasyon katsayilari ile LOD ve LOQ
degerleri verilmistir. Buna gore analizi yapilan tiim bilesiklerin korelasyon katsayilari (r*) >0.99, LOD
ve LOQ degerleri ise sirasiyla 0.144-0.382 pg/kg ve 0.479-1.274 pg/kg arasinda bulunmustur.

Tekrarlanabilirlik, tekrar tiretilebilirlik ve geri kazanim calismasi i¢in hesaplanan degerler Tablo 3°te
verilmistir. Ayni tabloda ayrica sigir i¢ yaginda valide edilen yontemin matriks etkisini elimine etmek
licin degerlendirilen geri kazanim ve RSD degerleri de verilmistir.
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Sekil 1. a) PCB icermeyen i¢ yaga ait kromatogram , b) PCB’lerin 100 pg/mL’lik ¢alisma ¢ozeltisinden
elde edilen kromatogram, ¢) PCB’lerin 100 pug/mL konsantrasyonuyla zenginlestirilmis i¢ yag
kromatogrami, 1-PCB30; 2-PCB28; 3-PCB52; 4-PCB101; 5)PCB118; 6)PCB153; 7)PCB138; 8§)PCB180
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Tablo 1: SIM iyonlar ve geri alinma zamanlari

PCB Geri alinma SIM lIyonlar®**
zamani (dakika)
PCB28 15,7 256, 186,260,258
PCB30* 13,41 256, 186,260,258
PCB52 17,08 292,220,257,290
PCBI101 21,96 326,254,328,324
PCBI118 26,02 326, 328,324,254
PCB138 28,09 360, 290,362,358
PCB153 26,99 360, 290,362,358
PCB153** 26,99 302,300,372,374
PCB180 30,58 394, 396,324,326

*Enjeksiyon internal standarti, ** °C ile isaretlenmis Internal standart, *** Siyahla isaretlenmis olanlar
niceliyici, digerleri nitelendirici iyonlardir.
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Tablo 2. Her bir PCB i¢in yapilan lineer 6l¢iim araliklar ile hesaplanan korelasyon katsayilari ve LOD ve

LOQ degerleri
PCB Lineer aralik (pg/kg) 1’ LOD (ug/kg) LOQ (pg/kg)
PCB28 0,5-25 0,9982 0,144 0,479
PCB52 0,5-25 0,9984 0,151 0,503
PCB101 0,5-25 0,9982 0,257 0,857
PCBI118 0,5-25 0,9988 0,266 0,886
PCB153 0,5-25 0,9992 0,250 0,832
PCB138 0,5-25 0,9992 0,226 0,754
PCB180 0,5-25 0,9989 0,382 1,274

Tablo 3. i¢ yag, sucuk, salam ve sosis 6rneklerinde geri kazanim ve RSD degerleri

Matriks Konsantrasyon Geri kaza- RSD Ortalama Geri Ortalama
(ng/kg) nim (%) (%) kazanim (%) RSD (%)
s 98,3 3,0
f¢ Yag 7,5 99,1 1,2 98,2 2.3
25 97,1 2,8
2,5 98,3 2,9
Sucuk 7,5 99,5 0,9 98,8 2,3
25 98,5 3,1
2,5 99,4 4.8
Salam 7,5 99,5 1,2 99,1 33
25 98,5 3.8
2,5 100,6 3.8
Sosis 7,5 99,6 1,2 99,4 2,9
25 98,1 3,9
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Piyasadan toplanan orneklerden elde edilen sonuglar:

Sucuk 6rneklerinin birinde 0.906 ug/kg PCB138, birinde 1,472 pg/kg PCB52 ve 0,409
pg/kg PCB153 (toplam 1,881 pg/kg PCB), birinde 0.989 pg/kg PCB118, birinde 0,656
ng/kg PCB28 ve 1,056 ng/kg PCB52 (toplam 1,712 pg/kg PCB) bulunmustur. Buna
gore 25 sucuk Orneginin sadece 4 tanesinde (%16) PCB kalintisina rastlanmastir.

Sosis orneklerinin birinde 0.575 pg/kg PCB118 ve 0.763 pg/kg PCB180 (toplam pg/kg
1.338 PCB), birinde 0.744 pg/kg PCB118, birinde 0.407 pg/kg PCB180 bulunmustur.
Buna gore 25 sosis 6rneginin sadece 3 tanesinde (%12) PCB kalintisina rastlanmustir.

Salam orneklerinin 4 tanesinde ayri ayr1 0.634, 1,142, 1.376 ve 1.053 pg/kg PCB28 ve
sonuncusunda ayrica 1.757 pg/kg PCB101 ve 1.126 pg/kg PCB118 (toplam 3.936 ng/kg
PCB) bulunmustur. Buna gore bulunma siklig1 %16 olarak hesaplanmustir.

V.  Sonug ve Oneriler

Bu ¢aligmada ultrason aracili dondurarak dispersif kati faz ekstraksiyonu (DSPE) ile
disiik dansiteli solvent kullanilmak suretiyle salam, sucuk, sosis yaglarindan PCB
bilesiklerinin GC-MS araciligiyla analiz edilebilecegine iligskin bir yontem laboratuvara
uyarlanmistir. Kullanilan solventin diisiik toksisiteye sahip olmasi hem insan sagligi
hem de c¢evreye yonelik riski azaltmistir. Ultrasonun kullanilmasi analitlerin ¢oziictiye
gecis hizim1 ve miktarini artirarak ekstraksiyon etkinligini artirmistir. Sogutmali
santrifiijde dondurma islemi uygulanmasi, dondurarak clean-up yapilan metotlara goére
analiz stiresinin kisalmasini saglamistir. Bu yontemde oziitleme igin basit ve ucuz
araglar kullanilmasi, diisiik diizeydeki PCB’leri belirleyebilmesi, tekrarlanabilirligin iyi
olmasi ve geri kazanimin yiiksek olmasi diger geleneksel yontemlerden iistiinliigiinii
gostermektedir.

Turkiye’deki mevcut durumu belirlemek igin yapilan 6rnek taramasinda sucuk ve salam
orneklerinin %16’sinda, sosis orneklerinin ise %12’sinde degisik PCB bilesiklerinin
varligina rastlanmistir. Bulunan en yiiksek kalintinin 3.936 pg/kg (PCB28, 101 ve 118
toplami) ile salam orneginde goriilmesiyle, analiz edilen tiim 6rneklerin Tiirkiye’deki
yasal tolerans limitine uygun oldugu (Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi, MRL
<40 pg yag/kg) sonucuna varilmaistir.

Gidalardaki kalint1 ve bulasanlara iliskin diinya genelinde rastlanan skandallar, tiiketicilerin
gida giivenligi ve halk sagligi konularindaki endiselerinin artmasina neden olmaktadir. Bu giivenin
saglanmasi ve endiselerin kalkmasi i¢in, basta kontrol ve denetimlerin yasalarin 6ngérdiigii diizeylerde
yapilmasi, bununla birlikte bilimsel ¢alismalarin éneminin vurgulanmasi gerekmektedir. Bu nedenle
her tilke cevresel kirleticilerle ilgili mevzuatimi stirekli yenilemeli ve siki kurallar uygulamalidir. Bu
durum halk sagligi ve gida giivenligi acisindan oldugu kadar, yetistirici ve treticilerin de ekonomik
kaynaklarini iyi kullanmasi ve tiiketicilere glivenilir saglikli tiriinler sunmast agisindan énemlidir.

VL. Gelecege iliskin Ongoriilen Katkilar

Gidalardaki kalint1 sorununun ortaya konulmasini amaglayan bu arastirmanin, Tiirkiye nin gida kontrol
sistemi kapsaminda yer alacak rutin uygulamalara model teskil edebilecegi, bu konuda gelecekte
calisacak arastirmacilara yol gosterecegi timit edilmektedir. Yukarida belirtilen yontemin yagh
gidalarda yagda birikme ozelligine sahip diger kalici organik Kkirleticilerin analizlerinde de
uygulanabilecegi sanilmaktadir. Béylece Tiirkiye’nin de taraf oldugu kalici organik kirleticilere iligkin
[Uluslar aras1 Stockholm Sd&zlesmesinde belirtilen tiim bilesiklerin analizlerinde Anabilim Dali
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laboratuvarlarimizin da sz sahibi ve yetkili bir laboratuvar olmast yolunda énemli bir adim atildig:
sonucuna varilmistir.

VIL Saglanan Altyapi Olanaklari ile Varsa Gergeklestirilen Projeler
Proje alt yaprya yonelik degildir.
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X. Ekler
a. Mali Bilango ve Agiklamalar1
b. Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimma Dair A¢iklamalar
c. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim I1I'de yer almayan analiz ayrintilarr)
d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapi Projeleri icin uygulanmaz)

e. Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyap: Projeleri icin uygulanmaz)

NOT: Verilen sonu¢ raporu bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, sonu¢ raporu Komisyon
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onaymdan sonra ciltlenerek bir kopyasinin yer aldig1 CD ile birlikte sunulacaktir. Sonu¢ raporunda
proje sonuclarmm iceren, ISI’ nin SCI veya SSCI veya AHCI dizinleri kapsaminda ve diger uluslar
arasi dizinlerce taranan hakemli dergilerde yaymlanmis makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV.
Analiz ve Bulgular boéliimleri yerine kabul edilir.
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