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OZET: Bu galigma, 20 adet naturel sizma zeytinyad, 20 adet riviera zeytinyad ve 10 adet rafine prina yadinda bulunan
benzo(a)piren (BaP} miktarlarini beliremek amaciyla yapilmigtir.

Orneklerin hazirlanmasinda silika kartug kultanilmig ve kati faz ekstraksiyonu yapilmigtir. Analizier fluoresans dedektéri ile
kombine edilmig HPLC cihazinda yapilmigtir. Yéntemde ortalama geri alma oram % 76,08 t 1,49, tespit edilebilir en digik
miktar 0,3 pg/kg olarak befirienmigtir. Bu bilgiler, yéntemin zeytinyaglarindaki BaP miktannin belilenmesinde rutin olarak
kullarulabilecedini gdstermistir.

Analizi yapilan naturel sizma zeytinyad érneklerinin 3'iinde 0,330 pg/kg ile 0,870 pg/kg arasinda BaP tespit edilmigtir. Bu
drnekler igin ortalama BaP miktarn 0,539 + 0,167pgikg’dr. Riviera zeytinyadinin 8Yinde tespit edilebilir dizeyde BaP
kalintisina rastlanmazken, 12'sinde 2,465 pg/kg seviyesine kadar BaP bulunmusgtur. BaP tespit edilen drneklerde ortalama
miktar 0,737 £ 0,192 pg/kg olarak saptanmigtir. Prina yaglannin gogunda yilksek miktarlarda BaP bulunmugtur. BaP tespit
edilen 7 érnekte ortalama miktar 31,472 + 7,42 pg/kg (en az: 0,460 pg/kg, en ¢ok: 58,241 pg/kg)'dir.

Naturel sizra zeytinyag, riviera zeytinyad ve prina yaglaninin ortalamalar arasindaki farkliiklann irdelsnmesinde varyans
analizi teknigi kullaniimig ve ortalamalar arasindaki farktann énemii oldugu saptanmigtir. Farkli yag gruplarinin tespitinde ise
DUNCAN tastinden yararlanilmig, sadece prina yagd: ortalamasi ile di§er yad émeklerinin ortalamalari arasindaki farklarn
istatistik olarak énemli oldugu belirlenmigtir (p< 0,01).

Anahtar kelimeler: Benzo(a)piren, sizma, riviera, prina, zeytinyad, HPLC

ABSTRACT: This study was carried out to determine the amount of benzo{a)pyrene in 20 of extra virgin olive oils, 20 of
tiviera olive oils and 10 of refined olive pomace oils.

Solid phase extraction (silica cartidge) was used in the preparation of samples. Analyses were made by HPLG combined with
fluorescence dedector. In this method, mean of recovery was found % 76,08 + 1,49 and limit of dedection was 0,3 pg/kg. The
findings showed that this method can be used for determining benzo(ajpyrene in olive oils for routine analysis.

in three of the extra virgin olive oil samples analysed, BaP was determined between 0,330 ug/kg and 0,870 pg/kg and mean
concentration was 0,539 + 0,167ug/kg.

BaP was not determined at timit of dedection in eight of riviera olive oils samples whereas, it was found 2,465 ug/kg in 12 of
these samples. In the samples containing BaP, mean concentration of BaP was determined 0,737 + 0,192 pg/kg.

In the most of the olive pomace oils, BaP was found at the highest level. The mean concentration of BaP was 31,472 £
7.42 ug/kg {min: 0,460 pgikg, max: 58,241 po/kg) in 7 samples containing BaP.

Results were analyzed by the one-way énalysis of variance for determining the differences among the BaP concentrations
of extra virgin olive oils, riviera olive oils, olive pomace oils. It was found that the mean concentrations were significantly
different (p<0,08) DUNCAN test for comparision among means, only mean concentration of BaP in olive pomace oil was
statistically significant {p< 0,01).

Key words: Benzo(a)pyrene, extra virgin, riviera, olive-pomace, olive oil, HPLC
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GiRis

Polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)'lar, cesitii sekillerde birlegen iki veya daha fazla benzen halkal: bilegikier
olup, organik maddelerin tamamlanmamig yanmasi sonucu olugurlar (1, 2, 3, 4, 5, 8).

Yapilan ¢ahgmalar PAH'larin insanlarda ve gesitli hayvanlarda kanserojenik etkiye neden oldugunu veya
kanser olusumunu uyardigin bildirmektedir (4, 6, 7, 8, 9, 10).

PAH'lar gevreyi kirleten diger maddelerle kargilagtinldiinda gok diigik derisimde bulunmalarina ragmen,
kanserojenik ve mutajenik etkilerinin gok biyiik (11, 12) oldugu anlagimaktadir. Bunlar hem lipofilik
olmalarindan hem de ¢evrede yaygin olarak bulunmalarindan dolayl yaglara kolayca bulagiriar {8, 13).
PAH'larin yaglara bulagsmasi gevresel kirliliklerden ve/veya rafingsyondan 6nceki islem basamaklarinin
birinden olabilir (12, 14),

Bitkisel yadlardaki PAH kontaminasyonu hakkinda farki gériigler vardir (3). Bu géruglere gére PAH'lar hava
kirllligi, tarlalann yakilmasi, toprak-su, ambalaj materyali, jut guvallar, yaglama yaglar ve ekstraksiyon
gbzuculeri gibi faktdrlerin biri veya birkagi ile bitkilerin yenebiiir kisimlarina velveya biyokimyasal sentezle
bitkilere bulagabilirler (3, 11, 12, 13, 15), ézellikle prina yaglaninda bulunurlar. Bu durum Gretim sirasindaki
birkag fakttrden kaynaklanabilir. Birincisi, prinamin kurutulmas: agamasinda, ikincisi goziciniin ugurulmas:
sirasinda yiksek sicakhk uygulanmas, UglinciisU prinadan yagin ekstraksiyonu sirasinda, énceden kontamine
olmusg ¢&zlciindn kullaniimasidir (16, 17, 18, 19).

Yagh tohumlarin yanici gazlarla dogrudan kurutulmasi sirasinda, aygigek, soya, palm, tzlim gekirdegi ve
hindistancevizi yadi gibi bazi yaglar PAH'larla kontamine olabilir. Fakat biitin bu bilgilere ragmen, gogu
PAH’lann bitkisel yaglara kontaminasyonu yolu ile olduguna dair kesin bilgiler yoktur (1 5).

Rafinasyon, segilen kogullara bagii olarak PAH'larin miktarini azaltir (11, 15, 20, 21, 22). Bu azalma PAHlarin
molekdl adiri§inin bir fonksiyonudur (10). Bitkisel yaglardan PAH’larin uzaklagtinlmasi rafinasyon
basamaklarindan renk agma ve koku giderme asamasinda gergeklesir (23). Hafif PAH'lar cofunlukla koku
giderme agamasinda buharlagtirma yolu ile, daha yliksek molekill agifikli PAH'lar ise renk agma iglemi ile
uzaklagtirihr {3). Aktif karbon ile agartma topradi kombine edildiginde, agir PAH'larin uzaklagtinimas daha
etkin olmaktadir (24, 25). Agir PAH'lar tamamen uzaklastinilamaz (10), 5-6 halkali agir PAH'larin hafif olanlara
orania daha zor uzaklagtinimasinin nedeni, daha hidrofobik ve uguculuklanimin daha az olmasidir (286).
Uluslararas: Kanser Aragtirma Merkezi (JARC)'ne gdre PAH'lardan en kanserojenik ve mutajenik olani BaP'dir.
Bu nedenle su ve gidalardaki PAH analizlerinde belirteg olarak kultanifir (3, 8, 12, 23, 27). Polisiklik aromatik
hidrokarbonlardan ofan BaP, IUPAC tarafindan 3,4-benzopiren olarak isimlendirilen organik bir bilegiktir (28).
BaP'in kimyasal formild, baz: 6zellikleri ve olusumu agagida verilmigtir.

Cas no: 50-32-8
7 ‘ EINECS no: 200-028-5
Molekil agirhg): 252,32
”O Molekil formild: CagHy o
Kaynama noktasi: 495 °C
Erime noktasi: 178 °C

Buhar basinci: 8,4x10°7 Pa (25 °C)
-Yogunlugu: 1,351 gfom?3

$ekil 1. BaP'in kimyasa) formiili (29)



Z.BALOGLU - A, BAYRAK 241

c c
’ c.c O/ ~ @ .
— — L
3 & <

i
C c\c
1 2

|
oS50 5—e0
b & 3
Sekil 2. BaP’in olusum gemasi (30).

BaP'in kanserojenik &zellikleri ispat edilmis olmasma ragmen, kanserin nedenlerinin gesgitli olmasi ve
toksikolojik etkilerinin {ahmininin zor olmas: nedeniyle, sadlk riski olusturan PAH seviyeleri belirlenememigtir
{21).

Almanya, Avusturya, Hollanda gibi bazi Avrupa Ulkeleri titslienmig gidalarda BaP igin 1 ppb'yi yasal limit kabul
etmistir (31}. Fakat bu iilkelerin kati ve sivi yadlar igin yasal limitleri bulunmamaktadir (21).

Rafine edilmis yaglardaki PAH'larin en yiksek seviyeleri, toplam PAH < 25 ppb, adir PAH < 5 ppb ve BaP < 1
ppb olarak Avrupa Yenebilir Yag Ureticileri Ticari Birligi (FEDIOL) tarafindan kabul edilmigtir {32).

ispanya, toplam agr PAH igin 5 ppb, her bir agir PAH igin 2 ppb sinir belirlemigtir (3). Turkiye, kat ve sivi yaglar
icin 10 pg/kg BaP sinirlamast getirmigtir (33). '
Uluslararasi Zeytinyag) Konseyi 2001 yilinda prina yaglarinda, B(a)P'nin en ylksek tolere edilebilir derigimini
2 pg/kg olarak belirtmig, aynt miktar Birlegmis Milletler Gida Giivenlik Arastincilan ve irlanda tarafindan da
kabul edilmigtir {19). :

Bitkisel yaglardaki BaP miktarlannin belidenmesi igin analizlerde uygulanan temel iglem basamaklar
ckstraksiyon, saflagtirma ve analitik tespittir (3}.

Bugiin PAH'lann analizinde GC ve HPLC teknikleri kullamimaktadir (3). Ters faz HPLC-FLD ile GC-MS, PAH'larin
duyarli olarak tespitinde en giigli tekniklerdir (Moret ve Conte 1998). Kapiler kolonlu GC ile ¢ok dilsik
miktarlardaki PAH'lar kolayca tespit edilebiimektedir. PAH'lann godu gligll fluoresans dzellik gésterir, bu nedenle
spektrofiuorometrik dedektbr ile kombine edilmig HPLC, segicilik ve duyariilik igin en iyisidir. HPLC teknigi, GC’nin
analiz edemeyecedi yliksek molekiil kiitlsli PAH'lann tespitini sadlamada gok daha bagarilidir (3, 34).

Moret ve ark. (1997), naturel sizma, rafine ve lampante zeytinyagindan olugan 51 drnegin PAH miktarim sivi-
sivi dagilma, katl faz ekstraksiyon ve HPLC-FLD ydntemi ile tespit etmigtir. BaP igin yéntemin en dligtk tespit
edilebilir miktar 0,015 ppb'dir. Elde edilen veriler naturel sizma zeytinyaglarindaki PAH miktarinin 2,96 ppb ile
75,414 ppb arasinda degistigini gdstermis, BaP miktar ise 1,210 ppb seviyesine kadar bulunmusgtur. Rafine ve
naturel sizma zeytinyadr kangimindan olusan 5 yag érneginin analiz sonuglarina gore, PAH'lann toplam miktar
naturel sizma zeytinyaglarinin PAH miktarindan daha digik bulunmugtur, Hafif PAH miktarindaki azaimaya
rafinasyon basamaklarinin neden oldugu belirtilmigtir. Agir PAH'larin miktan ise bazen naturel sizma yagiardan
daha yiksek tespit edilmigtir. Rafinasyon basamaklarinda kuilanilan ¢dziciinin kontaminasyona neden
olabilecedi bildiriimigtir.

Camacho ve ark. (35), ispanya prina yaglarinda renk agma prosesinin polisikiik aromatik hidrokarbonlarin
eliminasyonuna etkisini aragtiran bir galigma yapmiglardir. Bu amagla ajartma toprakh aktif karbon, adsorbent
olarak kullarilmig ve agartma topradt kuflamrm BaP miktanni diigiirmUgtir. Fakat bunun yeterli olmadidt, bu
ylzden bu agamada aktif karbon kullarimimin gereklifigi belirtilmigtir. Pollard ve ark. {36} tarafindan yapilan bir
galismada ise, ham hindistan cevizi ya§indaki BaP miktarlanindaki azalma incelenmig, agartma topragiyla
{%15,6'Iik) 10,8 pg/kg'a, toz halindeki akiif karbonla (>%99,2'lik) 0,1 pgfkg'dan daha digilk kensantrasyonlara
ulagiimigtir. . :
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal
Aragtirmada kullanilan sizma, riviera zeytinyaglar ile prina yaglari plyasadan temin edilmigtir. Caligma, 20 adet
sizma, 20 adet riviera zeytinyadi ile 10 adet rafine prina yagi tizerinde yapilmagtir,

Yéntem ,

Orneklerde BaP miktarlarimin kalitatif ve kantitatif tespiti, Moret ve Conte (3)'ye gére yapilmistir. Kati faz
ekstraksiyon yéntemi ile hazirlanan ornekier fluoresans dedektérli HPLC cihazina enjekte edilmigtir. Bu
analizlerin yapiimasinda kullanilan kimyasal malzemeler, gozeltiler ve cihazlar agagida verilmigtir,

Kimyasal malzemeler

n-Hekzan, kromatografik safltkta (Merck no 104394, Cas no 110-54-3). Diklorometan, kromatografik saflikta
{Merck no 108044, Cas no 75-09-2). Aseton, kromatografik saflikta (Merck no 100020, Cas no 67-64-1).
Asetonitril, kromatografik saflikta (Merck no 100029, Cas no 75-05-8). BaP stok standart gozeltisi, 10 ng/ulL
asetonitrilde {Dr.Ehrenstorfer GmbH, L20635000AL, Lot: 20812AL). Su, bidestile, Millipore ultra saf su cihazi
{Elix 3 model, FINN21161, Millipore) I'e saflagtinimis.

Cozeltiler
n-Hekzan / diklorometan gézeltisi (70/30, v/v)

Cihaz ve malzemeler

* Kartug, silika, 5 g'lik, (Varian, ME-SI, 5GM 20 mL, 20/PK, Lot 0135203, MFG code: 05404, Part 122560286).
Vakum manifoldu (Supelco Visiprep DL, 571004, Visidry Drying Attachment, US Pat No 4,810,471). Azot, saflik
derecesi yiksek (%99.99, BOS). Kullamlan cam malzemelerden kaynaklanan herhangi bir bulagmarin
olmamas igin, tiim cam malzemeler asitle yikandiktan sonra kullamimigtir,

Standart gbzeltiler

figili firmalardan satin alinan 10 ug/mL konsantrasyondaki stok standart BaP ¢ézeltisinden 10 mL'lik balona 1
mL aktanlir. Balon aseton ile igaret gizgisine kadar tamamlanarak 1 ug/ml'lik BaP ¢dzeltisi hazirlanir. Bu
gozelti aseton ile seyreltilerek 100, 50, 10, 5, 2, 1,5 ve 1 ng/mL konsantrasyonlardaki BaP standart ¢bzeltileri
hazirlarr. Elde edilen bu standart ¢ézeltiler aseton ile 0,5, 0,3, 0,25 ve 0,15 ng/mL'ye seyreltilir. Hazirlanan
tim gdzeltiler karanlkta ve +4 °C'da muhafaza ediiir.

Yilksek performansh sivi kromatografi cihazi

Galigmada kullanilan HPLC; gaz giderici, quaterney pompa, otosampler, DAD dedektdr, fluoresans dedektir,
istticili kolon blogu ve handheld kontrol modilii ile donatilmig Hewlett Packard 1100 serisidir. Tum sistem
bilgisayar ortami ile baglantilidir. Analizler Varian ChromSep HPLC kolon kullantarak, 375 ve 430 dalga
boyunda, flucresans dedekidrle gergeklestirilmigtir. Moret ef al. (2001) tarafindan Onerildigi gekilde
asetonitril/su, hareketli faz olarak kultaniimigtir (34). Asetonitril 0,45 pm'lik filtreden, su 0,2 prlik sellloz asetat
filtreden stziilmigtiir. HPLC ile gahigma kogullar agagida verilmigtir.

Cihaz HPLC, Agilent 1100, kolon Varian ChromSpher 5 PAH, {230 x 4,6 mm), dedektor fluoresans, dalga boyu
(UV) 375 ve 430 nm, kolon sicakhdi 25°C, hareketli faz %90 asetonitril ve %10 bidestile su, akig hizi 1
mL/dakika, enjeksiyon hacmi 20 pL.

Benzo(a)pirenin beiirlenmesi

BaP'in saptanmasinda kullanilan yéntem (¢ agamada gergeklestirimistir. Bu agamalar, kati faz ekstraksiyonu,
tayin ve hesaplamadir. Kati faz ekstraksiyonu: Yagdaki BaP’in belirlenebilmesi amaciyla Moret ve Conte (5)
tarafindan 8nerilen yntem modifiye edilerek uygulanmistir. Bu amagla 5 g + 0,00005 g yag 10 mL'lik balona
tartilmig, Gzerine n-hekzan ilave edilerek balon isaret gizgisine kadar tamamlanrmig ve homojen ofuncaya kadar
titregimli kangtincida karnigtimimigtir, Geri kazanim denemelerinde 8rneklere uygun miktarda BaP ilavesi bu
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agamada gergeklestirimigtir. Ornege ilave edilen BaP miktarlari ise 0,5 , 1 ve 2 pg/kg'dir. Yagi n-hekzanla
¢bzdiikten sonra, vakum manifolduna 5 g'lik silika kartug yerlegtirilerek gartlanmasi igin 20 mL n-hekzan
kartugtan gegirilmig, akig hizt yaklagik saniyede 1 damla olacak sekilde ayarianmighr. Sonra 20 mL
diklorometan gegirilerek kartugun gartlanmas! tamamlanmig ve gartlanan kartusa 1 mL érnek konmustur.
Kartuga 70 /30 {v/v) oraninda n-hekzan / diklorometan gozeltisinden 6 ml. ilave edilerek yine saniyede 1 damla
gegirilmigtir. Bu agamaya kadar biriken artiklar atilarak kartugun altina yeni bir 15 mL'lik vial yerlegtirilmigtir.
BaP'i elue etmek igin kartuga 10 mL n-hekzan / diklorometan gézeltisi ilave edilmistir. Bu gézeltinin tamami yine
aynm akig hizinda aittaki viale toplanmug, toplanan 10 mL'lik ¢ézeltinin tamam: azot gazi altinda ugurulmustur.
Bu igerik 1 mL asetonla ¢dzilerek 2 mL'lik viale alinmig ve HPLC'de analiz edilmigtir.

Kromatografik tayin: Bu amagla hazirflanan érnekten 20 pL alinarak HPLC cihazina enjekte edilmigtir.
Hesaplama: Yag érnegindeki BaP miktari, agagidaki egitiklerden yararlaniiarak hesaplanmig ve sonug ug/kg
olarak verilmisgtir.

a) Deney gozeltisindeki BaP derigiminin hesaplanmasi

Pikler, BaP standardinin alikonma zamani ile érnek piklerinin alikonma zamar kargilagtirilarak tanimlanmig,
miktarlar ise kalibrasyon egrisinden yararlanarak hesaplanmigtir. Ornegin pik alani dikkate alinarak uygun
kalibrasyon egrisi denklemi kullamimigtir. 0,15-2 ng/mL konsantrasyon igin y=6,3301x denklemi, 2-100 ng/mL
konsantrasyon igin ise y= 5,2274x denkleminden yararlaniimistir. Deney ¢ézeftisindeki BaP konsantrasyonunu
hesaplamak igin asadidaki formil kullanlmigtir.

C; : Deney gdzeltisindeki BaP'in konsantrasyonu, ng/mL
Cg : Standart gdzeltinin konsantrasyonu, ng/ mL

Ay : Deney gbzeltisindeki BaP'in pik alans

As : Standart gdzeltinin pik alan

b) Yagdaki BaP miktarinin hesaplanmasi

G .V
Benzo(a)piren {ng/g) = —m

Yafdaki BaP agadidaki egitlikten hesaplanir.

Cy : Deney ¢dzeltisindeki BaP'in konsantrasyonu (ng/mL})

Vi : Deney gbzeltisinin hacmi, mL

m : Deney ¢ézeltisinin temsil ettigi Srnek miktari, g

Si1zma, riviera zeytinyagian ve prina yaginin grup ortalamalar: arasindaki farkhiliklarin irdelenmesinde
varyans analizi {(one way ANOVA) teknigi, farkl yag gruplannin tespitinde ise DUNCAN testi kullanilmigtir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kalibrasyon

BaP'in HPLC ile analizinde, kalibrasyon araligi 0,15 -2 ng/mL ve 2 — 100 ng/mL olarak belirlenmigtir. Bu
nedenle farkli konsantrasyonlara ait 2 kalibrasyon egrisi gizilmigtir.

Birinci kalibrasyon edrisinin hazirlanmasinda 0,15, 4,25, 0,5, 1, 1,5, 2 ng/mL kensantrasyonlarina egdeger BaP
standart gozeltileri kullaniimig olup, regresyon katsaytsi (R?) 0,9939°dur. ikinci edrinin hazirlanmasinda ise 2,



244 GIDA YIL: 31 SAYI : § EYLUL . EKIM 2006

10, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarma esdeger BaP standart gézeltileri kullanilmig olup, regresyon
katsayisi (R2) 0,9989'dur,

Standart kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasinda konsantrasyona (nrg/mL) kargilik pik alanlan esas alinmugtir.
Standart kalibrasyon egrileri Sekil 3 ve Sekil 4'de veriimigtir.

Kalibrasyon

y =6,3301x
R®=0,9939

£ —e—Seri 1
© ~— Dogrusal (Seri 1)
0 1 2 3
konsantrasyon {hg/mL)
Sekil 3. BaP standart kalibrasyon egrisi (0,15-2 ng/mlL)
Kalibrasyon
y = 5,2274x
2 _
600 R® = 0,9969
500
400
E 200 —e—Seri 1
[ = Dodrusal {Seri 1)
200
100
0
0 50 100 150
kongantrasyon (ng/mL)

Sekil 4. BaP standart kalibrasyon egrisi (2100 ng/mL)

FLO1 A, Exv375, Emad30 25050422 D)
Hom,
3.4+

324

284

26

) T T 1 T
5 © 15 20 25 _niy

Sekil 5. Kullarulan kimyasallarin kontrolii amaciyla elde edilen kromatogram
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Gerl Kazanim

BaP tespit yénteminin performans deneyleri, BaP geri kazamm oranlarinin belirlenmesi yolu ile
gerceklestiriimigtir. Kimyasallardan kaynaklanan bir girigim olup olmadid: ise 6rnek kullanmaksizin hazirlanan
deney ¢dzeltisinin HPLC-FLD analizi ile belirlenmigtir. $ekil 6'te drneksiz gergeklestirilen analiz sonucunda
elde edilen kromatogram verilmigtir. Buna gére BaP analizinde kullanilan kimyasallardan kaynaklanan
herhangi bir girigim olmachig! aniagiimakiadr.

FLD1 A, Ex=375, Em=430 @5040422.0)

Horm,
344

324

284

284

1 T T ¥ ]
1] 5 10 15 2 25 mig

Sekil 6. BaP ilave edibmemis yag drneginin kromatogramt

FLOT A, Exwd75, Emed3) 25050422.0)

Hem.
34+

324

281

20 4

0 5 © 15 2 2 _min

Sekil 7. BaP lave edilmis yag drneginin kromatogranu (0,5 pg/kg)
Yéntemin etkinligini kanitlamak icin yapilan BaP geri kazanimiar 0,0, 0,5, 1 ve 2 pg/kg itave dizeyleri igin ayn
ayr, 6 paraelli olarak belirlenmigtir. Geri kazamim analizlerinde BaP kontaminasyonu oimadid bilinen yagd
6rnedi kullamimigtir.
Sekil 6'da herhangi bir ilave yapilmaksizin analiz edilen yad érnegine ait kromatogram verilmigtir. Sekilden de
gériilecedi gibi BaP’nin ahkonma slresine kargilik gelen noktada girigim yaparak tespiti olumsuz
etkileyebilecek herhangi bir pik gézlenmemistir.
Sekil 7, 8 ve 9'da sirasiyla 0,5 pg/kg, 1 pg/kg ve 2 pg/kg diizeyinde BaP icerecek sekilde standart ilave edilmig
yag drneklerinde geri kazamm denemeleri sonucunda elde edilen kromatogramiar verilmigtir.
Cizelge 1'de zeytinyaglarina uygulanan analiz yéntemi ile elde edilen BaP geri kazanim oranian verilmigtir,
Ortalama geri kazarim orani % 76,08 + 1,49 olarak belirlenmigtir.
Kalinti analiz yéntemlerinin performans:, farkl ilave dilzeylerine kargilik elde edilen geri kazamm oranlari ile
itade edilmektedir. Codex Alimentarius kalinti analizierinde ortalama geri kazanim oraninin %70-120 aralifinda
olmasi gerektigini bildirmigtir. (37, 38) Gizelge 1.'de gérild(gi gibi, bu galt$mada elde edilen analiz yéntemine
ait geri kazanim degerieri, Codex Alimentarius Komisyonu degerleriyle uyumiudur,
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Sekil 9. BaP ilave edilmis yag drneginin kromatogram: (2 pg'kg)

Cizelge 1. Zeytinyaginda BaP geri kazamm orantan

llave diizeyi, pg/kg BaP geri kazantm orani
0,5 77,72+ 1,87
1,0 77,29+ 1,64
2,0 73,25+ 0,98
Ortalama 76,08 + 1,49
n=6

Yéntemde BaP'e ait alikonma s(relerinin tekrar edilebilirlik dizeyleri yiksek bulunmustur (Sekil 10). Farkl
konsantrasyonlardaki 3 standart gézeltiye (0,5 ng/mL, 1 ng/mL ve 2 ng/mb) ait allkonma stirelerinin
ortalamadan sapma oranlar {varyasyon katsayist) % 0,039 olarak hesaplanmigtir. Bu dederler, alikonma
slrelerindeki sapmanin ihmal edilebilir dizeyde oldugunu gostermektedir. Sekil 4.8.'de alikonma siirelerinin
tekrarlanabiliriiginin yaninda, konsantrasyon-FLD sinyali arasindaki iligkinin dogrusal oldugu da agik bir gekilde
gbralmektedir.

Yaglardaki BaP'in HPLC-FLD ile analizinde duyarlilik duzeyi yiiksek bulunmustur. Zeytinyaginda bulunan 0,3
Hg/kg diizeyindeki BaP kalintisi, HPLC-FLD analizi ile net bir sekilde saptanabilmektedir. Tespit edilebilir en
diigiik BaP miktari 0,3 ug/kg olarak belirfenmigtir. Zeytinyad 6rneklerine ait kromatogramlarda girigim yaparak
BaP pikinin tanimlanmasin: engelleyen herhangi bir madde piki gériimemistir.
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Sekil 10. BaP standardimn 3 farkh konsantrasyondaki (0,5 ppb, 1 ppb ve 2 ppb} kromatogramiari.

Yéntemde silika kartug ile kat faz ekstraksiyonu, tek ¢rnek hazirlama basamagi olarak uygulanmig ve elde
edilen veriler saflagtirma diizeyinin uygun oldugunu gdstermigtir. Bu durum, BaP analizinin daha kisa zamanda
ve daha az kimyasal madde kullanilarak yapilabilecegini gbstermistir.

Benzo(a)piren Analiz Sonuglan
Aragtirmada piyasadan temin edilen 20 adet naturel sizma zeytinyag, 20 adet riviera zeytinyadi ve 10 adet
rafine prina yaginda (toplam 50 adet drnekte) BaP miktarlar kalitatif ve kantitatif ofarak belirlenmigtir. Analizi
yapilan drmeklerin BaP miktarian Qize!gé 2'de verilmigtir.

Cizelge 2. Naturel sizma, riviera ve prina yaglarinda BaP miktarlar:, pg/kg

Naturel sizma zeytinyagt Riviera zeytinyagi Prina yag1

1 0,870 0,809 0,460
2 te 0,461 te

3 te 0,340 te

4 te te 58,241
5 te 0,380 48,730
6 te 0,394 15,698
7 0,330 2,465 34,664
8 te 0,383 37,300
9 te 0,324 25,214
10 te te te
11 te fe

12 te te

13 te te

14 0,417 1,691

15 te 0,485

16 te te

17 te 0,418

18 te 0,696

19 te te
20 fe te

te: Tespit edilemedi (< 0,300 pg/kg)
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Gizelge 2'nin incelenmesinden anlagilacadn gibi, analiz edilen 20 adet naturel sizma zeytinyad) érnedinden 3
tanesinde BaP tespit edilmigtir. Diger drnekierde tespit edilebilir dizeyde BaP kalintisina ragflanmamigtir. BaP
saptanan Grnekierin ortalama miktarr 0,539 + 0,167 pg/kg (en az: 0,330 pg/kg, en ¢ok: 0,870 pg/kg)'dir.
Analiz edilen 20 riviera zeytinyad érnedi igin analiz sonuglari incelendiginde, 8 Grnekte tespit edilebilir dizeyde
BaP kalintisina rastlanmazken, 12 émekte 2,465 pg/kg seviyesine kadar BaP bulunmugtur. BaP tespit edilen
rnekierde ortalama miktar 0,737 + 0,192 ug/kg (en az: 0,324 pg/kg, en gok: 2,465 pgrkg)dir.

Prina yaglannin analizinden elde edilen degerlere bakildiinda, hemen hemen tim &rneklerde ylksek
miktarlarda BaP kalintisina rastlanmigtir. BaP tespit edilen 7 érnegin sonuglarina gére ortatama miktar 31,47
+ 7,41 Hg/kg (en az: 0,460 pg/kg, en gok: 58,241 pg/kg) olarak hesaplanmigtir,

Elde edilen analiz sonuglarina gére, naturel sizma zeytinyags, riviera zeytinyad ve prina yadi gruplarnnin
ortalamalart arasindaki farkliliklarin irdelenmesinde varyans analizi (one way ANOQVA) teknigl kullanitnmstir,
Yapilan hesaplamalar sonunda, yag dmeklerinin ortalamalan arasindaki farklarin 8nemii oldugu saptanmghr
(p < 0,01). Farkl ya§ gruplannin tespitinde ise DUNGCAN testi kuliandmigtir, DUNCAN testine ifiskin
hesaplamalar sonunda sadece prina yads ortalamasi ile diger yag Smeklerinin ortalamalart arasindaki farklarin
istatistik olarak &nemli oldugu saptanmistir (p< 0,01). Gizelge 3'te yag 6rmeklerinin DUNCAN test senuglar
gdsteriimistir,

Cizelge 3. Yag orneklerinin BaP miktarlari, pgfkg

n X+8x
‘S1zma zeytinyag 3 0,539+0,167 b
Riviera zeytinyaf 12 0,737+£0,192 b
Prina yagi 7 314721741 a

DUNCAN test sonuglarina gore, ayni sutiindaki farkl: harfler, 6meklerin istatistik olarak birbirinden farkl
clduklarm géstermektedir ( p< 0,01).

DUNCAN test sonuglarina gére, ayni sutiindaki farkll harfler, 8rneklerin istatistik olarak birbirinden farkl
olduklann gdstermektedir { p< 0,01).

Analiz sonuglarina gdre, higbir naturel sizma zeytinyag ormegi Avrupa Yenebilir Yag Ureticileri Ticari Birligi
tarafindan kabul edilen 1 ppb BaP seviyesini agmamustir.

Moret ve ark. (10), yapmis oldugu analizler sonucunda 51 nature! sizma zeytinyagi érnedinden sadece 1'inde
1,210 ppb seviyesinde BaP tespit etmiglerdir (10). Diger 50 ornedin hemen hemen hepsinde 0,3 ppb'nin altinda
BaP bulundugunu bildirmiglerdir. Troche ve ark. {12) naturel sizma zeytinyalarinda 0,78 pg/kg ve 0,34 ug/kg,
riviera zeytinyaglaninda 1,16 pg/kg, 0,48 pgrkg, 0,70 Hg/kg ve <0,32 pg/kg dizeylerinde BaP bulundugunu
bildirmiglerdir. _

Riviera zeytinyadl sonuglan incelendiginde, 2 6mekte 1 ppb’nin Ustiinde BaP tespit edilmig, geneide BaP
miktari 0,3 pg/kg ile 0,5 pg/kg seviyeleri arasinda bulunmusgtur. Naturel sizma zeytinyadr ve riviera zeytinyag
orneklerinin ortalama BaP miktari 1 ppb'nin altindadr.

Bir galigmada analiz edilen 5 adet riviera zeytinyaginda ise 0,460-1,335 ppb arasinda BaP tespil edilmigtir.
Riviera zeytinyaglarinin BaP miktari, nature! sizma zeytinyaglanndan daha fazla bulunmustur. Bu duruma,
rafinasyon basamaklarinda kullandan ¢éziciiniin kentamine olmasinin neden olabilecegi bildirilmigtir {(10}.
Analiz edilen prina yag Orneklerinde 2 ppb seviyesinin gok Uzerinde (ortalama 31,47 pg/kg) BaP tespit
edilmigtir. Uluslararasi Zeytinyag Konseyi, prina yaglarinda en gok bulunabilecek BaP miktanni 2 pgrkg olarak
belirtmigtir (19).

Prina yaglarindaki BaP miktarlarinin daha yiiksek olmasi, Oretim sirasindaki birkag faktdrden kaynaklanmig
olabilir. Prinanin kurutulmasi agamasinda ve g¢dzlicii ugurulmasi sirasinda yiksek sicakitk uygulanmast veya



Z.BALOGLU - A. BAYRAK 249

prinadan yagin ekstraksiyonu sirasinda &nceden kontamine olmug g¢ézicinin kullanimas) muhtemet
nedenlerden sayilabilir. Ozellikle prinaya uygulanan kurutma igleminin BaP kontaminasyonuna neden oldugu
bildirilmektedir {186).

Prina yagdlarinda bulunan BaP seviyesinin naturet sizma ve riviera zeytinyaglarindan yliksek olmasi beklenen
bir durumdur. Fakat elde edilen seviyeler gok yiiksek diizeydedir. Agartma topradt kullaniminin BaP miktarini
gerekli limitlere diigiirmek igin yeterli olmadidi gézlenmigtir. Bu ylizden yaglardaki PAH'lanin baslangig miktan
da dikkate alinarak renk agma agamasinda mutlaka aktif karbon kullantimalidir.

Modern siirekli sistemlerden elde edilen prina, kiasik sistemlerden gelen prinaya oranla daha ¢ok nem ve daha
az yag igerdiginden dolay, prina kekini kurutmak amaciyla uygulanan sicaklik daha yliksektir. Bu durum daha
fazla PAH kontaminasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenie, prina yaglarindaki PAH kontaminasyonunu
dnlemenin yolu, kurutma sicakhifimin diigiiriilmesi ve zeytin kalintisina uygulanan 1sitma iglemi sirasindaki
yakit dumaninin énlenmesidir {16, 17, 18).

Bu galigma sonucunda, 3 naturel sizma zeytinyagd ve 12 riviera zeytinyaginda BaP bulunmugtur. Geleneksel
veya modern yénternlerde sofjuk pres kullanarak zeytinyad elde edilmesinin PAH olugumuna neden olmadig
ifade edilmigtir (17, 32). Halbuki aragtirilan yadlardan riviera zeytinyaglarinda daha fazla sayida érnekte BaP'e
rastlanmigtir. Bu durum, pahalt zeytinyagint seyreltmek amaciyla, rafine prina yagd: veya kontamine rafine
zeytinyadinin kullaniimasindan kaynaklanmig olabilir,

Speer ve ark. (29) cesith bitkisel yaglann PAH miktarlanni aragtirmig, zeytinyad drneklerinin afir PAH
bakimindan diger bitkisel yaglarla benzer kontaminasyonlar géstermesine ragmen, hafif PAH miktariarinin
daha fazla oldufunu tespit etmig ve bu sonucu naturel zeytinyaglanna PAH miktanim azaltan rafinasyon
igleminin uygulanmamasi ile agiklamigtir. Ayni aragtinciiar 7 adet riviera zeytinyad: 6rneginde ortalama 0,7
pokg (0,2-1,2) BaP bulmuglardir. Bu galismadan elde ettigimiz bulgular, Speer ve ark.(28)'in bulgulan e
{riviera zeytinyadi sonuglanmiz) paralelik géstermektedir.

Pupin ve Toledo (11), Brezilya marketlerinden aldiklan zeytinyadi drneklerinde gok yiiksek miktarlarda BaP
tespit etmigtir. Avrupa'dan paketli ithal edilen 7 zeytinyaginda ortalama 0,6 ppb, Avrupa'dan ithal edilip
Brezilya'da paketlenen érneklerde 0,9 ppb ile 9,7 ppb arasinda BaP bulmuglardir. Arjantin'den ithal edilen
armeklerde ise 164,4 ppb gibi gok yiiksek rakamlara kadar BaP bildirmiglerdir. Bizim buldujumuz BaP sonuglari
Avrupa'dan paketli ithal edilen yag émeklerinin sonuglar: ile benzerlik gbstermektedir. Fakat Arjantin’den ithal
edilen yad drnekleri kadar yiiksek kontaminasyon olmadi§ sonuglardan anlagiimaktadir.

Barranco ve ark. (31), 15 zeytinyagi ve 14 prina yadinda yapmig oldugu PAH analiz sonuglanna gdre,
zeytinyaginda 0,5 ppb, prina yadinda 67 ppb ve 2,6 ppb BaP tespit etmigtir (31). Ispanyada prina yagtan igin
en gok 2 ppb BaP sinin getirilmigtir. Sinir belirenmeden dnce analiz yapilan prina yaglarinda 67 ppb BaP tespit
edilirken, limit getirildikten sonra marketten alinarak analiz edilen prina yaglarinda 2,6 ppb BaP’e rastianmigtir.
Biylece yasal bir limit belirfemenin PAH miktarini en aza indirmek igin faydalr oldugu goriimastdr.

PAH'larla ilgili en dnemli konulardan birisi, gidalarda bulunmasina izin verilebilecek en yiksek miktarinin
belirsizligidir. BaP gibi diier PAH'lar igin de yasal bir limit getiriimesinin faydall olacag digiiniimektedir,

SONUCG

Sizma ve riviera zeytinyaglan ile rafine prina yaglanndaki BaP miktarlannin kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmesi amaciyla yapilan calismada, 20 adet sizma, 20 adet riviera zeytinyad! ve 10 adet prina yad analiz
edilmigtir.

Analiz edilen naturel sizma zeytinyaf)l érnekierinden 3 tanesinde BaP tespit edilmistir. BaP saptanan
drneklerde ortalama miktar 0,532 £ 0,167 pgikg (en az: 0,330 ug/kg, en gok: 0,870 pg/kg) bulunmusgtur.
Riviera zeytinyadlarinda 8 drnekte tespit edilebilir ditzeyde BaP kalintisina rastlanmazken, 12 drnekte 2,465
ug/kg seviyesine kadar BaP bulunmugtur. BaP tespit edilen rneklerde, ortalama miktar 0,737 + 0,192ugfkg
{en az: 0,324 ug/kg, en gok: 2,465 ug/kg)'dir.
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BaP tespit edilen 7 prina yad! érnegi sonuglarina gére ortalama BaP miktari 31,47 £ 7,41 pg/kg (en az: 0,460
Hg/kg, en ¢ok: 58,24 pg/kg) bulunmusgtur,

Prina yagi érneklerindeki BaP miktarinin daha fazla olmas, prinanin kurutuimasi agamasinda ve gbziici
uguruimasi sirasinda yitksek sicaklik uygulanmasi veya prinadan yafin ekstraksiyonu sirasinda énceden
kontamine olmug ¢ézicinin kullaniimast olabilir. Ozelikie prinaya uygulanan kurutma igleminin BaP
kontaminasyonundan sorumlu oldugu diigtinilmektedir. .

Riviera zeytinya@ érneklerindeki ortalama BaP miktan, naturel sizma zeytinyag drmeklerinden biraz daha fazla
tespit edilmigtir. Bunun sebebi, ucuz olan prina yagi ile pahal zeytinyadini seyreltmek veya kontamine rafine
zeytinya@iren kuitanimas olabilir.

Naturel sizma, riviera zeytinyagi ve prina yag drneklerinin ortalamalan arasindaki farkdiklarm irdelenmesinde
varyans analizi (one way ANOVA) teknigi kuliamimigtir. Yapilan hesaplamalar sonunda yagd érneklerinin
ortalamalan arasindaki farklarin énemii oldugu saptanmigtir {(p< 0,01). Farkh yag gruplaninin tespitinde ise
DUNCAN testi kullamilmigtir. DUNCAN testi sonunda sadece prina yad ortalamasi ile diger yag érneklerinin
ortalamalari arasindaki farkin istatistik olarak énemli oldugu saptanmigtir (p< 0,01). Yéntemin ortalama geri
kazanim oram % 76,08 + 1,49, en diigiik tespit limiti 0,3 ug/kg'dir. Uygulanan bu yéntemin rutin analizler igin
uygulanabilecedi anlagiimigtir.
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