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LC-MS/MS KULLANILARAK OPTIMIZE EDIiLEN METOT iLE iNEK
SUTUNUN AMINO ASIT KOMPOSIiZYONUNUN BELIRLENMESI

OZET

Hayvansal kaynakli proteinlerin biyoyararlilig1 yiiksektir. Siit insan beslenmesinde
vazgecilmez olan ve biyoyararlilig1 yliksek proteinler iceren hayvansal kaynakli bir
gidadir.  Siitlin  amino asit bilesiminin belirlenmesi, siitin besin degerini
etkileyebilecek peptitlerin ve proteinlerin kalitatif degerlendirmesi i¢in ¢ok dnemlidir.
Gidalarin amino asit profillerinin belirlenmesinde HPLC metodu yaygin olarak
kullanilsa da, son zamanlarda amino asitlerin tirevlendirme olmadan analiz
edilebilmesine olanak saglamasindan dolayt LC-MS/MS metodu 0n plana
¢ikmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, hidroliz sonras1 LC-MS/MS ile tiirevlendirme
olmaksizin siitteki amino asitlerin tayini i¢in bir metot optimize etmek ve optimize
edilen bu metot ile Tiirkiye’de yetistirilen bes sigir irkindan (Siyah Alaca, Simental,
Esmer, Yerli Kara ve Boz Irk) elde edilen siitlerin amino asit profillerini aragtirmaktir.
Siit orneklerine asidik hidrolizin yani sira alkali hidroliz de uygulanmis ve triptofan
icerikleri de calismanin sonuglarina dahil edilmistir. Sonug olarak siitlerde lisin,
histidin, sistin, aspartik asit, treonin, alanin, glutamik asit, prolin, valin, izoldsin,
tirozin, 16sin, fenilalanin, metiyonin, glisin, serin, arjinin ve triptofan olmak iizere
toplam 18 adet amino asidin komposiyonunun belirlenmesi gerceklestirilmistir. Daha
once inek siitlerinde yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak, LC-MS/MS kullanilarak
optimize edilen metot ile yapilan bu ¢aligmada da inek siitlerinde en bol bulunan amino
asit glutamik asit, en bol bulunan esansiyel amino asit 19sin, en az miktarda bulunan
esansiyel amino asit ise triptofan olarak bulunmustur. Farkli irklardan elde edilen inek
stitlerinin lisin, histidin, sistin, aspartik asit, treonin, alanin, glutamik asit, prolin, valin,
1zolosin, tirozin, 16sin, fenilalanin, metiyonin ve triptofan konsantrasyonlar1 i¢in
onemli farkliliklar (P<0,05) gozlenirken, glisin, serin, arjinin konsantrasyonlar
acisindan 6nemli bir fark olmadigr gortilmistiir (P>0,05). Farkli irklarin siitlerinin
amino asit kompozisyonu karsilastirildiginda, yerli irk olan Boz Irk ve kiiltiir irk1 Siyah
Alaca siitlerinde toplam esansiyel amino asitlerin toplam amino asitlere oraninin
calisilan diger irklarin siitlerine gore daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Yine iki irkin
stitlerinin lisin, valin, izolosin, 16sin, treonin, fenilalanin, triptofan, histidin, glisin,
sistin, serin, arjinin, aspartik asit, alanin, glutamik asit, prolin ve tirozin
konsantrasyonlarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gortilmiistiir (P>0,05).

Siit 6rneklerinin amino asit komposizyonunun yani sira kimyasal komposizyonunun
da incelendigi ¢aligmada, Boz Irk siitiiniin yiliksek protein igerigi ile diger irklarin
siitlerinden 6nemli oOl¢iide farkli oldugu, yag iceriginin ise en diisiik oldugu
goriilmiistiir. Laktoz icerigi acisindan degerlendirildiginde ise Boz Irk ve Yerli Kara
stitlerinin diger irklardan istatiksel olarak 6nemli oranda (P <0,05) yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Simental 1rki siitiiniin ise ¢alisilan irklarin siitleri arasinda en yiiksek
yag icerigine sahip oldugu belirlenmistir.

Calismada 1s1l islemin siitler iizerinde etkisini degerlendirmek amaciyla tez
kapsaminda caligilan bes sigir irkindan elde edilen siitlere, ayn1 normlarda ev tipi
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kaynatma ve pastorizasyon islemi uygulanmais ve siitlerde 1s1l islem dncesi ve sonrasi
hidroksimetilfurfural (HMF), lisin ve renk analizleri degerlendirilmistir. Siite
uygulanan 1s1l iglem siddetinin ve kalitenin belirlenmesinde kullanilan ve Maillard
reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan en bilinen ve en yaygin ara iiriinlerden biri olan
HMF’yi tespit etmek amaciyla yiiksek hassasiyet ve segicilige sahip LC-MS/MS’te bir
yontem gelistirilmis ve valide edilmistir.

Analizler sonucunda pastorize edilen orneklerde Ol¢lim limitinin altinda HMF
olustugu gozlenirken kaynatilan siit Orneklerinde ise 7,14+0,89-9,39+3,35 pg/kg
araliginda HMF olustugu gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: siit, amino asit, irk, LC-MS/MS, HMF, lisin
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DETERMINATION OF AMINO ACID COMPOSITION OF COW MILK BY
OPTIMIZED METHOD USING LC-MS/MS

SUMMARY

The bioavailability of proteins of animal origin is high. Milk is an animal originated
food that is indispensable in human nutrition. Determination of the amino acid
composition of milk is very important for the qualitative evaluation of peptides and
proteins that may affect the nutritional value of milk. Although the HPLC method is
widely used in the determination of the amino acid profiles of foods, the LC-MS/MS
method has recently come to the fore because it allows the analysis of amino acids
without derivatization. The aim of this study was to optimize a method for the
determination of amino acids in milk without derivatization by LC-MS/MS after
hydrolysis and to investigate the amino acid profiles of milk obtained from five cattle
breeds (Holstein, Simmental, Brown Swiss, Anatolian Black and Turkish Grey) by
using the optimized method. In addition to acidic hydrolysis, alkaline hydrolysis was
also applied to milk samples and tryptophan contents were also included in the results
of the study. As a result, the composition of 18 amino acids in milk, including lysine,
histidine, cystine, aspartic acid, threonine, alanine, glutamic acid, proline, valine,
isoleucine, tyrosine, leucine, phenylalanine, methionine, glycine, serine, arginine and
tryptophan determination was carried out. Consistent with previous studies in cow
milk, in this study conducted with the optimized method using LC-MS/MS, the most
abundant amino acid was glutamic acid, the most abundant essential amino acid
leucine and the least abundant essential amino acid was tryptophan in cow milk. While
significant differences (P<0.05) were observed for lysine, histidine, cystine, aspartic
acid, threonine, alanine, glutamic acid, proline, valine, isoleucine, tyrosine, leucine,
phenylalanine, methionine and tryptophan concentrations of cow's milk obtained from
different breeds, there was no significant difference in glycine, serine and arginine
concentrations (P>0.05). When the amino acid composition of the milks of different
breeds was compared, it was seen that the ratio of total essential amino acids to total
amino acids in the milk of the domestic breed Turkish Grey and the culture breed
Holstein was higher than the milk of the other studied breeds. There was no significant
difference in the concentrations of lysine, valine, isoleucine, leucine, threonine,
phenylalanine, tryptophan, histidine, glycine, cystine, serine, arginine, aspartic acid,
alanine, glutamic acid, proline and tyrosine in the milks of the two breeds (P>0.05).

In the study, the chemical composition of the milk samples were examined as well as
the amino acid composition. It was observed that the milk of the Turkish Grey was
significantly different from the milk of other breeds with its high protein content, while
the fat content was the lowest. In terms of lactose content, it was determined that milk
of Turkish Grey and Anatolian Black were statistically significantly higher (P <0.05)
than the other breeds. It was determined that the milk of Simmental breed had the
highest fat content among the milks of the studied breeds.
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In the study, in order to evaluate the effect of heat treatment on milk, domestic boiling
and pasteurization processes were applied to the milk obtained from five cattle breeds
within the scope of the thesis, and HMF, lysine and color analyzes were evaluated
before and after heat treatment in milk. HMF is one of the most well-known and most
common intermediate marker, which is used to determine the severity and quality of
heat treatment applied to milk and is produced as a result of the Maillard reaction. An
easy, practical and inexpensive method in LC-MS/MS with high sensitivity and
selectivity to detect HMF has been developed and validated.

As a result of the analysis, it was observed that HMF was formed below the limit of
quantification in pasteurized samples, while HMF was formed in the range of
7.144+0.89-9.39+£3.35 pg/kg in boiled milk samples.

Keywords: milk, amino acid, breed, LC-MS/MS, HMF, lysine
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde zorunlu olarak tiiketilmesi gereken gidalar arasinda olan siitiin
biyolojik yarari, yapisinda yer alan maddelerden kaynaklanmaktadir. Bu maddelerden
birisi biyolojik degeri yiiksek yapi taglari olan amino asitlerdir. Proteinlerin
bilesiminde bulunan amino asitler protein kalitesini ve biyolojik degerini
belirlemektedir. Amino asitler, biyolojik anlamda esansiyel ve esansiyel olmayan
amino asitler olarak iki gruba ayrilmaktadir. Esansiyel amino asitler viicudun
sentezleyemedigi gidalarla disaridan alinmasi zorunlu olan amino asitlerdir. Bu grupta
yer alan amino asitler ayn1 zamanda diger amino asitlerin sentezlenmesinde gorev
almaktadir ve bu amino asitlerin degerine gore proteinler “biyolojik degeri yiiksek™ ya

da “biyolojik degersiz” olarak degerlendirilmektedir (Kavas ve Kinik 2005).

Hayvansal kaynakli proteinler, biyoyararlilig: yiiksek protein kaynaklar1 sinifinda yer
almaktadirlar. Esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitleri dengeli bir bigimde
iceren siit beslenmede en onemli besinlerdendir. Siit proteinleri, insan amino asit
gereksinimleri, sindirilebilirligi ve biyoyararlanimi dikkate alinarak yiiksek kaliteli
proteinler olarak siniflandirilmaktadir ve esansiyel amino asit skoru ve protein
sindirilebilirligi diizeltilmis amino asit skoru dikkate alinarak genellikle en iyi protein

kaynag1 olarak kabul edilmektedir (Pereira, 2014).

Diinyada ve Tiirkiye’de siit liretimi igerisinde en dnemli payi inek siitii almaktadir ve
inek siitli, kolay ulasilabilir olmas1 nedeniyle en ¢ok tiiketilen siit c¢esitidir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore Tiirkiye'de 2019 yilinda siit iiretiminin
yaklasik 23 milyon ton civarinda oldugu ve bu miktarin %90,5'ini inek siitiiniin
olusturdugu bildirilmistir. Tiirkiye'de sadece 1.5 milyonu yerli olmak {izere 17 milyon

biiyiikbas hayvan bulunmaktadir (TUIK, 2020).

Tiirkiye’de yetistirilen kiiltiir irk1 sigirlarin 6nemli bir boliimiini siit¢ii 6zelligi ile 6n
plana ¢ikan Siyah Alaca 1rki olusturmaktadir. Siyah Alaca irkin1 Simental, Esmer ve

Jersey 1rklar takip etmektedir.



Yerli Kara, Boz Irk, Giliney Anadolu Kirmizisi ve Dogu Anadolu Kirmizi ise
iilkemizde bulunan énemli yerli wrklardir (TUIK 2020). Tiim diinyada oldugu gibi
Tirkiye’de de yerli irklarin popiilasyonu oldukg¢a azalmistir. Genetik kaynaklarin

korunmasi adina Tiirk yerli sigir irklar1 koruma altina alinmastir.

Siit kompozisyonunun kalitim derecesinin olduk¢a yiiksek oldugu bilinmektedir.
Farkli 1irklardaki sigirlarin siitlerinin protein, yag, kuru madde vb. yoOniinden
karsilastirildigi ve bunun kalitim ile iliskilendirildigi pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Bu ¢alismalarin sonucuna gore siitiin protein miktarinin farkli hayvan tiirlerinden ve
rklarindan elde edilen siitlerde farklilik gosterdigi bilinmektedir. Farkli tiirlerden elde
edilen siitlerin protein konsatrasyonlariyla ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olsa da
toplam amino asit (proteine bagli ve serbest) kompozisyonu hakkinda ¢ok az sayida

sistematik c¢alisma vardir (Sabhelkheir ve dig, 2012).

Ayni tliriin farkli rklarindan elde edilen siitlerin amino asit kompozisyonunun
karsilastirildigi calisma sayist ise olduk¢a smirhidir. Tiirkiye'de farkli kegi siitii
tiirlerinin amino asit komposizyonu ¢alisilmistir (Giinay ve dig, 2021), ancak farkl
inek siitlerinin amino asit profilleri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Yerli Kara

ve Boz Irk’in amino asit profilleri ile ilgili bir veriye ise rastlanilmamustir.

Bu calismada, LC-MS/MS (s1v1 kromatografisi- kiitle spektrometresi) tekniginin
amino asitlerin tiirevlendirme olmadan analizine imkan vermesi avantaji kullanilarak
siitte amino asitlerin analizi i¢in bir metot olusturulmasi ve olusturulan metot ile
Tiirkiye’de yetistirilen kiiltlir irki sigirlardan Siyah Alaca, Simental, Esmer ve yerli
irklardan Yerli Kara ve Boz Irk siitlerinde bulunan amino asitlerin kompozisyonunun
belirlenmesi ve esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler yoOniinden
karsilastirilmast amaglanmistir. Calismada siit 6rneklerine asidik hidrolizin yan1 sira
bazik hidroliz de uygulanarak, lisin, histidin, sistin, aspartik asit, treonin, alanin,
glutamik asit, prolin, valin, izoldsin, tirozin, 16sin, fenilalanin, metiyonin, glisin, serin,
arjinin ve triptofan olmak iizere toplam 18 adet amino asidin kompozisyonunun
incelenmesi gerceklestirilmistir. Alinan siit 6rneklerinin kimyasal bilesen analizleri de

gerceklestirilerek calisma sonuglarinda degerlendirilmistir.

Siite uygulanan 1s1l islem sonucu amino asitler ve karbonhidratlarin tepkimeye
girmesiyle olusan Maillard reaksiyonlari lisin amino asidi kaybina neden olmaktadir.

Siitlerde Maillard reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan ara iirlinlerden biri olan



hidroksimetilfurfural (HMF) siitlere uygulanan 1sil islem siddetinin ve kalitenin
belirlenmesinde kullanilan en yaygin belirte¢lerden biridir ve lisin kaybi ile iligkili

oldugu bilinmektedir.

Calismada 1s1l islemin siitler iizerinde etkisini degerlendirmek amaciyla tez
kapsaminda caligilan bes sigir irkindan elde edilen siitlere, ayn1 normlarda ev tipi
kaynatma ve pastorizasyon islemi uygulanmis ve siitlerde 1s1l islem 6ncesi ve sonrasi
HMF, lisin ve renk analizleri gerceklestirilmistir. Orneklerde HMF analizleri, LC-
MS/MS cihazinda yapilmistir. Siitlerde HMF’yi1 tespit etmek amaciyla yiiksek
hassasiyet ve secicilige sahip LC-MS/MS kullanilarak kolay, pratik ve ucuz bir yontem

gelistirilmis ve valide edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Sit

Siit, disi memeli hayvanlarin yeni dogmus yavrularini beslemek amaciyla hayvan
tiirline gore farkl siirelerde siit bezlerinden salgilanan, igerisinde yavrunun almasi
gereken biitiin besin maddelerini igeren, porselen beyazi rengi, kendine has tat ve

kokusu olan bir sividir (Metin, 1999).

Siitiin tarihi, insanlarin yerlesik bir yasam bigimine gegmeye basladig1 Neolitik Cag'da
baslamistir. Tarimsal gelismeyle birlikte etlerine, kiirklerine ve siitlerine siirekli erigim
amaciyla hayvanlar (kegi, inek ve koyun) evcillestirmeye yonelik ilk girisimler
yaklagik olarak 11.000 yil 6nce Ortadogu'da baslamis ve sonrasinda da siit yilizyillar
boyunca besi hayvanlarinin yetistirildigi her yerde arzu edilen ve degerli oldugu kabul

edilen bir besin kaynagi haline gelmistir (Bartowska ve dig, 2011).

Siit ¢ok sayida besin maddesi icerir ve igerdigi besin 6geleri organizma tarafindan
kolay alinabilecek ve sindirilebilecek 6zelliktedir. Kalsiyum, fosfor, riboflavin, amino
asitler, yag asitleri ve bir ¢cok mineral madde ve vitamin gibi diger 6nemli besleyici
degere sahip bilesenleri 6nemli oranda iceren siit temel gida maddesi olarak kabul

edilmektedir (Metin, 1999).

Siit, bitkisel protein esash diyetlerde eksik olmasi muhtemel olan esansiyel amino
asitleri yiiksek oranda igermesi nedeniyle tiim insanlar i¢in diyetin onemli bir
bilesenidir (Layman, 2003; Etzel, 2004). Siit, demir a¢isindan fakirdir, C vitamini
diisiiktiir, antibesinsel faktorler icermez ancak diyet lifi acisindan yoksundur (Walstra

ve dig, 2005).

Siit, insan beslenmesi i¢in gerekli oldugu bilinen hemen hemen tiim farkli maddeleri
iceren tek gida maddesi olarak kabul edilmektedir. Siit ve siit iiriinlerinin kemik ve dis
sagliginin korunmasi ilizerinde 6nemli etkileri, osteoporoz, major kardiyovaskiiler
hastalik risk faktorleri, hipertansiyon, tip 2 diyabet, metabolik sendromlar ve ayrica
bazi kanserleri dnleyici etkisi hususunda olumlu etkileri rapor edilmistir (Davoodi ve

dig, 2013).



Siit ve siit iirlinlerinin obeziteye katkida bulunmadigi ve kilo yonetimi konusunda

faydal1 bir role sahip oldugu bilinmektedir (Miller ve dig, 2000).

Siit proteinin kii¢iik ¢ocuklarda kemik uzamasi ve kemik kiitlesi artis1 i¢in gerekli
insulin benzeri biiyiime faktorlerini uyardigi ve bodurluk riskini azalttig
bilinmektedir. Ergenlik doneminde diistik siit tiiketiminin, kalsiyum, magnezyum, iyot
ve diger onemli besinlerin yetersiz alimina neden olabilecegi bildirilmistir (Givens,
2020). Grenov ve dig. (2020) ytiksek siit aliminin diyet ¢esitliligini sinirlayabilecegini
ve demir eksikligine neden olabilecegini, bu nedenle kiiciik ¢cocuklarda siit aliminin

500 mL/giin'i gegmemesi gerektigini belirtmislerdir.

Esansiyel (izol6sin, 16sin, lisin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan, valin) ve
esansiyel olmayan (histidin, arjinine, alanin, aspartik asit, sistin, glutamik asit, glisin,
prolin, serin, tirozin) amino asitlerin dengeli olarak siitte bulundugu bildirilmektedir

(Miller ve dig, 2000; Tripaldi ve dig, 1998; Frau ve dig, 1997).

2.1.1 Siitiin bilesimini etkileyen faktorler

Icerdigi besin 6geleriyle beslenmenin vazgecilmez bir pargasi olan siitiin bilesimine
etki eden pek ¢ok faktor bulunmaktadir. Farkl tlirlerden elde edilen siitlerin bilesimi
oldukea farklilik gosterir. Elde edildigi hayvan tiiriine gore siit bilesiminde %11-38
araliginda kuru madde, %1,9-22,0 araliginda yag, %2,0 -10,5 araliginda protein, %1,8-
6,7 araliginda laktoz, %0,5-1,7 arasinda mineral madde bulunmaktadir (ch;iincii,
2004). Kegci, koyun, inek ve insan siitlinlin baz1 bilesenler agisindan ortalama degerleri

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 : Farkli siitlerin ortalama kompozisyonlari (Pereira, 2014).

Keci Koyun Inek Insan
Yag (%) 3.8 7.9 3,6 4,0
Laktoz (%) 4,1 4,9 4,7 6.9
Protein 34 6,2 3,2 1,2
Enerji (kcal/100mL) 70 105 69 68
Kalsiyum mg/100 g 134 193 122 33
Fosfor mg/100 g 121 158 119 43
Vitamin A (IU) 185 146 126 190
Vitamin D (IU) 2,3 0,18 2,0 1,4




Elde edildigi tiir disinda da siit bilesiminin rasyon, mevsim, irk, genetik, laktasyon
asamasi gibi pek c¢ok parametreden etkilendigi rapor edilmistir (Schwendel ve dig,

2015; Teter ve dig, 2020).

Siitiin protein konsantrasyonunun ve kompozisyonunun beslenme ydnetimindeki
degisikliklerden ¢ok daha az etkilendigi (Walker ve dig, 2004), sigirin genetigi,
laktasyon asamasi ve irkinin siit i¢indeki protein konsantrasyonunu énemli dlgiide

etkiledigi (Maurice- Van Eijndhoven ve dig, 2011) bildirilmistir.

Laktasyon doneminin siit bilesiminde ©nemli derecelerde varyasyon yarattigi
belirlenmistir (Semjan ve Kazimir,1984; Yadav ve Sharma, 1984; Sharaby, 1988;
Yadav dig, 1991; Patel ve dig, 1991; Sekerden ve Kuran, 1992; Sekerden, 2002).

Organik ve konvansiyonel siitiin karsilastirildigi bir ¢aligmada organik siitte Ca
seviyesi daha yliksek bulunmus, iki siitiin protein oraninda ise bir fark olmadigi
goriilmustiir. Aym1 ¢alismada farkli aylarda alinan numunelerin protein miktarlar
arasinda kii¢lik farkliliklar bulunmus, bunun da laktasyon asamasindaki farkliliktan

olabilecegi belirtilmistir (Cubon ve dig, 2008).

Yine Dunkley ve dig. (1977) tarafindan yapilan bir ¢alismanin sonucunda {i¢ farkl
oranda i¢ yagi ile beslemenin hayvanlarin siitlerinin yag asiti kompozisyonunda
degisiklige sebep olurken amino asit kompozisyonunda herhangi bir degisiklige sebep

olmadig bildirilmistir.

Waldner ve dig. (2001) tarafindan siitiin protein miktarinin farkli hayvan tiirlerinden
elde edilen siitlerde farklilik gosterdigi ve siit kompozisyonunun kalitim derecesinin

oldukgca yiiksek olup, 0,50 dolayinda oldugu bildirilmistir.

Schroeder (2012) siit yag ve protein varyasyonunun yaklasik %55’inin genetik
yapidan, %45’inin ise diger faktorlerden kaynaklandigini ifade etmistir. Ozek (2015)
ise gevre sartlari ne kadar iyilestirilirse iyilestirilsin irkin genetik yapisinda kodlanmis
siit yag ve protein miktarindan daha fazla yag ve protein elde etmenin miimkiin

olmadigini belirtmistir.

Gabriella ve Virginia (2007) siit si@irlarinda rasyon proteinin siit proteinine doniisiim
etkinliginin %25-30 gibi diisiik bir oranda oldugunu bildirmistir. Ozek (2015) siit

sigirlarinin rasyon nitrojeninin 6nemli bir kismim1 viicut fonksiyonlarmin yerine



getirilmesinde kullandigmmi ve bu durumun siit protein igeriinin besleme

maniplilasyonlariyla degistirilmesini zorlastirdigini ifade etmistir.

2.1.2 Farkh siit sigir irklar

Siit tiretiminde en 6nemli tiir sigirdir. Ancak diinyada siit amagh yetistirilen farkli tiirde
hayvanlarin sayist olduk¢a ¢oktur. Diinyanin farkli bolgelerinde, siit tiretmek amaciyla
o bolgeye 6zgii belirli tiirler yetistirilmektedir. Diinyanin bircok bolgesinde manda
stitii siklikla kullanilmaktadir. Deve siitii, Kenya, Somali, Etiyopya ve Pakistan gibi
cesitli iilkelerde yaygin olarak tiiketilmektedir. Latin Amerika, devegiller ve lamalar
dahil, ¢ok cesitli gevis getiren hayvanlara sahiptir. Geyik siitii Rusya ve Isveg'te
popiilerdir, Mogolistan'da ise at siitli yaygin olarak tiiketilirken, Tibet'te yak siitii
kullanilmaktadir. Cok sayida siit amacl yetistirilen hayvan tiirii olsa da gilinlimiizde
kiiresel siit liretimine siit s1gir1, manda, keci, koyun ve deve olmak {izere bes hayvan
tirii hakimdir ve ilk siray1 agik ara fark ile siit sigir1 almaktadir (Bartowska ve dig,

2011).

Kokeni Hollanda, Almanya ve Danimarka’nin Kuzey Denizi kiyilarindaki ovalik
kesimlerde yetistirilen sigirlara dayanan Siyah Alaca (Holstein, Holstein Friesian) irki
diinyanin en yaygin sigir irkidir. Once Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde
baslatilan, Ozellikle 1950°1i yillardan itibaren daha sistemli hale getirilen 1slah
programlariyla birlikte Siyah Alaca irkinin, basta siit olmak iizere, birgok verimi diger
sigir wrklarinin rekabet edemeyecegi seviyelere yiikseltilmistir (Kumlu ve Akman,

1999).

Ancak hastaliklara kars1 dayaniksiz olmasi, dol tutma sorununun fazla ve siirii dmiir
stiresinin nispeten daha kisa olmasi nedeniyle Siyah Alaca irkina alternatif olarak
ismini bati Isvigre'nin Bernese Oberland'inda Simme Irmag vadisinden alan gok yonlii
sigir 1rk1 Simental 1rki goriilmiistiir. Simental irkinin adaptasyon yeteneginin yiiksek
olmasi diinya genelinde s1g1r pazarlarinda 6nemli bir etkiye sahip olmasini saglamstir.
Besideki performansinin goreceli olarak yiiksek olusu gibi gerekgelerle iireticilerin
Simental 1rkina ilgisi artmig ve basta Avusturya ve Almanya’dan olmak iizere damizlik
materyal olarak Tiirkiye'ye onemli miktarlarda Simental 1rki sigir girmeye baglamistir

(Atakan, 2016).

Esmer 1rk sigirlar ise cesitli iklim sartlarina uyum yetenekleri yiiksek olan, degisik

bakim ve besleme sartlarinda basariyla yetistirilebilen ve diger kiiltiir irk1 sigirlara gore



gii¢ sartlara daha dayanikli olan bir wrktir. Ik olarak 1925 yilinda Avusturya’dan
Tiirkiye’ye getirilmis ve Tirkiye sartlarinda basarili olmasi nedeni ile daha sonraki

yillarda degisik Avrupa iilkelerinden ithali yapilmistir (Aktas ve Bakir 2011).

Tirkiye’de yetistirilen kiiltlir irk1 sigirlarin da 6nemli bir bolimiinii siit¢ii 6zelligi ile
On plana ¢ikan Siyah Alaca irki olusturmaktadir. Siyah Alaca irkin1 Simental, Esmer
ve Jersey irklar takip etmektedir. Yerli Kara, Boz Irk, Gliney Anadolu Kirmizisi ve

Dogu Anadolu Kirmizi ise iilkemizdeki énemli yerli irklardir (TUIK 2020).

Yerli Kara ve Boz Irk, Tirkiye'de sinirli alanlarda kiigiik ciftciler tarafindan yetistirilen
yerli wrklardir. Yerli Kara, 6zellikle I¢ Anadolu'da yetistirilen uzun ve dar basl,
adindan da anlasilacagi gibi genellikle siyah olan bir irktir. Lalahan’da Ulusalararasi
Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi’nde bir Yerli Kara 1rki siiriisii koruma
altinda tutulmaktadir. Boz Irk’in Bulgar Boz Irk’indan geldigi diisiiniilmektedir. Step
ve Plevne olarak da anilir. Glineydogu Avrupa’da yaygin olan Boz Irk grubunun bir
cesididir. Trakya ve Giiney Marmara bolgelerinde yetistirilmektedir. Bu yerli irklarin
her ikisi de ¢ift amacl et ve siit hayvanidir, zorlu ¢evre kosullarina iyi uyum saglar,
esas olarak diisiik kaliteli otlatmaya dayanir, ¢ok az veteriner bakimina ihtiya¢ duyar
ve hala geleneksel olarak yetistirilmektedir (Y1lmaz ve dig, 2012; Demir ve Balcioglu,

2019; Unal ve dig, 2019).

Yerli Kara, karasal iklim bdlgelerinde, ilkel barindirma, besleme ve bakim
kosullarinda yetistirilebilmektedir. Boz Irk’in dogal yasam alanlar1 genellikle daglik
bolgelerdeki engebeli araziler ve orman igleridir. Bu tiir bolgelerde Boz Irk, insan
miidahalesi olmaksizin yasama, beslenme ve iireme yetenegine sahiptir. Hir¢in ve
saldirganlardir. Bulundugu siiriiyii ve yavrusunu koruma iggiidiileri ¢ok fazla
gelismistir (TAGEM, 2009). Boz Irk’a ait gorsel Sekil 2.1° de, Yerli Kara irkina ait

gorsel ise Sekil 2.2°de verilmistir.

Modern ciftliklerde siit sigir1 yetistiricileri, yiiksek verimli kiiltiir irklarimi diisiik siit
verimliligine sahip yerli rklara tercih etmis ve bu nedenle yerli irklarin popiilasyonu

hizla azalmistir.

Demir ve Balcioglu (2019) suni tohumlamada kiiltiir irklarinin kullanilmasinin da yerli

irklarin popiilasyonunun diisiistinii hizlandirdigini ifade etmistir.



Sekil 2.2 : Yerli Kara (TAGEM, 2009).

Yerli wklarin tim diinyada hizla azalmasinin genetik cesitlilik i¢in bir tehdit

olusturdugu ve bu nedenle yerli sigir irklarmin genetik kaynak olarak korunmasina
acilen ihtiya¢ duyuldugu bildirilmektedir (Medugorac ve dig, 2009; Groeneveld ve
dig, 2010).

Yillar icerisinde sayilarinin azalmaya baslamasi sonucunda yok olma tehlikesi ile kars1



karsiya olan Tiirkiye’nin yerli irklarina ait 6rneklerin ilk olarak 1995 yilinda Tarim ve
Orman Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirligi (TAGEM)
blinyesinde baslatilan, “Hayvan Genetik Kaynaklarinin Korunmasi Projesi” ile
TAGEM’e bagl enstitiilerde koruma altina alinmasi kararlagtirilmistir. Daha sonra
yerli irklarin kiigiik siiriiler halinde halk elinde korunmasi amaciyla 2005 yilinda
TAGEM tarafindan yiiriitillen “Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarinin Halk Elinde
Korunmas1 Projesi” baslatilmistir. 2005 yilinda Ankara’nin Camlidere ilgesinde 150
bas Yerli Kara sigir ile baslayan yerinde koruma projesinin, 2019 yili itibariyle
Camlidere’de 1.668 bas, Bayramdren’de 148 bas, Antalya ilinde ise 420 bas hayvan
olmak tiizere toplamda 2.236 bas hayvanla basarili bir sekilde siirdiiriilmeye devam

edildigi bildirilmistir (Unal ve dig, 2020).

Yine proje kapsaminda Boz Irk sigir irkinin korunmasina yonelik ¢alismalar Bandirma
Koyunculuk Arastirma Enstitiisii biinyesinde koruma altina alinan siirii ile baglamis ve
Balikesir, Bursa, Canakkale, Edirne ve Kocaeli illerinde yetistiricilere ait siiriilerin

koruma altina alinmasiyla devam etmistir.

Nesli tiikenme tehlikesiyle karst karsiya olan Tiirk yerli irklari, genetik kaynaklarin
korunmasi amactyla Tarim ve Orman Bakanlig tarafindan koruma altina alinmasinin
yant sira Tiirk yerli sigir irklar1 hakkinda daha fazla bilgi edinilmesine yonelik

arastirmalar Bakanlik tarafindan tavsiye edilmekte ve tesvik edilmektedir.

2.1.3 Inek siitiiniin bilesimi

Muehlhoff ve dig. (2013) tarafindan inegin, ana siit hayvam olarak kabul edildigi ve
“stit” teriminin ¢ogu insanin zihninde inek siitii ile neredeyse esanlamli oldugu
bildirilmistir. Metin (1999) igme siitii basta olmak iizere bir ¢ok siit iirliniiniin
islenmesine uygun olan inek siitiiniin bilesimine etki eden en 6nemli faktoriin 1rk

oldugunu bildirmistir.

Uciincii (2004) inek siitii bilesiminde; %10,5-14,5 arasinda kuru madde, %2,5-6,0
arasinda yag, %2,9-5,0 arasinda protein, %3,6-5,5 arasinda laktoz, %0,6-0,9 arasinda
mineral madde bulundugunu, inek siitiiniin yogunlugunun ise 1,028-1,039 g/mL

arasinda degistigini belirtmistir.

Metin (2009) igme siitii ve pek ¢ok siit iirliniiniin islenmesine uygun olmasi nedeniyle
siit teknolojisi agisindan 6nemli olan inek siitiiniin kuru maddesinin yaklagik olarak %

27’sini azotlu maddelerin, %29’unu siit yaginin %37’sini laktozun ve %35,95’ini
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mineral maddelerin olusturdugunu bildirmistir.

Inek siitii bilesiminin ortalama degerleri Sekil 2.3 te gosterilmistir.

Inek Siiti

Kuru Madde 51U
1312 6 %874

L— Laktoz

Yod.T Trighiseritler
Fosfolipitler
Steroller
Serbest vagasitlern
943 7 - Mumlar
Skualenler
Yagda erryen vitaminler

Kazemn
Azotlu Maddeler Laktalbumin
%43 4 — Laltoglobulin
Proteoz-Pepton
Protemn olmayan maddeler

Ca, Na, K, Mg P.Cl

. Iz olarak; Fe, Cu, ve I'un
— lﬁne:;afﬂﬂh%ddeler —| fo=fat, sttrat ve klorirlers

(Gazlar
Vitaminler,
Diger Maddeler Enzimler

550,75 — Komyucu Maddeler
Orgamik asitler

Sekil 2.3 : Inek Siitiiniin Bilesimi (Metin, 2009).
Muehlhoff ve dig. (2013) inek siitiiniin, insan siitiinden daha fazla protein igerdigini,
ancak insan siitiiniin daha fazla laktoz igerdigini, inek siitiiniin 12 ayliktan kiiciik

bebeklere onerilmemesinin nedenlerinden birinin yiiksek protein igerigi oldugunu
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bildirmislerdir.

Inek siitii, geng ve yetiskin insanlar icin &nemli bir besin kaynagidir. Bos ve dig. (2000)
diyet proteinlerinin besin degerinin genellikle doku biiyiimesi ve bakimi i¢in azot ve
amino asit gereksinimlerinin karsilama yetenekleriyle ilgili oldugunu ve diyet protein
kalitesinin, ¢esitli faktorlerden ve 6zellikle amino asit bilesiminden ve ayrica proteinin

biyoyararlanimindan etkilendigini ifade etmislerdir.

Muehlhoff ve dig. (2013) inek siitiindeki proteinin yiiksek kalitede oldugunu ve
maksimum biiyiimeyi destekleyen protein olarak tanimlandigini, lisin de dahil olmak
tizere tiim temel amino asitlerin iyi bir dengesini i¢erdigini, siit ve siit lirlinlerinin temel
diyetlere dahil edilmesinin, genel diyet kalitesinin iyilestirilmesi i¢in elzem oldugunu

ifade etmislerdir.

2.2 Amino Asitler

Proteinlerin yapitast olan amino asitlerin yapilarinda bir amino grubu (-NH2), bir
karboksil grubu (-COOH), bir hidrojen atomu (H) ve her amino asit i¢in farkli bir R
grubu bulunmaktadir. Amino asitlerin ¢oziiniirligiinii, kimyasal reaktifligini, hidrojen
baglama giiclinii ve diger bazi fizikokimyasal 6zelliklerini igerdigi R grubunun
kimyasal dogas1 belirlemektedir. R grubu sadece hidrojenden olusan Glisin amino
asitler igerisinde en basit yapiya sahip olanidir (Saldamli, 2007). Dolayisiyla en diisiik

molekiil agirligia sahip amino asit glisindir.

Amino asitler temel olarak esansiyel (Eksojen) ve esansiyel olmayan (Endojen) amino
asitler olarak 1ki gruba ayrilmaktadir. Esansiyel amino asitler viicudun
sentezleyemedigi ve gidalar ile disaridan alinmasi zorunlu amino asitlerdir ve bu
grupta yer alan amino asitler ayni zamanda esansiyel olmayan amino asitlerin
sentezlenmesinde de goérev almaktadir. Esansiyel amino asitlerin miktarina gore
proteinler “biyolojik degeri yiiksek” ya da “biyolojik degersiz” olarak
degerlendirilmektedirler (Kavas ve Kinik 2005). Saldamli (2007) tarafindan bir
proteinin beslenme bakimindan kalite 6l¢iitiiniin esansiyel amino asitleri miktarca ve

sayica yeterli oranda icermesine bagli oldugu belirtilmistir.

Esansiyel amino asitlerin molekiillerinin ii¢ boyutlu sekilleri Met, Val, Thr, Ile icin

sekil 2.4’de ve Leu, Lys, Pro, Trp i¢in sekil 2.5’de gosterilmistir.
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Val

Ile

Thr

Sekil 2.4 : Esansiyel amino asitlerin ii¢ boyutlu yapist (Met,Val, Thr, Ile).
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Leu

Pro Trp

Sekil 2.5 : Esansiyel amino asitlerin {i¢ boyutlu yapisi (Leu, Lys, Pro, Trp).
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Proteinlerin yapisinda bulunan lisin, treonin, metiyonin, valin, 16sin, izolosin,
fenilalanin ve triptofan; esansiyel amino asitleri olusturmaktadir. insan viicudunun
sentezleyemedigi bu esansiyel amino asitlerin tiimiinii bilesiminde dengeli bicimde
iceren inek siitli besinsel olarak, proteini yliksek kaliteli veya "tam bir protein" olarak
kabul edilir. Yiiksek kalitesi nedeniyle inek siitii proteininin, gida proteinlerinin
besleyici degerini degerlendirmek igin standart bir referans protein olarak kullanildig:

bildirilmistir (Miller ve dig, 2000).

Proteinler gidalarla viicuda alindiktan sonra bir takim kimyasal reaksiyonlardan
gecerek yapi taslari olan amino asitlerine ayrilir ve metabolizmada ¢esitli amaclara

yonelik olarak kullanilir.

Esansiyel amino asitlerin 6zellikleri ve metabolizmada ki islevleri hakkinda asagida
ozet bigi verilmistir (Nollet ve dig, 201; Saldamli, 2007; Friedman, 2018; Unal ve
Besler, 2008).

Lisin; viicuttaki tiim proteinler i¢in gerekli bir yapi tagidir. Kalsiyum absorbsiyonunda,
kas protein olusumunda, yaralarin iyilesmesinde, hormon ve enzimlerin iiretilmesinde
biiyiik rolii vardir. Tahillar lisin ag¢isindan fakirken, baklagiller, yumurta, siit ve et lisin

acisindan zengin gidalardir.

Metiyonin; viicuttaki temel kiikiirt kaynagidir. Hemoglobin sentezinde rol oynar. Bu

amino asidin noksanlig1 bitkisel proteinin 6nemini sinirlayan faktordiir.

Treonin; antikorlarin ve immiinoglobulinlerin iiretiminde yer alir. Tendon ve derideki
bag dokusunun onemli bir bilesenidir. Karacigerde yag birikimini onleyerek lipid

metabolizmasina katilir.

Valin; kas dokunun onarilmasinda rol almaktadir. Hayvansal gidalarda 6nemli

miktarda bulunur.

Losin; doku ve kemiklerdeki yara iyilesmesini destekler, insulin sekresyonunu arttirir,

kan sekeri seviyesini diisiiriir. Tahil proteinlerinde bol miktarda bulunur.

Isol6sin; hemoglobin olusumunda 6nemlidir. Bitkisel kaynakli besinlerde yetersiz

miktarda bulunur.

Fenilalanin; Organizmada tirozin amino asitine doniisebilmektedir. Merkezi sinir
sisteminde 6nemli gérevlere sahiptir. Bazi insanlarda enzimatik sistemdeki bir eksiklik

fenilketonuri hastaligina sebep olmaktadir. Bu hastaliga sahip kisiler fenilalanin igeren
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gidalara kars1 duyarlilik gostermektedirler.
Triptofan; normal biiylimede 6nemli bir rolii olan esansiyel bir amino asittir ve ¢esitli
biyoaktif bilesikler i¢in in vivo 6ncii gérevi goriir.

Baz1 gidalarda miktar ve kalite agisindan eksikligi duyulan amino asitler, gidayi
zenginlestrirmek amaciyla ortama katilabilir. Bu amagla kullanilan yapay amino
asitlerin, kimyasal olarak sentezlenerek, protein hidrolizatindan ayirarak veya

mikrobiyolojik yontemlerle iiretilebilecegi belirtilmistir (Saldamli 2007).

18 adet amino asitin molekiil agirliklar1 ve kimyasal formiilleri Cizelge 2.2°de

verilmigtir.

Cizelge 2.2: Amino asitlerin molekiil agirliklar1 ve formiilleri.

Amino asit Molekiiler Agirligi(g) Formiilu
Glycine 75,07 C2H5NO2
Alanin 89,09 C6HS5NH2
Serin 105,09 C3H7NO3
Prolin 115,13 C5HI9NO2
Valin 117,15 C5HI11NO02
Aspartik Acid 133,11 C4H7NO4
Losin 131,17 C6H13NO2
Isolosin 131,17 C6H13NO2
Glutamik Asit 147,13 C5HINO4
Lisin 146,19 C6H14N202
Treonin 119,11 C4HI9NO3
Metiyonin 149,21 C5SH11NO2S
Histidin 155,15 C6HIN302
Fenilalanin 165,19 CO9H11NO2
Arjinin 174,2 C6H14N402
Tirozin 181,19 C9H11NO3
Triptofan 204,23 C11H12N202
Sistin 240,29 C6H12N204S2

Otter (2012) tarafindan diinya niifusundaki hizl1 biiylimenin, kaliteli gida proteini igin
benzeri goriilmemis bir talebe yol actig1 ve protein kalitesinin, hem biiylimeyi hem de
sagligt desteklemek icin gida proteinlerinin beslenme yeterliligi olarak
tanimlanabilece8i ve artik genellikle proteinlerin amino asit bilesimlerinin analizi

yoluyla degerlendirildigi belirtilmistir.

Amino asitler polar 6zellikli olduklarindan alkol gibi ¢oziiciilerde ¢oziintirliikleri

diisiiktiir, genellikle suda ¢6ziinseler de bazi amino asitler suda sinirli oranda ¢oziiniir
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ancak ortama asit ya da baz ilavesi ve ortamda diger amino asitlerin bulunusu

¢Oziiniirliiklerini artirir.

2.3 Farkh Siitlerin Amino Asit Kompozisyonunu Karsilastiran Calismalar

Sabhelkheir ve dig. (2012) farkli tiirlerden elde edilen siitlin protein
konsatrasyonlariyla ilgili ¢ok sayida calisma yapilmis olsa da toplam amino asit
(protein bagl ve serbest) kompozisyonu hakkinda ¢ok az sayida sistematik calisma

oldugunu bildirmistir.

Borshch ve dig. (2018) tarafindan Ukrayna’nin yerli saf sigir irklariyla melez irklarinin
stitlerinin amino asit yoniinden analiz edilerek karsilagtirildigi bir calismada melez
irklarin esansiyel amino asit orani yerli irklara gore %3,11-6,25 oraninda daha yiiksek

bulunmustur.

Mikailoglu ve dig. (2005) tarafindan Azeri mandasi siitiiniin Simental 1k ineklerin
stitiiyle karsilastirildigr bir ¢calismada Azeri mandasi siitlinde neredeyse biitiin amino

asitlerin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Ceballos ve dig. (2009) miimkiin oldugunca benzer kosullarda yetistirilen inek ve keci
stitlinlin kompozisyonunun karsilagtirildiklar: bir calismada, 100 g siitte ki Tyr ve Ser
miktarlar1 arasindaki farklilik 6nemli bulunmazken (P>0,05), diger tiim amino
asitlerin keci siitiinde inek siitiinden onemli oranda (P<0,05) yiiksek oldugu

bulunmustur.

Mapekula ve dig. (2011) tarafindan Giiney Afrika’da Nguni ve melez irklarin
stitlerinin karsilastirildigr bir calismada Nguni ineklerinden elde edilen siitlerin erken
ve orta laktasyon doneminde esansiyel amino asitler acisindan calisilan diger

ineklerden elde edilen siitlere gore daha zengin oldugu belirlenmistir.

Mazhitova ve Kulmyrzaev (2016) ve Mazhitova ve dig. (2015) tarafindan yapilan
Kirgiz yerli cins kisraklarindan elde edilen siitlerin amino asit kompozisyonun
arastirildig1 calismalarda analiz edilen siitlerde glutamik asit, 16sin ve lisin en ¢ok

bulunan amino asitler olarak belirlenmistir.

Rafiq ve dig. (2016) tarafindan esek siitliniin amino asit kompozisyonun incelendigi
bir ¢alismada, esek siitliniin kisrak ve inek siitii ile karsilastirildiginda, muhtemelen

daha diisiik protein igerigi nedeniyle daha diisiik amino asit cerigine sahip oldugu
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ancak esansiyel amino asitlerin toplam amino asitlere oraninin esek siitiinde daha

yiiksek oldugu belirtilmistir.

Ren ve dig. (2015) Cin'deki {i¢ farkli manda irkinin siit proteini, yag, laktoz, toplam
katt madde ve amino asit profillerini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada lisin, izoldsin,
16sin, fenilalanin, sistin ve histidin konsantrasyonlarinda 6nemli farkliliklar (P<0,05)
gozlerken, metiyonin, valin, treonin, aspartik asit, serin, glutamik asit, prolin, glisin,
alanin, tirozin, arjinin konsantrasyonlarinda énemli farkliliklar (P >0,05) olmadiginm

bildirmislerdir.

Schonfeldt ve dig. (2012) tarafindan tilkeye 6zgii siit kompozisyon verilerinin farklilik
gosterdigi belirtilmis ve farkl iilkelere 6zgii siit kompozisyon verileri derlenmistir.
Farkli tilkelerden inek siitlerinin amino asit komposizyonlarinin verildigi Cizelge
2.3’de goriildiigi gibi tiim {ilkelerde inek siitlerinde en bol bulunan amino asit
glutamik asit, yine en bol bulunan esansiyel amino asit 10sin olmaktadir. Triptofan ise
biitiin iilkelerin siitlerinde en az miktarda bulunan esansiyel amino asit olarak

goriilmektedir.

Cizelge 2.3: Farkli iilkelerden inek siitlerinin amino asit kompozisyonlari (mg/100g)
(Schonfeldt ve dig, 2012).

Gliney Afrika ABD Danimarka Avusturalya
Yeni Zellanda

Arjinin 123 75 120 121
Serin 186 107 190 210
Aspartik Asit 250 237 280 258
Glutamik Asit 689 648 680 690
Treonin 155 143 150 167
Glisin 70,8 75 70 67

Alanin 120 103 110 115
Tirozin 150 152 150 160
Prolin 308 342 330 330
Metiyonin 89,1 75 86 79

Valin 193 192 240 225
Fenilalanin 166 147 170 163
Isol6sin 174 165 20 192
Losin 306 265 330 324
Histidin 90,2 75 96 100
Lisin 257 140 310 274
Triptofan 39,3 75 46 42

Sistin 37,1 17 26 29

Zhou ve dig. (2018) tarafindan Cin’de li¢ farkli manda irki siitiiniin amino asit

kompozisyonlariin karsilastirdigi bir ¢alisma sonucunda, incelenen fi¢ siit ¢esidi igin
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de 16sin, lizin, valin ve izoldsin en bol esansiyel amino asitler; glutamik asit, prolin,
aspartik asit ve serin en bol esansiyel olmayan amino asitler olarak tespit edilmis ve

manda siitiiniin zengin bir esansiyel amino asit kaynagi oldugu bildirilmistir.

Berisha ve dig. (2021) tarafindan Balkan yarimadasinin nesli tiikenmekte olan Busha
sigir irkinin amino asit komposizyonu incelenmis ve siitlerde esansiyel amino asitlerin
onemli oranda bulundugu ve diger irklarin neredeyse hayatta kalamadig1 daglik
bolgelerde yetisebilen bu irklarin bir an Once korumaya alinmasi gerektigi
bildirilmistir.

Tirk Saanen, Kil ve Malta kegisi irklarindan elde edilen siitlerin amino asit, mineral
ve vitamin profillerinin karsilastirildig bir ¢alismada tiim 1rklarda yiiksek diizeyde
prolin, 16sin, glutamik asit bulunmus ve kil kegisi siitlerinde tirozin hari¢ diger tiim

amino asitler diger wrklarin siitlerine gére daha yiiksek bulunmustur (Gilinay ve dig,

2021).

2.4 Siitiin Amino Asit Komposizyonunun Belirlenmesinde Kullanilan Teknikler

Geleneksel amino asit analizleri proteinlerin parcalanarak yapi taslari olan amino
asitlere parcalanmasi i¢in 6rnegin hidrolizi, ve tiirevlendirme sonrasi kromatografik

analiz ile gergeklestirilmektedir.

Otter (2012) amino asit analiz yontemlerinin ¢ogunda peptid baglarinin hidroliz
edilmesi amaciyla 6 N hidroklorik asit (HCI) kullanilarak 72 saate kadar 100 ile 165
°C arasindaki sicakliklarda bekletmenin yilladir biiyiik dl¢lide degismeyen yontem
olarak kaldigini ifade etmistir. Ancak bu hidroliz kosullarinin bazi amino asitler igin
optimum olmadigindan, triptofan i¢in ise uygun olmadigindan, buna yonelik farkl
hidroliz yontemleri denenmistir. Asit hidrolizi sirasinda triptofan kaybini 6nlemek igin
bazi ¢aligmalar yapilmis olsa da, triptofan analizi i¢in en yaygin ve en etkili yontemin
sodyum hidroksit (NaOH) ile alkali hidroliz oldugu bildirilmistir (Ritota ve Manzi
2020).

Gidalardaki amino asitlerin kromatografik analizinde iyon degistirme sivi
kromatografisi ve gaz kromatografisi gibi ¢esitli analitik yontemler gelistirilmistir
ancak yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) agik ara en yaygin uygulanan teknik

olmustur.
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Amino asitler yiiksek polariteye ve diisiik ultraviyole (UV) absorbansa sahiptir; bu
nedenle, geleneksel ters fazli HPLC-UV yontemleri kullanilarak zayif tutma, zayif
ayirma ve simirlt dedeksiyon limitleri nedeniyle bunlarin saptanmasi ve dogru
miktarlandirilmas1  zordur. Bu zorluklarin istesinden gelmek icin, HPLC
yontemlerinde, fotometrik algilama hassasiyetini ve kromatografik ayrimi gelistirmek
icin siklikla kolon 6ncesi veya sonrasi ninhidrin veya o-ftalaldehit gibi gii¢lii kromofor
gruplari igeren reaktiflerle kimyasal tiirevlendirme kullanildig bildirilmistir (Qui ve

dig, 2020).

Marino ve dig. (2010), siitteki amino asitlerin analizi i¢in hidroliz asamasini farkl: siire
ve sicakliklarda deneyerek hizli bir yontem gelistirmis ve valide etmislerdir. Hidroliz
sicakliginin arttirilmasiyla hidroliz siiresinin azaltildigi bu hizli yontem, siit proteini
hidrolizinden sonra yine amino asitlerin tiirevlendirilmesini ve HPLC ile tespit

edilmesini igermektedir.

Amino asit analizindeki tiirevlendirme adimi, prosediirii karmasik, zaman alic1 ve
reaktif tiiketen hale getirir. Yani analizin hem daha zahmetli hem de daha maliyetli
olmasia neden olur. Amino asit analizinde LC-MS/MS kullanmanin bilinen diger
geleneksel yontemlere gore avantaji amino asitlerin tlirevlendirme olmadan analiz

edilebilmesine olanak saglamasidir.

Gidalarin amino asit analizindeki mevcut egilim, LC-MS/MS cihazinin avantajini
kullanarak, tiirevlendirme olmaksizin amino asitleri analiz edebilen ydntemlerin

gelistirilmesidir.

Thiele ve dig. (2008), arpada tiirevlenmemis amino asitlerin LC-MS/MS ile dl¢limii
i¢in bir yontem gelistirmistir. Nimbalkar ve dig. (2012) LC-MS/MS ile tiirevlendirme
olmadan tahilda amino asit bilesimini analiz etmistir. Kivrak ve dig. (2014),
tirevlendirme olmadan mantarlarin amino asit profilini analiz etmek i¢in UPLC-
MS/MS  kullanmistir. Kowalski ve dig. (2017) ve Lozowicka ve dig. (2021),
tirevlendirme asamasi olmaksizin LC-MS/MS teknigine dayali bir yontemle ballarin

amino asit profilini analiz etmislerdir.

Bu caligmalarin tiimiinde, proteine bagli olan amino asitlere degil, serbest amino
asitlerin analizine odaklanilmistir. Tas ve dig. (2019), LC-MS/MS kullanarak
olusturduklart metot ile Tiirk findik cesitlerinde serbest ve proteine bagli triptofan

miktarini arastirmiglardir.
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2.5 Siite Uygulanan Isil Islemler

Gida endiistrisinde, 1s1l islemler genellikle iriinlerin raf Omriinii uzatmak igin
uygulanan 6nemli bir adimdir. Ozellikle 1s1l islemlerin patojenik organizmalari
ortadan kaldirmaya, mikrobiyolojik gelismeyi en aza indirmeye ve bazi duyusal

ozellikleri iyilestirmeye yardime1 oldugu bilinmektedir.

Bununla birlikte, 1s1l islemler gidalarda biyokimyasal, fiziko-kimyasal ve duyusal
degisikliklere neden olabilir ve ardindan iiriinlerin nihai kalitesini olumsuz yonde

etkileyebilir.

Siit endiistrisinde de patojen (hastalik yapan) mikroorganizmalari 6ldiirmek, patojen
olmayan fakat siit ve siit tirlinlerinde bozulmaya neden olabilecek mikroorganizmalari
sinirlandirmak amaciyla uygulanan 1s1l islemler sonucunda siitiin yapisinda kimyasal,
besinsel ve organoleptik degisiklikler olusmaktadir. Siit ve siit endiistrisinde
pastorizasyon, klasik veya UHT sterilizasyon teknikleri gibi farkli 1s1l islemler yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Claeys ve dig. (2013) tarafindan 1s1l islemin siitiin besin degerlerine zarar verdigi ve
hatta baz1 zararli etkilere neden olabilecegi algisinin son zamanlarda ¢ig siit
tilkketiminine yonelik egilimi arttirsa da ¢ig siitiin mikroorganizmalar i¢in miikemmel
bir gelisme ortami olusturdugu ve bu yiizden mikrobiyal giivenligi saglamak ve raf

Omriinii uzatmak amaciyla siitiin 1s1l igleme tabi tutuldugu belirtilmistir.

Bir¢ok iilkede ev kosullarinda ¢ig siit genellikle kaynatilarak islenmektedir. Ev
kosullarinda yaygin olarak kullanilan geleneksel kaynatmanin siit {izerine etkileri
hakkinda diger 1s1l islemlere gore ¢ok daha kisitli bilgi olsa da kaynatmanin etkilerini

inceleyen ¢esitli calismalar mevcuttur.

Tremonte ve dig. (2014) tarafindan italya'da ve farkli sanayilesmis iilkelerde, “dogal
tilkketme” ve “yerel satin alma” yoniindeki mevcut egilim sayesinde, ¢ig siit tiiketiminin
oldukg¢a popiiler hale geldigi ve italya’da 2014 yilindan beri ¢ig siit satisina izin
verildigi belirtilmis ve kaynatma, mikrodalga islemi ve sogutmanin siitiin
mikrobiyolojik kalitesi {lizerindeki etkileri degerlendirilmis, ¢ig siitii kaynatmanin
mikrobiyolojik kalite agisindan 6nemli oldugu ancak siitlin besin degerinde olumsuz

etki yaptig1 bildirilmistir.
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Laszlo ve dig. (2018) tarafindan ¢ig siitte bulunan veteriner ilag kalintilarinin
kaynatildiktan sonra 1siyla bozunmasi f{izerine LC-MS c¢aligmasi yapilmis,
kaynatmanin bazi antibiyotiklerin kismi degredasyonuna sebep olsa da antibiyotik
kalintilar1 yoniinden tiiketicinin sagligina yonelik potansiyel riskleri ortadan

kaldirmadig: bildirilmistir.

Kuboka ve dig. (2019) Nairobi'de ticareti yapilan ¢ig siitte aflatoksin M1 olusumu
lizerine kaynatma ve fermentasyonun etkisini arastirdiklar1 ¢calismada, siitii kaynatma

isleminin aflatoksin M1 {izerinde etkisi olmadigini gozlemlemislerdir.

Efigénia ve dig. (1997) kaynatilmis, pastorize ve UHT siit kullanilarak deneysel
orneklerle hazirlanan diyetlerle beslenen farelerin karacigerindeki in vitro protein
sentezi oranini incelemislerdir. Kaynatilmig, pastorize ve UHT siit ornekleriyle
beslenen farelerin karacigerlerinde, deney kosullarinda ¢ig siitle karsilastirildiginda
protein sentez oranini %62 ile %72 arasinda bulmuslar, kontrol ¢ig siit ile
karsilagtirildiginda sadece kaynatmanin protein sentezine etkisinin istatistiksel olarak

anlamli oldugunu belirtmislerdir.

Khan ve dig. (2017) tarafindan 1s1l islem gormiis inek ve manda siitiiniin antioksidan
kapasitesi ve yag asitleri karakterizasyonunu incelemek amaciyla pastorize edilen ve
1 dk siire ile kaynatilan siitler karsilagtirilmig ve her iki islemin de siitlerde antioksidan
kapasitesi, E vitamini, A vitamini, ¢inko, selenyum ve duyusal 6zellikleri iizerinde

herhangi bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Hazra ve dig. (2021) tarafindan kaynatma ve ultrasonikasyonun siitteki antioksidan
aktivite, kazein partikiil boyutu ve siitiin beyazligi iizerindeki etkileri {izerine
karsilagtirmali bir ¢alisma yapilmis, 15 dk kaynatilmis siitte, 20 kHz'de 150 W'da 10
dakika (JY92-IIN) sonikasyona tabi tutulularak hazirlanmis ultrosonik siite gore
kazein bozunmasinin, antioksidan aktivitede azalmanin daha fazla oldugu, ultrasonik

siitlin kaynamus siite gore daha beyaz oldugu belirtilmistir.

2.5.1 Maillard reaksiyonu

Isil islem uygulamalariyla proteinlerin serbest amino gruplar ile indirgen sekerlerin
serbest aldehit gruplari arasinda enzimatik olmayan Maillard reaksiyonu meydana

gelmektedir.
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Martins ve dig. (2001) Maillard reaksiyonunu, aroma, tat ve renk iizerine olan
etkisiyle, gidalarin pisirilmesinde yiyeceklerin goriiniisiinii ve tadim iyilestirmede
onemli bir rol oynayan, 6zellikle kahve ve kakao ¢ekirdeklerinin kavrulmasi, tahillarin
kizartilmasi, firincilik iriinlerinin ve etin pisirilmesi gibi geleneksel islemlerde, gida

endistrisinde 6nemli zorluk olusturan, kontrol edilmesi zor ve karmasik bir reaksiyon
olarak bildirmistir.

Maillard  reaksiyonlar1  proteinlerin  sindirilebilirliinde ~ve amino  asit
biyoyararlaniminda azalmaya neden olmakta ve besinsel kayiplara yol agmaktadir
(Malec ve dig, 2002).

Maillard reaksiyonunun semasi Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6 : Maillard reaksiyonu semasi (Alais ve Linden, 1991; Oral, 2006).
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Van Boekel (1998) siitte maillard reaksiyonun ilk agamasinda laktozun (ag¢ik zincirli
formda bir aldehit olarak), proteine bagli lisinin amino grubuyla bir Schiff bazi
olusturdugunu ve Amadori {iriinii olan laktosillisine doniistiiglinii ve bu asamada lisin
yararlanabilirligi kayba ugrarken neredeyse higbir renk ve lezzet kaybi olmadigini

belirtmistir.

Van Boekel (1998) ve Stanciuc (2010) siitte Maillard reaksiyonunun sonuglarini
asagidaki sekilde 6zetlemislerdir.

1. Sindirim i¢in artitk mevcut olmayan lisin kalintilarinin blokaji (erken, ileri ve son
Maillard reaksiyonu), sindirilebilirligin azalmasi ve enzimlerin inhibisyonu nedeniyle

besleyici deger kaybi,

2. Esas olarak Amadori bilesiginin bozulmasindan kaynaklanan diisiik molekiiler

fisyon bilesikleri (ileri Maillard reaksiyonu) olan aroma bilesiklerinin olusumu,
3. Gelismis Maillard reaksiyonunda antioksidatif bilesiklerin olusumu;

4. Mutajenik, ayrica antimutajenik ve antikanserojenik bilesiklerin olusumu,

5. Antibakteriyel bilesikler olusabilmesi,

6. Isitilmis inek siitiinlin antijenikliginin, inek siitline alerjisi olan kisilerde

azalabilmesi,
7. Maillard reaksiyonu nedeniyle siit proteinlerinin polimerizasyonu

8. Melanoidinlere bagli olarak kahverengi bir renk gelisimi (ileri ve son Maillard

reaksiyonu).

Hegele ve dig. (2008) Maillard reaksiyonu triinlerinin birtakim yararlari olsa da, gida
endistrisinin, protein glikasyonu ile ilgili baz1 dezavantajlarla, her seyden once,
esansiyel amino asit lisinin modifikasyonu nedeniyle biyolojik olarak kullanilamaz
hale gelmesi sonucu proteinlerin besin degeri kaybina ugramasi ile basa ¢ikmak
zorunda oldugunu belirtmislerdir. Siit ve siit iiriinlerinin, protein fraksiyonunun ytiksek
lisin igerigi ve glikasyon reaksiyonlarini destekleyen indirgeyici disakkarit laktozun
varlig1 nedeniyle Maillard reaksiyonundan etkilendigini ve bu ylizden siit ve siit
iriinlerindeki glikasyon iirtinlerini belirlemek i¢in ¢ok sayida farkli analitik yaklagim

kullanildigin1 bilidrmiglerdir.
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Maillard reaksiyonunun ilk asamasinda olusabilen furozin, karboksimetillisin,
laktuloz, furfural ve ileri agamada olusan HMF 1s1l islem gostergeleri olarak kabul

edilmektedir (Martins ve dig, 2001; Ames, 1998, Van Boekel, 1998).

Maillard reaksiyon {iriinlerinin saptanmasinin, modifiye veya bloke edilmis lisin ve
mevcut lisin olarak adlandirilan modifiye edilmemis lisin miktar1 hakkinda bilgi
sagladig1 i¢in siit ve siit irlinlerinin besin degerinin ve kalite kontroliiniin
degerlendirilmesi agisindan énemli oldugu ve UHT siit ve pastorize siit gibi hafif 1s1l
islem gérmiis gidalarin besin kalitesinin degerlendirilmesinde karboksimetillisin,
HMF, pirralin ve pentosidinin en yaygin kullanilan belirte¢ler oldugu bildirilmistir

(Erbersdobler ve Somoza, 2007; Mehta ve Deeth, 2016).

Pellegrino ve dig. (1994) tarafindan siitteki yagin artmasiyla furozinin azaldig
bildirilmistir.

Morales ve Jiménez-Pérez (1999) tarafindan ise siitteki yagin artmasiyla HMF nin
azaldigr gozlemlenirken, furozin ve HMF’nin Maillard reaksiyonunun erken
evrelerinin belirtecleri oldugu, ancak furozinin dogrudan laktulosillisinin asidik
bozunmasindan HMF’nin ise 3-deoksiosiilozlarin kimyasal ayrigmasindan olmak

tizere farkl sekillerde olustugu ifade edilmistir.

Maillard reaksiyon iiriinlerini azaltmaya ve Onlemeye yonelik arastirmalar da
yapilmaktadir. Prestel ve dig. (2020) tarafindan ultra yiiksek sicaklikta islenmis siitte
berry Ozlerinin karboksimetillisin ve lisin lizerindeki etkisinin degerlendirilmesi
amaciyla yapilan ¢alismada; Maillard reaksiyon iiriinii N e-(karboksimetil)-L-lisin
(CML) ve lisini gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) yOntemi ile tespit
edebilen metot gelistirilmis ve gelistirilen metotla kontrol numunesinde 1s1l islemden
once tespit edilen lisin miktariin 1s1l islemden sonra tespit edilen lisin miktarindan
yiiksek oldugu, 1s1l islemden Once berry ilave edilen siitlerde ise 1s1l islemden sonra
Olciilen lisinin nihai konsantrasyonunun, 1sil isleme tabi tutulmamis kontrol siitiiyle

istatistiksel olarak benzer oldugu gozlemlenmistir.

2.5.2 HMF olusumu

Isil islem uygulanan siitlerde Maillard reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan en bilinen
ve en yaygin ara lriinlerden biri olan HMF nin siitlere uygulanan 1s1l islem siddetinin
ve kalitenin belirlenmesinde kullanildig1 bildirilmistir (Van Boekel, 1998, Berg ve
Van Boekel, 1994, Erbersdobler ve Somoza, 2007, Ozdal ve dig, 2018 ).

25



Erbersdobler ve Somoza (2007) HMF nin sadece Maillard reaksiyonundan degil, ayni
zamanda sekerlerin izomerizasyonu ve ardindan bozunmasi ile de olustugunu ve UHT
siit ile yapilan ¢alismalarda HMF analizlerinin 1s1 etkisinin hizli ve basit bir gostergesi

olarak kullanigliligini1 gdsterdigini bildirmislerdir.

HMF olusum mekanizmasi Sekil 2.7°te gosterilmistir. HMF molekiilii bir hidroksil

grubu, bir karbonil grubu ve bir furan halkasi igermektedir.

Morales ve dig. (1999) siitte bulunan HMF miktarinin siitiin besin igerigine, 1sil

islemin yogunluguna ve saklama kosullarina bagli oldugunu belirtmislerdir.

Ulbricht ve dig. (1984) yiiksek konsantrasyonlarda alindigi zaman HMF nin toksik
etkiye ilaveten goz, tist solunum yolu, deri ve mukoz membranlarinda tahrise neden
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan calismalar HMF’ nin kanserojenik ve mutajenik
etkileri oldugunu da gostermistir (Schoental ve dig, 1971; Lee ve dig, 1995; Surh ve
Tannenbaum, 1994). Tiim bu olumsuz etkilerinden dolay1 gidalardaki HMF olusumu

pek ¢ok arastirmanin konusu olmustur.
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Sekil 2.7 : HMF olusum mekanizmasi (Perez-Locas ve Yaylayan, 2008; Capuano ve
Fogliano, 2011; Masatg¢ioglu, 2013).
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Son yillarda, yiizlerce gida 6rnegi iizerinde yapilan gesitli caligmalarin gidalarda
yiiksek seviyelerde (1-9,5 g/lkg) HMF bulunabildigini gosterdigi, Oral ve dig. (2015)

tarafindan ifade edilmistir.

Urgu ve dig. (2017) tarafindan piyasada yer alan farkli markalara ait pastorize ve UHT
stit 6rneklerinin HMF miktarlar1 yoniinden incelendigi bir ¢alismada HMF degerleri
pastorize siit orneklerinde 1,15-4,78 pmol/L, UHT siit orneklerinde 2,16-12,74
umol/L, laktozsuz siit 6rneklerinde ise 27,35-35,73 umol/L aralifinda tespit edilmistir.
Laktozsuz siit 6rneklerinde HMF degerinin daha yiiksek olmasinin nedeni, bu siitlerde
laktozun enzimatik hidrolize ugrayarak daha yiiksek reaktiviteye sahip olan glikoz ve
galaktoza doniismesi ve boylece lisinlerle daha hizli reaksiyona girmesi olarak

belirtilmistir.

Morales ve dig. (1996) tarafindan pastdrize ve UHT siitlere uygulanan 1s1l islemin
amino asit diizeylerine olan etkilerinin karsilagtirildig1 bir ¢alismada, lisin ile HMF
arasinda onemli bir iliski oldugu belirlenmis ve siitlerde yararlanilabilir lisin

miktariin HMF olusumu ile azaldig1 tespit edilmistir.

HMF miktarina depolama sicakligi ve siiresi de etki etmektedir. Oral ve dig. (2012)
tarafindan ¢esitli pekmez 6rneklerinin farkli sicakliklarda depolama sirasinda HMF
diizeylerinin incelendigi c¢alismada depolama siiresi ve sicakligina bagli olarak

orneklerde ki HMF diizeylerinin arttig1 raporlanmistir.

Cais-Sokolinska ve dig. (2004) tarafindan farkli sicakliklarda depolanan siit
orneklerinde HMF miktarinin incelendigi calismada 441°C ‘de ve 8+1°C’de bekletilen
siit orneklerinde HMF miktarinin degismedigi, oda sicakliginda 24 hafta bekletilen

UHT siit 6rneklerinde ise HMF miktarinin iki katina ¢iktig1 gozlemlenmistir.

Yanmis ve Coskun (2018) tarafindan farkli sicakliktaki 1s1l islem ve depolamanin kegi
stitiindeki etkisini inceleyen bir ¢aligmada yiiksek sicaklikta pastdrize edilen siitlerin
HMF degeri diisiik sicaklikta pastorize edilen siitlere gore daha yiiksek bulunmus,
4°C’de 10 giin boyunca depolamanin ise siitlerin HMF diizeylerini 6énemli oranda

(P>0,05) degistirmedigi bildirilmigtir.

Gidalarda HMF olusumunu azaltmaya yonelik olarak da bazi ¢aligsmalar yapilmistir.
Oral ve dig. (2015) tarafindan, baz1 gida maddelerinin HMF diizeylerini belirlemek ve
biyolojik olarak parcalanmasini saglayarak HMF diizeylerini azaltmaya yonelik olarak

yapilan bir ¢alismada, kahve beyazlatici, kapugino, sicak cikolata, hazir kahve, hazir
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toz karisim (kahve, kahve beyazlatici ve seker) ve aromatize kakao HPLC kullanilarak
HMF analizine tabi tutulmus ve 6rneklerin ortalama HMF seviyeleri, kahve beyazlatici
icin 12,59 mg/kg, kapucino i¢in 572,49 mg/kg, sicak ¢ikolata i¢cin 660,29 mg/kg, hazir
kahve icin 1804,91 mg/kg, hazir toz karigim i¢in 871,56 mg/kg ve aromatize kakao
icin 980,94 mg/kg olarak bulunmustur. Caligmanin sonucunda, laktik asit kiiltiirlerinin
eklenmesinin, numunelerin HMF igerigini, HMF biyolojik bozunmasinin bir sonucu

olarak yaklasik %25 oraninda azalttig1 belirtilmistir.

2.5.3 HMF tespitinde kullanilan yontemler

Morales ve dig. (1996) HMF tespitinde kolorimetrik yontemler kullanilabilse de

kromatografik yontemlerin ¢ok daha hassas ve segici oldugunu ifade etmislerdir.

HMF tespitinde HPLC uzun yillardan beri kullanilmaktadir ve giiniimiize kadar
kullanilan en yaygin teknik olmustur. Bu teknikte ¢ogunlukla yaklasik 280-285 nm'de
furfurallerin gii¢lii absorpsiyonundan dolay: ultraviyole (UV) dedeksiyonu kullanilir
ve gidalarda dogal olarak bulunan veya olusan bir¢ok bilesik de bu dalga boyunda
emilebildiginden, bu bilesiklerin zayif kromatografik ¢oziinirligi, UV tespiti
sirasinda HMF'nin miktarin1 olumsuz etkileyebilmektedir (Gokmen ve Senyuva,

2000).

Son zamanlarda gidalardaki HMF tespitine yonelik olarak kiitle spektrometresi bagta
olmak tizere ¢esitli teknikler kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikler gidalarda olusan

cok daha diisiik seviyelerde ki HMF diizeylerini de tespit edebilmektedir.

Gokmen ve Senyuva (2006) tarafindan bebek mamalarinda HMF analizi i¢in LC-MS
kullanarak bir yontem gelistirmis ve incelenen Orneklerden siit bazli bebek
mamalarinda <1,0 pg/g seviyesinde, tahil bazli bebek mamalarinda ise 0,17 ile 57,18

ng/g araliginda HMF tespit edilmistir.

Chen ve Yan (2009) diyot dizi dedektorii (DAD) ile kapiler elektroforez (CE)
kullanarak siit numunelerinde HMF ve melaminin es zamanli tespiti i¢in bir analitik

yaklagim gelistirmis ve gelistirdikleri yontemi valide etmislerdir.

Qin ve dig. (2017) tarafindan yapilan bir calismada 1s1l islem uygulanmis deniz
tiriinlerinde HMF ve akrilamidin es zamanli 6l¢imii i¢in LC-MS/MS teknigi
kullanilarak bir metot gelitirilmis ve gelistirilen metodun LOQ seviyesi 4,86 ng/mL
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olarak belirlenmistir. Gelistirilen metot ile analiz edilen 6rneklerde 12,54 ile 2276,44
ng/kg seviyelerinde HMF saptanmustir.

Jozinovi¢ ve dig. (2019) tarafindan gida endiistrisi yan tirlinleri ile zenginlestirilmis
musir lirtinlerinde es zamanli olarak akrilamid ve HMF tayini i¢in, Gokmen ve Senyuva
(2006) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek, LC-MS/MS kullanilarak
gelistirilen yontem ile incelenen iiriinlerde en yiiksek HMF degeri 6069+789 ng/g

diizeyinde elma posasinda bulunmustur.

Cui ve dig. (2020) tarafindan GC-MS/MS sistemi ve QUEChERS teknigi kullanilarak
siit bazli irlinlerde furfural olusumuna 1sil islem ve fermentasyon iglemlerinin
etkilerinin aragtirildigi ve uygulanan metotta HMF tespit limitinin 20 pg/kg olarak
belirlendigi bir ¢aligmada patorize ve UHT siit drneklerinde HMF olusumu tespit
edilememis, furfural, 2-acetylfuran, 5-methyl-2-furfural ise ¢ok diisiik seviyelerde
tespit edilmistir. Analiz edilen siit tozu ve rekonstitiiye siit ve rekonstitiiye yogurt
numunelerinde ise dort furfural degisen oranlarda bulunmakla birlikte genel egilimin
miktarsal  olarak ~ HMF>Furfural>5-methyl-2-furfural>2-acetylfuran  seklinde

stiralandigr bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Siit Orneklerinin Alinmasi

Calisma kapsaminda, Siyah Alaca, Simental ve Esmer 1rki siit 6rnekleri Bursa

Damizlik Sigir Yetistiricileri Birligi vasitasiyla iiyesi olan isletmelerden temin

edilmistir.

Yerli Kara 1rki siit numuneleri Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi
araciligiyla Ankara’nin Camlidere ilgesinde yetistiricilerin koruma altina alinmis
stiriilerinden, Boz Irk siit numuneleri Bandirma Hayvancilik Arastirma Enstitiisii

aracilifiyla Bursa’nin Mustafakemalpasa ilgesinde bir yetistiricinin koruma altina

alinmus siiristinden temin edilmistir.

Ornek alma plan1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1: Ornek alma plani.

Laktasyon
Aralig1

Laktasyon Evresi

1.0rnek

2. Ornek

3. Ornek

4.0Ornek

Boz Irk

Yerli Kara

Simental

Siyah Alaca

Esmer

1. veya 2.

3. veya 4.

1. veya 2.

3. veya 4.

1. veya 2.

3. veya 4.

1. veya 2.

3. veya4

1. veya 2.

3. veya 4.

erken (10-60 giin)
geg (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
geg (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
gec (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
gec (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
geg (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
geg (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
gec (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
geg (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
geg (120-250 giin)
erken (10-60 giin)
geg (120-250 giin)
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Bes 1rkin her birinden 1. ve 2. laktasyonun erken donemlerinden (10-60 giin aralig1)
4’er ornek ve ileri donemlerinden (120-250 giin araligi) 4’er 6rnek; 3.laktasyon ve
daha ileri laktasyonlardan yine laktasyonun erken donemlerinden (10-60 giin aralig1)
4’er 0rnek ve ileri donemlerinden (120-250 giin araligi) 4’er 6rnek olmak tizere irk

basina 16 adet, toplamda 80 adet siit 6rnegi toplanmaistir.

Ornekler 250 mL’lik amber renkli numune kaplarina almmustir. Her hayvandan iki kap
olacak sekilde temin edilen ornekler analize alinincaya kadar -18 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2 Kullamlan Kimyasallar

Her bir amino asit standard1 tek olarak (Gly, Ala, Ser, Pro, Val, Thr, Leu, Ile, Asp,
Lys, Glu, Met, His, Phe, Arg, Tyr, Cys, Trp) Sigma Aldrich (St. Louis, ABD)

firmasindan temin edilmistir.

Ayn1 zamanda, esit konsantrasyonlarda 2,5 umol/L Gly, Asp, His, Ser, Arg, Lys, Glu,
Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Leu, Ile, Met ve Phe ve 1,25 umol/L Cys i¢eren amino asit
standart karistmi Waters (Milford, MA, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Tek olarak temin edilen Trp standardi 2,5 pmol/L diizeyinde hazirlanmis ve amino asit
standart karisimina bire bir oranda ilave edilmistir. Daha sonra kalibrasyon
standartlar1, bu karigimin %0,1 (v/v) formik asit igeren metanol (MeOH):su (20:80,

v/v) ile seri seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

Amonyum format (>99%) Fluka (Buchs, Isvi¢re) firmasindan satin alinmigtir. LC-MS
dereceli metanol, HCI, formik asit ve NaOH Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan

satin alinmistir.

HMF standardi Merck (Schuchardt OHG, Hohenbrun, Almanya) firmasindan temin

edilmistir.

Analizlerde kullanilan ultra saf su Elga, Purelab Su Aritma Sistemi (ELGA Lab Water,
Veolia Technologies, High Wycombe, Buckinghamshire, UK) kullanilarak elde

edilmistir.
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3.3 Amino Asit Analizi

Siitlerdeki amino asit bilesiminin belirlenmesi, amino asitleri serbest hale getirmek
icin proteinlerin hidrolizi ve serbest hale gecen aminoasitlerin analizi ve
miktarlarlandirilmasi olmak tizere iki adimdan olugsmustur. Calismada O6rneklere hem

asidik hidroliz hem de bazik hidroliz uygulanmistir.

Proteinlerin hidrolizinden sonra serbest hale gecen amino asitlerin miktarlandirma

islemi LC-MS/MS cihazi ile ger¢eklestirilmistir.

3.3.1 LC-MS/MS analizi

Amino asitlerin spektrometrik tespiti amaciyla bir elektrosprey iyonizasyon (ESI)
kaynagi, bir Shimadzu LC20AD pompasi, bir Shimadzu CTO-10ASvp kolon firini,
bir Shimadzu Nexera X2 SIL-30AC otomatik oOrnekleyici ve PC yazilimui,
LabSolutions versiyon 5.97 ile birlestirilmis bir Shimadzu LCMS-8040 {i¢lii kuadrapol

kiitle spektrometresi (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) kullanilmigtir.

Kromatografik ayirma, InertSustain AQ-C18 kolonu (3 pm, 4.0 x 150 mm) ile
gerceklestirilmistir. Kullanilan LC-MS/MS cihazinin gorseli Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 : LC-MS/MS (Shimadzu LCMS-8040).
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Hedef amino asitlerin konsantrasyonu, ESI temelli ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)

modu kullanilarak belirlenmistir.

Her amino asidin (~1 mg/L) 0,1 N HCI icindeki ¢ozeltileri, optimal MS kosullarini
belirlemek amaciyla ayri ayri hazirlanmistir. ESI kaynagi pozitif iyon modunda
calistiritlirken kolon ¢ikarilmis olarak LC/MS sistemine her 1 mg/L amino asit
cozeltisinden 1 pL enjekte edilerek her bir amino asitin molekiiler iyonlar

belirlenmistir.

Optimum oOncii iyonlarin (m/z), ¢arpisma enerjisinin (V), Q1 ve Q3 voltajlarinin (V)
ve Uriin iyonlarinin (m/z) belirlenmesi LabSolution yazilimi kullanilarak optimize

edilmistir.

Amino asitlerin analizi i¢in optimize edilen LC-MS/MS parametreleri Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2: 18 amino asit i¢in optimize edilen LC-MS/MS parametreleri.

Amino Asit | Alikonma Dwell ~ Oncii  Uriin  Carpisma  Niteleyici

zamani zamani  iyon iyon Enerjisi iyonlar
(dk) (ms) (m/z)  (m/z) (V) (m/z)

1  Lisin 224 15 1472 839 18 129.9,55.9

2 Histidin 241 53 156.1  110.1 15

3  Glisin 2.44 53 76,2 30.1 13

4  Cystine 243 25 2412 741 28

5  Sistin 2.49 53 106.2  60.1 14

6  Arjinin 2.49 53 175.3  70.1 24

7  Aspartik Asit | 2.54 53 1342 742 16

8  Treonin 2.64 25 120.1 740 12

9  Alanin 2.59 53 90.1 44.1 13

10 Glutamik asit | 2.76 15 147.5 839 16 101.9,55.8

11 Prolin 3.16 53 116.1  70.1 16

12 Valin 4.41 25 118.1  72.1 13 55

13 Methiyonin 5.75 53 150.2  104.1 12

14  Isoldsin 8.57 117 132.1  69.1 19

15 Tirozin 8.69 117 182.1 1650 11

16  Losin 8.77 57 132.1  43.1 24 86

17  Fenilalanin 9.52 57 166.1  120.0 15 103

18  Triptofan 9.86 57 205.1 188.0 10 146
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Her bir amino asidin en yiiksek yogunluklu iyonlari miktar tayini amaciyla

kullanilmistir. Her bir amino asit i¢in belirlenen 6ncii iyonlarin ve kantifikasyon i¢in

kullanilan {iriin iyonlarin yani sira lisin ve glutamik asit i¢in ikiser adet, valin, 16sin,

fenilalanin ve triptofan i¢in ise birer adet niteleyici iyon da belirlenmistir.

Analizler, ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) kullanilarak ESI pozitif iyon modunda

gerceklestirilmistir. Amino asit analiz metotu i¢in cihazda kullanilan kiitle

spektrometresi parametreleri Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3: Amino asit analizi kiitle spektrometresi parametreleri.

Nebulize edici gaz akisi
Kurutucu gaz1 akisi

DL sicakligi

Is1 blogu sicakligi

CID gas

3,0 L/dak
10 L/dak;
250°C
400°C
230 kPa

Optimize edilen HPLC parametrelerinin yer aldig1 Cizelge 3.4’°te belirtilen kosullarda

12 dakikalik gecis siiresince kromatografik olarak 18 adet amino asiti analiz

edilebilmesine imkan saglanmistir.

Cizelge 3.4: Amino asit analizi i¢in optimize edilen HPLC parametreleri.

Sabit Faz

Haraketli Faz

Akis

Kolon Sicakhig:
Enjeksiyon Hacmi
Gegis zamam

Haraketli Faz Akis Program

InertSustain AQ-C18 analytical column (4.0 x
150 mm, 3 pm)

A: %0,1 formik asit ve 0,1 mM amonyum
format iceren su

B: %0,1 formik asit ve 0,1 mM amonyum
format iceren MeOH

0.5 ml /dk

40°C
Sul
12 dk

0-4.0 dk, 1-1% B;
4.0-5.0 dk, 1-15% B;
5.0-7.0 dk, 15-60% B;
7.00-7.01 dk, 60-1% B;
7.01-12.00 dk, 1-1% B

Lys, Cys, Phe, Trp, Met, Ileu kromatogramlar1 Sekil 3.2°de, Val, Pro, Asp, Thr Ala,

Glu kromatogramlar1 Sekil 3.3’te, Tyr, Leu, His, Gly,Ser, Arg kromatogramlar1 Sekil

3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.2 : Lys, Cys, Phe, Trp, Met, Ileu kromatogramlari.
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Sekil 3.3 : Val, Pro, Asp, Thr Ala, Glu kromatogramlari.
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Sekil 3.4 : Tyr, Leu, His, Gly, Ser, Arg kromatogramlari.
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Sabit faz olarak kullanilan InertSustain AQ-C18 analitik kolon yiiksek polar bilesikler

icin giiclii tutma yetenegine sahiptir.

Olusturulan metot ile kromatografik olarak 18 adet amino asidi analiz etme imkani
olusmustur. Ancak proteine bagh triptofan amino asidi, asidik hidrolizde tahrip olup
hidrolizatta bulunmadigindan, triptofanit analiz etmek amaciyla ayri ekstraksiyon
kosullar1 uygulanmasi gerekmistir. Bu nedenle triptofan analizleri i¢in alkali hidroliz
yapilarak hazirlanan 6rnek ayni analitik metot kullanilarak cihaza ayrica enjeksiyon

yapilmustir.

3.3.2 Validasyon

Analitik yontem dogrusallik, kesinlik (tekrarlanabilirlik, tekrartiretilebilirlik) ve 6l¢iim

limiti (LOQ) bakimindan degerlendirilmistir.

Olgiilecek amino asitlerin her biri siitte yiiksek seviyelerde mevcut oldugundan tespit
limiti (LOD) degerlendirmeleri gerekli goriilmemistir. LOQ, sinyal/giiriiltii oran1 >10

seviyesinde bir pik veren analit miktar1 olarak tanimlanmustir.

Yontemin tekrarlanabilirligini (giin i¢i kesinlik) degerlendirmek i¢in ayni siit alt1 kez
bagimsiz olarak analiz edilmistir ve cihaza enjeksiyon yapilarak analiz sonuglar
hesaplanmistir. Bu islem, tekrartiretilebilirligi (giinler aras1 kesinlik) degerlendirmek
i¢in li¢ glin tekrarlanmistir. Tiim varyasyonlar, bagil standart sapma RSD olarak ifade
edilmistir. Her amino asit i¢in dogrusallik, en az bes noktal1 standart kalibrasyon egrisi
ile belirlenmistir. Hazirlanan kalibrasyon noktalarinin her biri cihaza tiger kez enjekte

edilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Lisin kalibrasyon egrisi Sekil 3.5’te; histidin kalibrasyon egrisi Sekil 3.6’da; glisin
kalibrasyon egrisi Sekil 3.7°de; sistin kalibrasyon egrisi Sekil 3.8 de, serin kalibrasyon
egrisi Sekil 3.9°da verilmistir.

Arjinin kalibrasyon egrisi Sekil 3.10°da; aspartik asit kalibrasyon egrisi Sekil 3.11°de;
treonin kalibrasyon egrisi Sekil 3.12°de; alanin kalibrasyon egrisi Sekil 3.13°de;
glutamik asit i¢in kalibrasyon egrisi Sekil 3.14’de verilmistir.

Prolin kalibrasyon egrisi Sekil 3.15°de; valin kalibrasyon egrisi Sekil 3.16°da,
metiyonin kalibrasyon egrisi Sekil 3.17°de; isoldsin kalibrasyon egrisi Sekil 3.18’de;

verilmistir.
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Tirozin kalibrasyon egrisi Sekil 3.19°da; 16sin kalibrasyon egrisi Sekil 3.20’de;
fenilalanin kalibrasyon egrisi Sekil 3.21°de; triptofan kalibrasyon egrisi Sekil 3.22°de

verilmistir.
y = 31.584.376,592x - 224.071,387
1400 R2 = 0,999
38 1200
8 1000
T 800
600
400
c 200
= 0
<
_ 200 ¢ 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
> Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.5 : Lisin kalibrasyon egrisi.
y = 59.587.814,311x - 323.876,382
3000 R?=0,997
8 2500
§ 2000
< 1500
1000
c 500
= 0
<C
< 500 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.6 : Histidin kalibrasyon egrisi.
y = 3.439.352,491x + 17.535,085
80 R?=0,999
§ 70
60
€3 50
®© x
= 40
— 30
= 20
10
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.7 : Glisin kalibrasyon egrisi.
y =3.996.274,128x + 3.988,333
60 R?=0,995
§ 50
cS 40
g = 30
— 20
> 10
0
0 0,05 0,1 0,15
Konsantrasyon (mg/100 mL)

Sekil 3.8 : Sistin kalibrasyon egrisi.
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y =19.083.802,145x + 79.422,903

8 600 R2=0,997
§ 500
«< 400
S 300
= 200
.— 100
> 0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.9 : Serin kalibrasyon egrisi.
y = 136.032.285,320x + 1.906.417,349
o 8000 R?=0,998
S 6000
=t
4000
c 2000
= 0
W 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
> Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.10 : Arjinin kalibrasyon egrisi.
y = 6.504.022,066x + 28.379,832
3 250 R%=0,995
S 200
S 150
> 100
c 50
Z“’ 0
— 0 0,1 0,2 0,3 0,4
> Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.11 : Aspartik asit kalibrasyon egrisi.
y = 7.780.424,203x - 37.815,238
o 300 R?=0,997
8 250
S 200
—
=< 150
100
c 50
g 0
— -50 0 0,1 0,2 0,3 0,4
> Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.12 : Treonin kalibrasyon egrisi.
200 y = 13.226.328,902x + 52.309,839
9 R2=0,996
8 300
o
= 200
x
c 100
(4%
= 0
— 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
> Konsantrasyon (mg/100 mL)

Sekil 3.13 : Alanin kalibrasyon egrisi.
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y =9.553.079,056x + 132.724,474

o 800 R2=0,99
8 600
o
— 400
c X
g 200
_ 0
> 0 0,2 04 0,6 0,8 1
Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.14 : Glutamik asit kalibrasyon egrisi.
y = 88.332.227,667x + 758.507,947
o 3000 R?=0,998
8 2500
S 2000
—
= 1500
1000
[
& 500
< 0
- 0 0,1 0,2 0,3 0,4
Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.15 : Prolin kalibrasyon egrisi.
5000 y = 49.945.040,609x - 237.968,404
S R2=0,998
S 1500
S 1000
> 500
c
© 0
< 500 0 0,1 0,2 0,3 0,4
> Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.16 : Valin kalibrasyon egrisi.
y = 10.365.666,360x - 28.868,227
o 200 R?=0,996
§ 150
= 100
x
[
§ 50
< 0
< 500 0,05 0,1 0,15 0,2
Konsantrasyon (mg/100 mL)
Sekil 3.17 : Metiyonin kalibrasyon egrisi.
y = 16.716.876,800x - 9.021,252
o 800 R?=0,996
S 600
&
<6 400
& 500
> 0
200 O 0,1 0,2 0,3 0,4

Konsantrasyon (mg/100 mL)

Sekil 3.18 : Isoldsin kalibrasyon egrisi.
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y = 7.350.158,077x - 68.403,388
400 R2=0,998
300

200
100

vi Alanx 10000
o

1100 O 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Konsantrasyon (mg/100 mL)

Sekil 3.19 : Tirozin kalibrasyon egrisi.

y = 82.207.124,681x + 1.322.247,985
6000 R?=0,995

5000
4000
3000
2000
1000

Yi- Alan 00

\

o

0,2 0,8

KonsaRt‘t}asyon (mg/18(§5m L)

Sekil 3.20 : Losin kalibrasyon egrisi.

y =72.986.726,575x + 237.213,579
4000 R?=0,996

3000
2000

1000

Yi Alan % 10000
o

0 0,1 0,5

R’oznsantrasy%’ﬁo’ (mg/100 %‘t)

Sekil 3.21 : Fenilalanin kalibrasyon egrisi.

y =116.438.819,996x + 216.281,945
1200 R*=0,997
1000
800
600
400
200

x 10000

o

Yi Alan
o

0,02 01

0,04 ,06 0,0?
Konsantrasyon (mg/100 mL

Sekil 3.22 : Triptofan kalibrasyon egrisi.

Her bir amino asit i¢in en az bes noktali kalibrasyon egrilerini olusturan kalibrasyon

noktalar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.



Cizelge 3.5: Amino asitlerin kalibrasyon noktalari.

Kalibrasyon noktalar1

Amino asit (nmol/mL)
Lisin 2,5-3,3-5-10-25
Histidin 2,5-3,3-5-10-25
Glisin 2,5-3,3-5-10-25
Sistin 0,3125-0,625-1,25-1,66-2,5-5
Serin 2,5-3,3-5-10-25
Arjinin 2,5-3,3-5-10-25
Aspartik Asit 2,5-3,3-5-10-25
Treonin 2,5-3,3-5-10-25
Alanin 2,5-3,3-5-10-25
Glutamik Asit 2,5-3,3-5-10-25-50
Prolin 2,5-3,3-5-10-25
Valin 2,5-3,3-5-10-25
Metiyonin 1,25-2,5-3,3-5-10
Isolosin 2,5-3,3-5-10-25
Tirozin 2,5-3,3-5-10-25
Lésin 3,3-5-10-25-50
Fenilalanin 2,5-3,3-5-10-25
Triptofan 1,25-2,5-3,3-5-10
3.3.3 Ornek hazirlama

Asit hidrolizi sirasinda asparajin ve glutamin sirasiyla tamamen aspartik asit ve
glutamik aside doniistiigii ve tirozinin kismen tahrip olurken serin ve treonin kismen
hidrolize oldugu bildirilmistir (Fountoulakis ve Lahm 1998). Asit hidrolizi 17 amino
asit i¢in optimal olmasa da, Gorissen ve dig. (2018) tarafindan g¢esitli protein
kaynaklar1 arasinda karsilastirmalar i¢in kullanildigi gibi farkli irklara ait siitlerin
bilesiminde yer alan 17 adet amino asidi analiz etmek amaciyla asidik hidroliz
uygulanmistir. Asit hidrolizi sirasinda triptofanin par¢alanmasi ve olusan hidrolizatta
triptofanin bulunmamasi nedeniyle siitlerde ki triptofan miktarlarini analiz etmek i¢in

stitlere alkali hidroliz de uygulanmistir.

Analize almacak siit ornekleri Oncelikle 30°C'de su banyosunda ¢ozlilmiistiir.

Homojen 6rnek almak amaciyla siitler karistirilmistir.

3.3.3.1 Asidik hidroliz

Coziilmis ve karistirilmig stitten 0,5 mL 6rnek, crimp kapakli 20 mL'lik bir head space
vialine alinmistir. Uzerene 4,5 mL 6 N HCI eklenmistir. Vialin icerisindeki havayi

uzaklastirmak amaciyla viale azot gazi uygulanmistir. Vialler sikica kapatilmis ve
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hidroliz asamasiin gerceklesmesi amaciyla 110°C'de 24 saat boyunca etiivde
bekletilmistir. Hidroliz tamamlandiktan sonra vialler oda sicakligina sogutulmus ve
vial igerigi 0.22 um siringa filtresinden siiziilmiistiir. 0,1 mL siiziintli alinmis ve saf su
ile 1 mL'ye seyreltilmistir. 0,1 mL seyreltilmis hidrolizat temiz bir cam tiipe aktarilmis

ve 40 °C'de Nitrojen Turbo Evaporatorde (Biotage, TurboVap®LV) kurutulmustur.

Tortu, % 0,1 formik asit iceren 1 mL 80:20 Su:MeOH ile ¢6ziilmiistiir. Numune 0.22
um'lik siringa filtresinden HPLC vialine siiziilmiis ve LC-MS/MS sistemine bes
mikrolitre enjekte edilmistir. Ornek hazirlama asamasi Sekil 3.23’de sematize

edilmistir.

0,5 mL sit, crimp kapakli 20 mL'lik bir head space vialinde

4,5 mL 6 N HCI

N» \’ l
110°C'de 24 saat

!

Oda sicakligina sogutma

!

0.22 um siringa filtresinden siizme

!

0,1 mL stiztinti saf su ile 1 mL'ye seyreltilme

!

0,1 mL seyreltilmis hidrolizat 40 °C'de kurutma

!

Tortuyu, % 0,1 formik asit igeren 1 mL 80:20 Su: MeOH ile ¢c6zme

]

0.22 um'lik bir siringa filtresinden stizme

!

LC-MS/MS sistemine 5 pL enjeksiyon

Sekil 3.23 : Asidik hidroliz prosediirii.
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3.3.3.2 Alkali hidroliz

Cozlilmiis ve karistirilmis stitten 0,5 mL 6rnek, crimp kapakli 20 mL'lik bir head space
vialine almmistir. 9,5 mL 4,2 N NaOH eklenmis ve vialin igerisindeki havayi
uzaklastirmak amaciyla azot gaz1 uygulanmistir. Vialler sikica kapatilmis ve daha
sonra etiivde 20 saat boyunca 110°C'de hidroliz gergeklestirilmistir. Hidroliz
tamamlandiktan sonra siseler oda sicakligina sogutulmus ve igerik 10000 rpm'de 5
dakika santrifiij edilmistir. 0,1 mL siipernatant alinarak saf su ile 1 mL'ye
seyreltilmistir. Seyreltilmis numunenin 0,2 mL'si alinmis ve % 0,1 formik asit igeren
80:20 Su: MeOH karisimi ile 1 mL'ye seyreltilmistir. Numune 0.22 um'lik bir siringa
filtresinden HPLC vialine siizlilmiistiir ve LC-MS/MS sistemine bes mikrolitre enjekte

edilmistir. Ornek hazirlama asamasi Sekil 3.24’de sematize edilmistir.

0,5 mL siit, crimp kapakli 20 mL'lik bir head space vialinde

!

9.5 mL. 4.2 N NaOH

N | S~ |

110°C'de 20 saat

!

Oda sicakligina sogutma

!

10000 rpm'de 5 dakika santrifiij

!

0,1 mL stizuntiiyt saf su ile 1 mL'ye seyreltme

!

0,2 mL seyreltilmis hidrolizat1 % 0,1 formik asitli 1 mL 80:20 Su: MeOH ile 1
mL’ye seyreltme

!

0.22 pm'lik bir siringa filtresinden stizme

!

LC-MS/MS sistemine 5 pL enjeksiyon

Sekil 3.24 : Alkali hidroliz prosediirii.
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Asidik ve bazik hidroliz sonrasi hidrolizatlari igeren viallerin gorseli Sekil 3.25°de

gosterilmistir.

9,5 mL 4.2 N NaOH

110°C’de 20 saat

110°C ‘de 24 saat

Asidik hidroliz Alkali hidroliz

Sekil 3.25 : Asidik ve alkali hidroliz sonrasi viallerin goriintiileri.

3.4 Bilesen Analizleri

Alman ¢ig siit 6rneklerinde bilesen analizleri (protein, yag, laktoz ve kuru madde) IDF
(Uluslararas: Siitgiiliik Federasyonu) 141C:2000 ve ICAR (Uluslararas1t Hayvan Kayit
Komitesi) standartlarina uygun olarak ¢alisan ve AOAC (Resmi Tarim Kimyagerleri
Dernegi) onayli metodunu kullanan Bentley FTS/FCM cihazi ile yapilmistir.
Analizlerin yapildig1 cihaz gorseli Sekil 3.26°da verilmistir.
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Sekil 3.26 : Bentley FTS/FCM cihazi.

3.5 Isil islem

Her 1rka ait laktasyonun ileri agamasindan (120-250 giin) alinmis 3’er adet siit 6rnegine

ayni kosullarda pastorizasyon ve kaynatma islemi uygulanmigtir.

Pastorizasyon islemi cam tiiplerde 72°C’de 15 dk siire ile Niive BM 30 sirkiilasyonlu

su banyosunda yapilmustir.

Kaynatma islemi ise, Gerhardt KT 20s Azot Protein Tayin Cihazinin aliiminyum blok
yakma iiniteleri kullanilarak yapilmistir. Toplamda 15 adet siit 6rneginden cam tiiplere
40’ar mL siit alimmigtir. Siit 6rnekleri kaynamaya basladiktan sonra 10 dk siiresince

kaynatilmaya devam edilmistir.

Isil islemin etkisini degerlendirmek amaciyla ¢ig siit, pastorize edilen ve kaynatilan

siit 6rneklerinde HMF, lisin ve renk analizleri ger¢eklestirilmistir.

47



3.6 HMF Analizi

3.6.1 LC-MS/MS analizi

HMF analizleri LC-MS/MS cihazinda optimize edilen metot ile yapilmistir. Amino
asit analizinde kullanilan bir ESI kaynagi, bir Shimadzu LC20AD pompasi, bir
Shimadzu CTO-10ASvp kolon firmni, bir Shimadzu Nexera X2 SIL-30AC otomatik
ornekleyici ve PC yazilimi, LabSolutions versiyon 5.97 ile birlestirilmis, Shimadzu
LCMS-8040 tg¢lii kuadrapol kiitle spektrometresi (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japonya) HMF analizleri i¢in de kullanilmistir.

IIk olarak HMF standardi (~1 mg/L) MeOH icinde ¢oziilmiis ve optimum kiitle
spektrometresi kosullarini belirlemek tizere hazirlanmistir. ESI kaynagi pozitif iyon
modunda ¢alistirilirken kolon ¢ikarilmis olarak LC/MS sistemine 1 pL enjekte edilerek

HMF molekiiler iyonu belirlenmistir.

Optimum 6ncii iyonun (m/z), ¢arpigsma enerjisinin (V), Q1 ve Q3 voltajlarinin (V) ve
iriin iyonlarmin (m/z) belirlenmesi LabSolution yazilimi kullanilarak optimize
edilmistir.

HMF analizi i¢in bir molekiiler iyon, kantifikasyon i¢in bir iirlin iyon ve bir de
tanimlayict iyon belirlenmistir.

HMF analizi icin optimize edilen LC-MS/MS parametreleri Cizelge 3.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.6: HMF analizi i¢in optimize edilen LC-MS/MS parametreleri.

Analit Alikonma Dwell Oncii Uriin CE Niteleyici
zamani zamani iyon Iyon V) iyon
(dk) (ms) (m/z) (m/z) (m/z)
HMF 2.56 100 126.9 109.0 14 53.15

Analizler, MRM kullanilarak ESI pozitif iyon modunda gerceklestirilmistir.

HMF analizinde LC-MS/MS cihazinda kullanilan kiitle spektrometresi parametreleri
Cizelge 3.7°de verilmistir.
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Cizelge 3.7:HMF analizi kiitle spektrometresi parametreleri.

Nebulize edici gaz akisi 3,0 L/dk
Kurutucu gazi akist 12 L/dk;
DL sicakligi 250 °C
Is1 blogu sicakligi 500 °C
CID gas 230 kPa

Optimize edilen HPLC parametreleri ise Cizelge 3.8’de yer almaktadir. Shim-pack
XR-ODSII kolon kullanilarak 7 dk gibi kisa bir gecis zamani olan bir metot elde

edilmistir.

Cizelge 3.8: HMF analizi i¢in optimize edilen HPLC parametreleri.

Sabit Faz Shim-pack XR-ODSII 2.2 2.0x75mm
kolon
Haraketli Faz A: %0,1 formik asit ve 0,1 mM amonyum

format iceren su

B: %0,1 formik asit ve 0,1 mM amonyum

format iceren MeOH
Akis 0.2 ml /dk
Kolon Sicakhigi 60°C
Enjeksiyon Hacmi 5ul
Gecis zamani 7 dk

Haraketli Faz Akis Program 0-3.0 dk, 5-5% B;
3.01-5.0 dk, 5-60% B;
5.00-5.01 dk, 60-5% B
5.01-7 dk, 5-5% B

Elde edilen HMF kromatogrami Sekil 3.27°de gosterilmistir. HMF icin alikonma

zamani 2.56 dk olarak belirlenmistir.
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(x100,000)
1:126.9000>109.0000(+)
2.2511:126.9000>53.1500(+)

2.004

1.75

Sekil 3.27 : HMF kromatogrami
3.6.2 Validasyon

Analitik  yontem dogrusallik, geri kazanim, ve kesinlik (tekrarlanabilirlik,

tekrartiretilebilirlik), LOD ve LOQ bakimindan degerlendirilmistir.

LOD ve LOQ degerlerini belirlemek amaciyla HMF agisindan temiz siite birinci
kalibrasyon noktasi olan 2 pg/kg diizeyinde HMF ilave edilmis ve 12 kez bagimsiz
olarak calisilmistir. Ekstrakte edilen 6rnekler LC-MS/MS sistemine enjekte edilmis ve
analiz sonuglarindan elde edilen standart sapmanin 3 katt LOD, 10 kat1 LOQ olarak

belirlenmistir.

Dogrusallik, alt1 noktali standart kalibrasyon egrisi ile belirlenmistir. Matriks uyumlu
(matrix-matched) kalibrasyon egrisi kullanilmigtir. Dogrusalligi belirlemek amaciyla
HMF agisindan temiz siite belirlenen seviyelerde (2 ng/kg, 5 pg/kg, 10 pg/kg, 15
ng/kg, 20 ng/kg, 25 ng/kg) HMF standardi ilave edildikten sonra bu 6rneklerin analiz
edilmesiyle hazirlanan kalibrasyon noktalarinin her biri sisteme licer kez enjekte

edilmistir.
Elde edilen HMF kalibrasyon egrisi Sekil 3.28’de verilmistir.

Yontemin tekrarlanabilirligini degerlendirmek amaciyla igerisinde HMF olmayan siite
5 pg/kg diizeyinde HMF standardi ilave edilerek alti kez bagimsiz olarak analiz
edilmistir. Bu islem, tekrariiretilebilirligini (gilinler arasi kesinlik) degerlendirmek i¢in

lic glin tekrarlanmistir.

Tilim varyasyonlar, bagil standart sapma (% RSD) olarak ifade edilmistir.
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y = 87.364,054x + 221.503,525
R?=0,996
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Sekil 3.28: HMF kalibrasyon egrisi.
3.6.3 Ornek hazirlama

10+ 0,1 g siit 6rnegi, 50 mL'lik santrifiij tiipline tartilmistir. %1 asetik asit iceren 10mL
asetonitril eklenmistir ve vortekste 30 dakika karistirildiktan sonra 6 g magnezyum

stilfat ve 1,5 g sodyum asetat eklenmis ve 2 dakika elde calkalanmastir.

Tiip 5000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra 8 mL siipernatant temiz bir cam
santrifiij tiiptine aktarilmistir ve 50 °C'de azot evaporatdriinde kurutulmaya

birakilmustir.

Elde edilen tortu, %0,1 formik asit iceren 1 mL 80:20 Su: MeOH ile ¢oziilmiistiir. 0.22
um'lik bir siringa filtresinden bir HPLC sisesine siiziilmiis ve LC-MS/MS sistemine

bes mikrolitre enjekte edilmistir.
Ornek hazirlama asamasi sekil 3.11°de sematize edilmistir.

Analiz metodunda diisiik LOD diizeylerine inebilmek amaciyla 6rnek hazirlama
optimizasyonu sirasinda 6rnek miktar yiiksek tutulmustur. Yine hem analiti konsantre
etmek, hem de ¢oOziiciiyi degistirmek amaciyla Ornege evaporasyon iglemi

uygulanmigtir.

Matriks uyumlu (matrix-matched) kalibrasyon egrisi kullanilarak ornekten gelen

matriks etkisi elimine edilmistir.
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10 g siit

!

10 mL %1 asetik asitli 10mL asetonitril

!

30 dk vorteks

!

6 g magnezyum siilfat ve 1,5 g sodyum asetat

!

2 dakika elde calkalama

!

5000 rpm'de 10 dakika santrifiij

!

8 mL siipernatant 50 °C'de azot evaporatdriinde

l

Tortu, %0,1 formik asit iceren 1 mL 80:20 Su: MecOH

l

0.22 um'lik bir siringa filtresinden slizme

!

LC-MS/MS sistemine 5 pL enjeksiyon

Sekil 3.29 : HMF analizi i¢in 6rnek hazirlama prosediirii
3.7 Renk Analizi
Siit orneklerinin renk 6l¢timleri Hunter kolorimetresi (Colorflex EZ, HunterLab, USA)
kullanilarak yapilmistir.

Cig, pastorize ve kaynatilmis siit Orneklerinde, CIE (Uluslararas1 Aydinlatma
Komisyonu) Renk Degerleri; L* (parlaklik/beyazlik), a* (kirmizilik/yesillik), b*

(sarilik/mavilik) olmak iizere {i¢ renk degeri dl¢lilmiistiir.
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3.8 istatiksel Analiz

Analizlerden elde edilen sonuclarin istatiksel olarak degerlendirilmesi JMP (JMP 7,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) programi ile yapilmistir. Programin Fit Model

prosediirii kullanilmistir.

Calisilan 1rklardan elde edilen siitlerin amino asit kompozisyonu ve kimyasal
bilesimleri arasindaki ortalama farkliliklar1 raporlamak icin Tukey HSD testi

uygulanmustir.

Isil islem sonras1 yapilan HMF, lisin ve renk analizleri degerlendirmesinde de aymi

prosediir kullanilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Amino Asit Analizi Sonuc¢lar
4.1.1 Validasyon sonuclari

LOQ, sinyal/giiriiltii oram1 >10 seviyesinde bir pik veren analit miktar1 olarak
tanimlanan LOQ degerleri 0.008 ile 0.083 pg/100mL araliginda degismektedir.
Kesinlik i¢in hesaplanan RSD degerleri, tekrarlanabilirlik i¢in %1,3 ile %7,4 ve
tekrariiretilebilirlik icin %1,7 ile %10,7 araliginda bulunmustur. Validasyon
sonucunda her bir amino asit i¢in elde edilen dogrusallik, LOQ degerleri ve kesinlik

sonuglar1 Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1: Amino asit validasyon sonuglar1 6zeti.

Dogrusal ~ Dogrusallik LOQ Tekrarlanabilirlik  Tekrariiretilebilirlik
Amino asit aralik (R%) (ng/100mL) RSD (%) RSD (%)
nmol/mL (n=6) (n=18)
Lisin 2,5-25 0.999 0,046 59 59
Histidin 2,5-25 0.997 0,012 7,1 10,7
Glisin 2.5-25 0.999 0,047 7.4 6,5
Sistin 0,3125-5 0.995 0,038 4,5 10,5
Serin 2,5-25 0.997 0,008 59 4,8
Arjinin 2,5-25 0.998 0,014 2,2 3,6
Aspartik 2,5-25 0.995 0,083 3.1 7,6
Treonin 2,5-25 0.997 0,009 2,4 33
Alanin 2.5-25 0.996 0,028 5,8 4,7
Glutamik 2,5-50 0.999 0,046 2,5 54
Prolin 2.5-25 0.998 0,009 3,5 34
Valin 2,5-25 0.998 0,037 1,8 1,7
Metiyonin 1,25-10 0.996 0,012 3,2 3.4
Isolosin 2,5-25 0.996 0,010 1,9 3,1
Tirozin 2.5-25 0.998 0,057 1,3 2,1
Losin 3,3-50 0.995 0,041 2,1 25
Fenilalanin 2.5-25 0.996 0,013 3,3 2,6
Triptofan 1,25-10 0.997 0,016 2,2 2,2

Kalibrasyon egrileri, Cizelge 4.1°de listelenen konsantrasyon araliklarinda her amino
asit i¢in iyi bir dogrusallik gostermistir. Elde edilen kalibrasyon egrilerinden dogrusal
regresyon analizinin korelasyon katsayilar1 (R?) tiim amino asitler i¢in >0.995 olarak

elde edilmistir.
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4.1.2 Siit 6rneklerinin amino asit sonug¢lari

Calisma kapsaminda bes sigir irkindan elde edilen siitlerde toplam 18 amino asidin

analizi yapilmistir. Ozols (1990) triptofanin genellikle asit hidrolizatlarinda geri

kazanilamadigini ve triptofan analizinin 6zel yontemler gerektirdigini bildirmistir. Bu

nedenle triptofan amino asit analizlerine genellikle dahil edilmez. Oysa triptofan

esansiyel bir amino asittir ve Friedman, (2018) tarafindan triptofanin, normal

bliylimede 6nemli bir rolii oldugu ve ¢esitli biyoaktif bilesikler i¢in in vivo ncii gorevi

gordiigl bildirilmistir. Yani bir gidanin besin degerinin belirlenmesinde diger amino

asitler ile beraber triptofan iceriginin bilinmesi de dnemlidir.

Bu c¢aligmada asidik hidrolizin yani sira alkali hidroliz de gergeklestirilmis olup,

calismanin sonuglarina triptofan igerikleri de dahil edilmistir. Calisilan irklardan elde

edilen ortalama amino asit konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2: Farkli irklardan elde edilen siitlerin amino asit bilesimi (g/100mL).

Amino Siyah Alaca Simental Esmer Boz Irk Yerli Kara
Asitler (n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16)
EAA
Lisin 0,196+0,02584F 0,197+0,0258*%  0,199+0,0312*B  0,211+0,0194*  0,177+0,02225
Metiyonin 0,081+0,01234 0,092£0,01074  0,072£0,01795¢  0,074+0,01525¢  0,062:£0,0106°
Valin 0,223+0,0236* 0,236+0,0283* 0,222+0,03374 0,230+0,0148*  0,190+0,0172®
Tsoldsin 0,177+0,0182% 0,188+0,0208* 0,171£0,02414  0,17840,0132*  0,146:0,0144"
Lsin 0,399+0,04144 0,414£0,0466*  0,380+0,0421%  0,404+0,0282%  0,344=0,0320°
Treonine 0,164+0,0173% 0,177+0,0188*  0,168+0,0252*  0,171£0,0115*  0,145+0,0156"
Fenilalanin 0,166+0,0166* 0,168+0,0208*  0,159+0,0216"®  0,168+0,0115*  0,144%0,0151®
Triptofan 0,052+0,00774 0,0540,0049*  0,0390,00708 0,050+0,00424  0,052+0,0073*
NEAA

Histidin 0,086+0,0125¢ 0,106£0,0164*  0,101£0,0179B  0,091:0,0066%  0,080::0,0099¢
Glisin 0,058+0,0101 0,068+0,0101 0,068+0,0237 0,0610,0057 0,060£0,0050
Sistin 0,011:£0,00395¢ 0,020:0,0049*  0,015+0,0066" 0,010+0,0023  0,0110,0025"C
Serin 0,1810,0360 0,194+0,0258 0,183+0,0248 0,1890,0144 0,177£0,0165
Arjinin 0,135+0,0191 0,149+0,0164 0,140+0,0224 0,144+0,0085 0,133£0,0121
Aspartik Asit 0,273+0,03684B 0,288+0,0288"  0,250£0,0296%C  0,280+0,0177*  0,238+0,0211€
Alanin 0,107+0,01 1248 0,121£0,03024  0,107£0,01974F  0,110+0,0057*®  0,097+0,0086"
Glutamik acit 0,655+0,0666* 0,678+0,0708*  0,652+0,0752*  0,647+0,0409*  0,562+0,0465"
Prolin 0,292:+0,02434 0300£0,0257*  0,299+0,0343*  0,302+0,0161%  0,254:0,02248
Tirozin 0,177+0,023548 0,189+0,02514 0,177£0,0314%  0,173+0,0143%B  0,1540,0209®
EAA/TAA 0,425 041948 0,414" 04254 0416

EAA: esansiyel amino asitler

NEAA: esansiyel olmayan amino asitler
TAA: toplam amino asit

ABC ayni satirdaki farkli iist simgeler istatiksel olarak onemli farkliliklari gdsterir
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Incelenen 1rklarin siitlerinin amino asit bilesimi karsilastirildiginda metiyonin, lisin,
histidin, sistin, aspartik asit, treonin, alanin, glutamik asit, prolin, valin, izoldsin,
tirozin, 16sin, fenilalanin ve triptofan konsantrasyonlar1 agisindan irklarin siitleri
arasinda Onemli farkliliklar (P<0,05) oldugu goriilmistiir. Glisin, serin, arjinin
konsantrasyonlar1 agisindan ise siitler arasinda 6nemli bir farklilik bulunamamistir

(P>0,05).

Triptofan disindaki esansiyel amino asitler ve ayrica esansiyel olmayan amino asitler
serin, arjinin, aspartik asit, alanin, glutamik asit, prolin ve tirozin Yerli Kara’dan elde

edilen siitlerde en diisiik konsantrasyonlarda bulunmustur.

Esansiyel olmayan amino asitler histidin, sistin, aspartik asit, alanin, glutamik asit ve
tirozin ve esansiyel amino asitler metiyonin, valin, izoldsin, 18sin, treonin ve triptofan

Simental siitlerinde en yliksek konsantrasyonlarda tespit edilmistir.

Boz Irk ve Siyah Alaca siit 6rneklerinde toplam esansiyel amino asitlerin toplam amino
asitlere oraninin diger 1rklara gore daha yiiksek oldugu, Esmer ve Yerli Kara irklarinda

ise Onemli dl¢iide daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Boz Irk ve Siyah Alaca siitlerinin amino asit kompozisyonlarinin karsilagtirilmasinda
lisin, valin, izol6sin, 16sin, treonin, fenilalanin, triptofan, histidin, glisin, sistin, serin,
arjinin, aspartik asit, alanin, glutamik asit, prolin ve tirozin konsantrasyonlarinda
istatistiksel anlamda fark olmadigi goriilmiistiir (P>0,05). Geleneksel yontemlerle
yetistirilen Boz Irk siitlerinin amino asit bilesimi ile modern yontemlerle yetistirilen
ve Ozel yemlerle beslenen Siyah Alaca siitlerinin amino asit bilesiminin birbirine

benzer oldugu gozlemlenmistir.

Schonfeldt ve dig. (2012) tarafindan {iilkeye Ozgii siit kompozisyon verilerinin
derlendigi bir ¢alismada Giiney Afrika, Amerika, Danimarka, Avusturalya ve Yeni
Zellanda’da inek siitiiniin amino asit kompozisyonlarinin karsilastirildig verilerde,
tiim tilkelerde inek siitlerinde en bol bulunan amino asitin glutamik asit yine en bol
bulunan esansiyel amino asitin 16sin oldugu goériilmektedir. Ayn1 ¢alismada yer alan
tilkelerin hepsinin siitlerinde triptofan en az miktarda bulunan esansiyel amino asit

olarak goriilmektedir.

Yine Khromova ve dig. (2018) tarafindan modern siit kompleksi kosullarinda
yetistirilen Avrupu Siyah Alaca ineklerinin amino asit komposizyonunun incelendigi

caligmada siitlerde en yiiksek bulunan esansiyel amino asit 16sin, en az bulunan
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esansiyel amino asit triptofan, siitlerde en bol bulunan amino asit ise yine glutamik asit

olarak bildirilmistir.

Mevcut calismada da literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu olarak biitiin 1rklara ait siit
orneklerinde triptofan en az miktarda (0,039+0,007-0,054+0,0049 g/100mL) bulunan

esansiyel amino asit olmustur.

Inek siitiiniin amino asit profilini inceleyen dnceki calismalarla uyumlu olarak, tiim siit
orneklerinde en bol bulunan amino asit glutamik asit (0,562-0,678 g/100 mL siit) ve
yine en bol bulunan esansiyel amino asit 16sin (0,344-0,414 g/100 mL siit) olarak tespit
edilmistir (Zandoki ve dig, 2006; Ceballos ve dig, 2009; Mapekula ve dig, 2011;
Berisha ve dig, 2021).

Literatiirde ¢ogunlukla HPLC metotu kullanilarak tiirevlendirme asamasi iceren uzun
prosediirler kullanilarak inek siitiinde protein bagli amino asit kompozisyonunun
incelendigi calismalardan elde edilen sonuglarin mevcut ¢alismada LCMS/MS
kullanilarak optimize edilen metottan elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu

goriilmektedir.

Schonfeldt ve dig. (2012) tarafindan iilkeye 6zgii siit kompozisyon verilerinin farklilik
gosterdigi ve tlilkeye 0Ozel siit bilesim verilerinin bilinmesinin 6nemli oldugu
bildirilmistir. Literatiirde ise Tirkiye’de yetisen sigir irklarmin amino asit

kompozisyonunun arastirildig: bir ¢alismaya rastlanilmamaistir.

Bu ¢alisma ile LCMS/MS kullanilarak optimize edilen metot ile Tiirkiye’de yetisen
bes sigir irkindan elde edilen siitiin amino asit komposizyonu arastirilmis ve
belirlenmistir. Daha ayritili calismalar i¢in de mevcut metot kullanilabilir. Ayrica daha
fazla calismaya kesinlikle ihtiya¢ duyulsa da, mevcut ¢alismanin sonuglar1 spesifik
amino asit i¢eriklerine sahip inek siitii iiretmek i¢in melezleme ¢aligmalarina yardime1

olarak kullanilabilir.

4.2 Bilesen Analizleri

Farkl1 bes s1g1r irkindan elde edilen siitlerin protein, yag, laktoz ve toplam kuru madde
bilesimi analizleri yapilmistir. Coziinmiis ve karistirilmis siit orneklerinin bilesen
analizleri Bentley FTS/FCM cihazinda paralel olarak yapilmigtir.

Analizlerden elde edilen sonuclarin ortalama degerleri Cizelge 4.3’de Ozetlenerek

verilmistir.
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Cizelge 4.3: Farkli irklardan elde edilen siitlerin bilesen analizleri (g/100mL).

Siyah Alaca Simental Esmer Boz Irk Yerli Kara
Protein 3,00+0,348 3,14+0,398 2,88+0,358 3,48+0,224 2,92+0,368
Yag 3,29+0,918C 4,38+1,094 3,85+0,58AB 2,52+0,51C 3,12+0,708C
Laktoz 4,63+0,318 4,43+0,398 4,39+0,228 5,010,214 4,93+0,244
Kuru Madde

11,69+1,368 12,85+1,26" 11,87+0,714B 11,77+0,888 11,62+1,058

Farkli irklardan elde edilen siitlerin protein icerigi 2,88+0,35 ile 3,48+0,22 g/100mL

arasinda belirlenmistir.

Yerli Kara, Esmer, Simental ve Siyah Alaca irki ineklerden elde edilen siitlerin protein
degerleri arasindaki fark 6nemsiz (P>0,05) bulunmus, istatiksel olarak 6nemli olmasa
da esmer 1rki ineklerden elde edilen siitlerin en diisiik protein igerigine sahip oldugu
goriilmiistiir. Boz Irk ineklerden elde edilen siitlerin protein degerleri, diger dort irk
inekten elde edilen siitlerin protein degerlerine gore istatistiksel olarak dnemli oranda

(P<0,05) ytiksek bulunmustur.

Siitlerin yag igerikleri 2,52+0,51 ile 4,38+1,09 g/100mL aralifinda dl¢iilmiistiir. Boz
Irk inekten elde edilen siitlerin en diisiik yag igerigine sahip oldugu ve Simental 1rki
ineklerden elde edilen siitlerin ise en yiiksek yag icerigine sahip oldugu tespit

edilmistir.

Siitlerin  laktoz igerikleri 4,39+0,22 ile 5,01£0,21 g/100mL seviyelerinde
belirlenmistir. Boz Irk ve Yerli Kara irk1 ineklerden elde edilen siitlerin en yiiksek
laktoz igerigine sahip oldugu ve aralarinda 6nemli bir fark olmadig: tespit edilmistir.
Ayrica Simental, Siyah Alaca ve Esmer irki ineklerden elde edilen siitlerin laktoz

degerleri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark bulunamamistir (P>0,05).

Diyetteki laktoz oraninin artmasi ile kalsiyum, magnezyum ve fosfor gibi minerallerin
emiliminin arttig1 bilinmektedir. Ayrica bagirsakta fermente edilen laktozun
olusturdugu laktik asitin, bazi1 bagirsak mikroorganizmalarina kars1 antiseptik gorevi
gordiigli, bifidus florasmnin artisini destekledigi ve bazi istenmeyen viriislerin
bliylimesini engelledigi bildirilmistir (Kwak ve dig, 2012; Seki ve Saito, 2012;
Masood, 2011). Geleneksel fermente siit iirlinlerinde 6nemli olan laktozun, kefir/kimiz
gibi fonksiyonel fermente siit iirlinlerinin de en énemli substrati oldugu belirtilmistir
(Shi ve dig, 2011; Singh ve dig, 2017). Ayrica anne siitiiniin inek siitline gére daha
yiiksek oranda (%6,5-7) laktoz icerdigi diisiiniildiigiinde, Boz Irk ve Yerli Kara irk1
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ineklerden elde edilecek siitiin ¢ocuklarin beslenmesinde ¢ok Onemli olabilecegi

distiniilmektedir.

Siitlerin toplam kuru madde degerleri 11,62+1,05 ile 12,85+1,26 g/100mL araliginda
degismekte olup, bu degerlerin Simental hari¢ diger siitlerde benzer oldugu tespit
edilmistir. Simental siitlerinde ise kuru madde diger irklara gore 6nemli oranda

(P<0,05) yiiksek bulunmustur.

4.3 Isil islem Uygulamasi Sonras1 Analizler

Isil islem uygulamalarinin etkilerini degerlendirmek iizere her 1rka ait iiger adet siit
orneginde 1s1l islem Oncesi, pastorizasyon sonrasi ve kaynatma islemi sonrast HMF,
lisin ve renk analizleri yapilmistir.

4.3.1 Lisin analizi

Pastdrizasyon ve kaynatma islemi uygulanan siitler 3.3.3.1’de anlatilan prosediire gore

gerceklestirilen asidik hidroliz sonras1 LC-MS/MS’te analiz edilmistir.

Analizlerlerden elde edilen sonuglar agisindan pastorize edilen ve kaynatilan siit
orneklerinin lisin konsantrasyonlar: ile ¢ig siit 6rneklerinin lisin konsantrasyonlari

arasinda onemli bir fark (P>0,05) olmadig1 goriilmiistiir.
Sonuglar Cizelge 4.4’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4: Is1 uygulamasindan sonra lisin degerleri (g/100mL).

Cig Siit Pastorize Siit Kaynatilmig Siit
Siyah Alaca 0,19120,022 0,195+0,025 0,22320,047
Simental 0,183+0,014 0,184+0,010 0,201£0,043
Esmer 0,222+0,012 0,226:0,033 0,223+0,047
Boz Itk 0216:0,027 0,189£0,025 0,222+0,048
Yerli Kara 0.1700,024 0,143+0,026 0,1590,022

Erbersdobler ve Somoza, (2007) tarafindan Maillard reaksiyonlar1 sonucunda lisinin
artik besinsel olarak mevcut olmadigi, ancak standart amino asit analizi prosediirii
uygulandiginda, asit hidrolizinin 6n adimini takiben yani hidroliz sirasinda serbest
lisin olarak nicelendirilen bilesiklerin olusumuyla sonuglandigi bildirilmistir. Bu

durum g6z 6niine alindiginda, lisin analizinin asidik hidroliz uygulanarak yapildigi bu
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calismada ¢ig siit lisin degerleri ile pastorizasyon ve kaynatma uygulalanan siitlerin

lisin degerlerinin birbirine benzer bulunmasi sasirtici degildir.

Erbersdobler ve Somoza (2007) 1s1l islem Oncesi ve sonrasi lisin degerlerini 6lgmek
i¢in yapilan asit hidrolizi asamasinda baglanmis olan lisinin de serbest hale gectigi ve
sonuclart yanilttigi icin olusumu 1s1l islemin tipine daha yakindan bagli olan ¢ok ¢esitli
Maillard reaksiyon bilesikleri tanimlandigim1 ve bunlar arasinda furozin, Ne-
karboksimetillisin, HMF, pirralin ve pentosidinin ultra yiiksek sicaklikta islem gormiis
siit veya hatta pastorize siit gibi ciddi ve hatta hafif 1s1l islem gérmiis gidalarin besin
degerinin degerlendirmesi amaciyla en yaygin kullanilan belirtecler oldugunu

bildirmislerdir.

Hegele ve dig. (2008) siit {iriinlerinde serbest ve proteine bagli erken ve ileri glikasyon
kaynakli lisin modifikasyonlarinin (Ne-fruktoselsine , Ne- karboksimetillisin = ve
pirralin) karsilastirmali LC-MS/MS profilini inceledikleri ¢aligmalarinda, ¢ig ve UHT
inek siitiiniin serbest ve proteine bagli Lys modifikasyonlar1 agisindan profillerinin cok
yakin oldugunu belirlemislerdir. Sonug olarak ¢ig siitiin hafif 1s1l isleminin, yani
pastorizasyon ve UHT isleminin, hem serbest hem de proteine bagli Lys
modifikasyonlarinin miktarin1 6nemli olgiide artirmamasini dikkat c¢ekici olarak

degerlendirmislerdir.

Mevcut calismada ise 1s1l islem gormiis siitlerin besin degerinin degerlendirmesi
amacuyla belirte¢ olarak yaygin kullanilan HMF se¢ilmis ve HMF analizleri ¢alismaya
dahil edilmistir.

4.3.2 HMF analizi

4.3.2.1 Validasyon sonuclari

Birinci kalibrasyon seviyesi olan 2 pg/kg diizeyinde HMF ilave edilmis siitiin 12
bagimsiz analizi sonuglarindan elde edilen LOD degeri 0,83 pg/kg, LOQ degeri ise
2,79 pg/kg olarak hesaplanmistir.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinden dogrusal regresyon analizinin korelasyon katsayisi

(R?) 0,996 olarak elde edilmistir.

Kesinlik i¢in hesaplanan RSD degerleri, tekrarlanabilirlik icin  %3,7 ve

tekrartiretilebilirlik i¢in %3,2 olarak bulunmustur.
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Siitiin 5 pg/kg diizeyinde HMF ilave edilerek 6 bagimsiz analiz edilmesi sonucu elde

edilen geri kazanim orant % 99,7 olarak bulunmustur.
4.3.2.2 Siit orneklerinin HMF analiz sonuc¢lari

Analiz edilen ¢ig siit 6rneklerinde HMF tespit edilememistir. Pastorize edilen siit
orneklerinde ise iz miktarda (LOD degerinin iizerinde LOQ degerinin altinda) HMF

olustugu tespit edilmistir.

Kaynatilan siit orneklerinin hepsinde LOQ seviyesinin Ustiinde HMF olustugu
gorilmistir. HMF olusumu bakimindan 1rklar arasinda oOnemli bir fark

bulunamamastir (P>0,05).

Cig siit drneklerinde ve 1s1l islem uygulanmis siit 6rneklerinde olusan HMF degerleri

Cizelge 4.5’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5: Siitlerde HMF degerleri (ug/kg).

Cig Siit Pastorize Siit Kaynatilmis Siit
Siyah Alaca Tespit Edilemedi <LOQ 8,45+3,75
Simental Tespit Edilemedi <LOQ 8,78+4,18
Esmer Tespit Edilemedi <LOQ 7,14+0,89
Boz Irk Tespit Edilemedi <LOQ 11,71+1,37
Yerli Kara Tespit Edilemedi <LOQ 9,39+3,35

Gidalarda HMF tespiti i¢in genellikle ekstraksiyon asamasinda ¢ogu, organik asit ile
1s1l islemin uygulandigi protein hidrolizasyonu adimini igeren g¢esitli teknikler

kullanilmastir.

Dehn-Miiller ve dig. (1989) ¢ig siitlerde Furosin ve HMF bulunmadigim
belirtmislerdir. Morales ve dig. (1995) tarafindan yapilan c¢alismada 1sil islem
gérmemis numunelerde saptanan HMF degerlerinin, uygulanan hidroliz kosullar
(oksalik asitte kaynatma) nedeniyle yeni olusumdan kaynaklandiginin agik¢a belli

oldugu ifade edilmistir.

Oral ve dig. (2014) tarafindan yapilan ¢alismanin sonuclarinda HMF nin, asit hidroliz
asamasinda asit ve karbonhidratlar arasindaki kimyasal reaksiyonla iiretildigi ve bu
nedenle, her bir gida 6rneginin HMF seviyesinin gercek icerikten daha yliksek olarak
bulundugu belirtilmistir. Calismanin sonucunda bu durumdan kaginmak i¢in, analizde

asit hidroliz asamasinin atlanmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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Literatiir bilgileri 1s181inda ¢esitli ¢alismalarda ¢ig siit orneklerinde tespit edildigi
belirtilen HMF degerlerinin asidik hidroliz  sirasinda meydana  geldigi
diisiiniilmektedir. Mevcut ¢alismada siitlerde ekstraksiyon kaynaklt HMF olsumuna
neden olmamak icin hidroliz asamasi uygulanmamis ve sonug¢ olarak ¢ig siit

orneklerinde HMF tespit edilememistir.

Czerwonka ve dig. (2020) de yaptiklar1 ¢alismada 1.3 pg/kg gibi diisiik bir LOD
seviyesi elde etmelerine ragmen ¢ig siitlerde HMF tespit edememislerdir. Siitli
100°C'de 20 dakika siire ile 1sitma sonrasinda siitlerde 144 pg/kg diizeyinde HMF
olustugunu, 20-100 dakika arasinda ise HMF olusumunun neredeyse lineer olarak
arttigint bildirmislerdir. Caligmalarinin sonucunun, siitiin 1sitilma stiresinin HMF
konsantrasyonunun artmasiyla iliskili oldugunu, bir 1s1-hasar gostergesi olarak HMF

kullaniminin yararliligini1 dogrulayabildigini belirtmislerdir.

Mevcut ¢alismada kullanilan yontemin ekstraksiyon prosediiriic Gokmen ve Senyuva
(2006) tarafindan bebek mamalarinda HMF tespiti amaciyla LC-MS teknigi
kullanilarak gelistirilen yontemin ekstraksiyon prosediirii ile benzerlik gostermektedir.
Ancak Gokmen ve Senyuva (2006) calismalarinda ekstraktin temizlenmesi amaciyla

SPE (kat1 faz ekstraksiyon kartusu) kullanmislardir.

Jozinovi¢ ve dig. (2019) tarafindan gida endiistrisi yan iirlinleri ile zenginlestirilmis
mustr iirlinlerinde es zamanli olarak akrilamid ve HMF tayini i¢in G6kmen ve Senyuva
(2006) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek, LC-MS/MS kullanilarak
gelistirilen, ornegin MeOH ile ekstrakte edilmesinden sonra, c¢oktiiriilmesi ve
evaporatorde kurutulup, tekrar su ve asetonitril karisiminda ¢oziilmesi adimlarin
iceren yontemde SPE kartus kullanilmamistir ve bu bakimindan mevcut ¢aligmada

kullanilan yontemle daha fazla benzerlik gostermektedir.

Yine Gokmen ve Senyuva (2006) ve Jozinovi¢ ve dig. (2019) tarafindan gelistirilen
her iki yontemde atmosferik basin¢ta kimyasal iyonizasyon (APCI) kullanilmisken

mevcut metotta EST kullanilmagtir.

Pastorize edilen siit 6rneklerinde ise LOD limitinin iistiinde ancak LOQ limitinin
altinda HMF tespit edilmistir. Yine literatiirde pastorize siitlerde tespit edildigi
belirtilen bazi HMF degerlerine gore diisilk miktarda HMF bulunmasinin nedeninin

uygulanan metodun hidroliz asamasi1 icermemesi oldugu diisiiniilmektedir.
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Siite uygulanan kaynatma islemi evde yaygin olarak kullanilan 1s1l islem olsa da diger
1s1l iglemlere gore siite etkisinin arastirildigi kisithh calisma mevcuttur. Siitiin
kaynatilmasi sonucu HMF olusumunun izlendigi bir ¢alismaya rastlanilamamustir.
Ancak 10 dakika siire ile siitiin kaynatildig1 bu ¢alismada, siitlerde LOQ seviyesinin
tizerinde (4,3-13,19 pg/kg arasinda) HMF olustugu goriilmiistiir.

Ancak Czerwonka ve dig. (2020) tarafindan bildirildigi gibi siitteki HMF diizeyleri,
bu degerlerin ¢ok daha yliksek oldugu, genellikle mg/kg veya L olarak ifade edilen

diger baska gida tiriinlerine kiyasla nispeten daha kiigiiktiir.

Czerwonka ve dig. (2018) tarafindan popiiler alkolsiiz igeceklerdeki HMF igerigini
degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismada, test edilen iirliinlerden en fazla HMF
icerigi 3000 mg/kg’1 asan miktarlarda olmak {izere hazir kahvelerde belirlenmistir.
Kavrulmus kahvelerde 200 mg/kg’1 asan seviyelerde, meyve sular1 ve nektarlarinda
ise uretildigi meyvelere bagli olarak 0,47 ile 110,75 mg/L arasinda HMF oldugu
goriilmustiir. Gazli alkolsiiz igeceklerde, icecegin ve tatlandiricinin tiirline bagli olarak

0,23 ile 40,69 mg/L arasinda HMF tespit edilmistir.

Bal ve pekmez de HMF agisindan risk olusturabilcek gidalar arasinda bulunmaktadir.
Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (2020) ile tiiketime sunulan ballarda bulunabilecek
maksimum HMF diizeyi belirlenmis, balda en fazla 40 mg/kg seviyesinde HMF
bulunmasina izin verilmistir. Tiirk Gida Kodeksi Uziim Pekmezi Tebiligi (2017) ile de
tiketime sunulan {izim pekmezinde bulunabilecek maksimum HMF diizeyi
belirlenmis, s1v1 liziim pekmezi i¢in en fazla 75 mg/kg seviyesinde, kat1 tiziim pekmezi

icin en fazla 100 mg/kg seviyesinde olarak belirlenmistir.

Tiirk gida kodeksinde, siit ve siit Uriinlerinde HMF diizeyi ile ilgili belirlenmis
herhangi bir yasal limit bulunmamaktadir. Avrupa Birligi tarafindan da siitte
bulunabilecek maksimum HMF miktar1 ile igili belirlenmis bir limite

rastlanilamamustir.

4.3.3 Renk analizi

Renk analizleri sonucunda farkli irklardan elde edilen ¢ig siit 6rneklerinin L* degerleri

ve a* degerleri istatiksel olarak birbirinden farkli bulunmamistir (P>0,05).
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Elde edilen b* degerlerinin ise Siyah Alaca ineklerde diger irklara gore daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Cig siit orneklerinden elde edilen renk degerlerinin 6zeti Cizelge

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6: Farkli irklardan elde edilen ¢ig siitlerin renk degerleri.

Siyah Alaca Simental Esmer Boz Irk Yerli Kara
L* degeri 90,15+1,60 88,24+1,09 88,54+1,67 87,77+1,31 88,85+0,94
a* degeri -3,64+1,00 -3,43%0,74 -3,54+0,73 -4,29+1,06 -4,41%0,89
b* degeri 9,580,248 13,051,207 13,87£0,800  12,48£0.76°  12,15£0,74A

Is1 uygulamalarindan sonra da 6rnekler renk analizine tabi tutulmustur. Calisilan bes
ik i¢in L*, a*, b* degerleri ¢ig, kaynatilmig ve pastorize siitler agisindan
degerlendirilmistir.

Orneklerin paralel olarak yapilan analizler sonucu elde edilen L* degerleri Cizelge

4.7°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.7: Is1 uygulamasindan sonra L* degerleri.

Cig Siit Pastorize Siit Kaynatilms Siit
Siyah Alaca 90,15+1,60 87.82+3,68 89,84+2,53
Simental 88,24+1,09 88,35+1,71 90,56+1,20
Esmer 88,54+1,67 88,020,55 89,76+1,21
Boz Irk 87,7741 31 85,70+0,72 88,3142,22
Yerli Kara 88,85+0,044 86,46+0,49P 89,72+0,86%

Calisilan bes 1rktan sadece Yerli Kara irkinin pastorize siit L* degerleri ¢ig ve
kaynatilmig siitten onemli oranda diisiik bulunmus (P<0,05), diger dort irkin L*
degerleri agisindan ¢ig, kaynatilmis ve pastorize siitler arasinda 6nemli bir fark

bulunamamustir (P>0,05).

Is1 uygulamalarindan sonra yapilan renk analizi sonucu elde edilen a* degerleri
Cizelge 4.8’de 6zetlenmistir. Esmer 1rk1 disinda ki diger dort irkta ¢ig, kaynatilmis ve

pastdrize siitlerin a* degerleri arasinda 6nemli bir fark bulunamamistir (P>0,05).
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Cizelge 4.8: Is1 uygulamasindan sonra a* degerleri.

Cig Siit Pastorize Siit Kaynatilmus Siit
Siyah Alaca -3,64+1,00 -4,21+0,59 -4,86+0,79
Simental -3,43+0,74 -4,32+0,64 -5,06+1,1
Esmer -3,54+0,73A -4,76+0,27AB -5,51+0,95B
Boz Irk -4,29+1,06 -5,08+0,56 -5,40+0,95
Yerli Kara -4,41+0,85 -4,78+0,52 -5,30+0,55

Is1 uygulamalarindan sonra siit Orneklerinin b* degerleri ise Cizelge 4.9’da

Ozetlenmistir.

Istatistiksel olarak bazilar1 dnemli bazilar1 6nemsiz olmakla birlikte pastdrize ve
kaynatilmis siitlerin b* degerlerinin biitiin irklarda ¢ig siit 6rneklerine gore daha diisiik

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.9: Is1 uygulamasindan sonra b* degerleri.

Cig Siit Pastorize Siit Kaynatilms Siit
Siyah Alaca 9,58+0,24A 6,58+0,538 8,23+1,51AB
Simental 13,051,204 9,67+0,69® 11,880,404
Esmer 13,87+0,80% 11,000,738 10,76+1,895
Boz Irk 12,48+0,76A 7.91+0,48" 10,92+0,744
Yerli Kara 12.1540,74A 7,45+0,938 10,69+0,774

Chudy ve dig. (2020) siitiin dogal renginin, 15181n dagilmis yag globiilleri, kalsiyum
kazeinat ve kalsiyum fosfat tarafindan yansimasindan kaynaklandigini ve ayrica siitte
bulunan suda ¢6ziinen riboflavin ve yagda ¢6ziinen karatonoidlerin siitiin rengini

etkileyen pigmentler oldugunu ifade etmislerdir.
Burton (1994) tarafindan 1s1l islemlerin siitiin L* degerlerinde artisa veya azalisa sebep
olabilecegi belirtilmistir.

Hazra ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ig siite gore 15 dk kaynatilmas siitte

L* degerlerinin diistiigii yani ¢ig siitiin daha beyaz oldugu gézlemlenmistir.

Chugh ve dig. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ig, diisiikk ve yiiksek sicalikta
pastorize edilen yagsiz siitlerin L*, a*, b* degerlerinde onemli bir fark olmadigi

gOriilmiistiir.
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Yanmis ve Coskun (2018) tarafindan keci siitiinde yapilan ¢alismada elde edilen L*
degerleri bakimindan ¢ig siit ile diisiik sisicaklikta pastorize edilen siitlerde 6nemli bir
fark bulunmazken, yiiksek sicaklikta pastorize edilen siitlerde L* degerlerlerinin
onemli oranda arttig1 goriilmistiir. Ayn1 ¢alismada b* degerlerinin 6nemli oranda
degismedigi a* degerlerinin ise 1s1l islem gormiis siitlerde ¢ig siite gére dnemli oranda

diisiik oldugu gorilmiistiir.

Mevcut ¢caligmada 1s1l islemin Yerli Kara irkinda L* degerine etki ettigi, esmer irkinda
ise a*degerine etki ettigi goriilmiistiir. Istatistiksel olarak bazilar1 énemli bazilari
onemsiz olmakla birlikte pastorize ve kaynatilmis siitlerin b* degerlerinin biitlin

irklarda ¢ig siit 0rneklerine gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC

Bir gidanin amino asit profilinin belirlenmesi, gidanin besinsel acidan
degerlendirilmesi i¢in 6nemlidir. Siit insan diyetindeki en onemli gidalardan biridir
ve slitlin amino asit profilinin belirlenmesi, siitiin kimyasal ve besinsel 6zelliklerini
etkileyebilecek peptit ve proteinlerin kalitatif degerlendirilmesi i¢in 6nemlidir. Farkli
tiirde hayvanlarin siitleri i¢gme siitli olarak kullanilsa da inek siitii diinyada siit iiretimi

ve tiikketiminde agik ara farkla ilk siray1 almaktadir.

Yapilan ¢aligmada, LC-MS/MS tekniginin amino asitlerin tiirevlendirme olmadan
analizine imkan vermesi avantaji kullanilarak siitte amino asitlerin analizi i¢in LC-
MS/MS ile basit ve disiik maliyetli bir analitik yontem gelistirilmis ve valide
edilmistir. Gelistirilen yontemle Tiirkiye'de yetistirilen kiiltiir irk1 sigirlardan Siyah
Alaca, Simental, Esmer ve yerli irklardan Yerli Kara ve Boz Irk olmak {izere bes farkli
sigir irkindan elde edilen siitlerin amino asit bilesimleri belirlenmistir. Calismada siit
orneklerine asidik hidrolizin yani sira bazik hidroliz de uygulanarak, siitlerde lisin,
histidin, sistin, aspartik asit, treonin, alanin, glutamik asit, prolin, valin, izol&sin,
tirozin, 16sin, fenilalanin, metiyonin, glisin, serin, arjinin ve triptofan olmak tizere

toplam 18 adet amino asidin komposiyonunun belirlenmesi gerceklestirilmistir.

Mevcut ¢calismada, inek siitiinde daha 6nceki ¢calismalarla benzer amino asit bilesimleri
sonuglart elde edilmistir. Farkli irklardan elde edilen siitlerin amino asit bilesimi
karsilagtirildiginda, Tiirkiye’nin yerli wrklarindan olan Boz Irk ve kiiltlir irk1 Siyah
Alaca siitlerinin, toplam esansiyel amino asitlerinin toplam amino asitlere oraninin

calisilan diger irklardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Siit orneklerinin kimyasal bilesimleri de incelenmistir. Boz Irk ve Yerli Kara
irklarindan elde edilen siitlerin laktoz igeriklerinin diger irklara gore daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir.

Daha fazla caligmaya kesinlikle ihtiya¢ duyulsa da, mevcut ¢alismanin sonuglarinin,
spesifik amino asit i¢eriklerine sahip inek siitii liretmek i¢cin melezleme ¢aligmalarina

yardimci olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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LC-MS/MS tekniginin amino asitlerin tiirevlendirme olmadan analizine imkan
vermesi avantajini kullanarak siitteki amino asitleri analiz etmek amaciyla gelistirilen
metot bundan sonraki ¢alismalarda da yardimci olabilecektir. Ayrica bu metot farkl
gidalarin bagli ve serbest amino asit profillerinin incelenmesinde de modifiye edilerek

kullanilabilir.

Yine calisma kapsaminda kaynatma ve pastOrizasyonun siitler iizerisinde etkisi
incelenmis, bu amagla 1s1l islem Oncesi ve sonrasi siitlerin lisin analizleri sonuglarinda
onemli bir farklilik tespit edilememistir. Yapilan renk ol¢iimlerinde ise 1s1l islemin
stitlerin L* degerlerine etkisi sadece Yerli Kara irkinda 6nemli bulunmustur. Tiim
irklarin a* degerlerinin 1s1l islemden Onemli derecede etkilenmedigi, istatistiksel
olarak bazilar1 6nemli bazilar1 6nemsiz olmakla birlikte pastdrize ve kaynatilmis
stitlerin b* degerlerinin ise biitiin irklarda ¢ig siit 6rneklerine gére daha diisiik oldugu

gorilmiistir.

Siite uygulanan 1s1l islem siddetinin ve kalitenin belirlenmesinde kullanilan ve
Maillard reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan en bilinen ve en yaygin ara iiriinlerden
biri olan HMF’yi tespit etmek amaciyla yiiksek hassiyet ve secicilige sahip LC-
MS/MS’te kolay, pratik ucuz bir yontem gelistirilmis ve valide edilmistir.

Farkli irklara ait siit Orneklerine aymi kosullarda pastorizasyon ve kaynatma
uygulanmis ve sonug olarak pastdrize edilen drneklerde LOD seviyesinin ilizerinde
HMF olustugu gozlenirken kaynatilan siit 6rneklerinde gelistirilen metotun LOQ

seviyesinin iizerinde HMF olustugu gozlemlenmistir.

Isil islem Oncesi ve sonrasi lisin analiz sonuglarinda 6nemli bir fark olmadigi
goriilmiistiir. Ancak lisin degerlerini dlgmek ic¢in yapilan asit hidrolizi agamasinda
baglanmis olan lisinin de serbest hale gectigi ve sonuglar1 yanmlttigi gbz Oniine
alinarak, 1s1l islem gormiis gidalarin besin degerinin degerlendirmesi amaciyla en
yaygin kullanilan belirte¢lerden biri olan HMF siit 6rneklerinde analiz edilmistir. HMF
sonuglart dikkate alindiginda pastorizasyon ve kaynatmanin siitiin besin degerlerinde
bir miktar kayba yol ac¢tig1, ancak diger bir ok gidaya gore bu miktarin ihmal edilebilir
oldugu soOylenebilir. Ancak bebek mamast gibi 1s1l iglem gormiis siit tozu bazl
gidalarda depolama siiresince de sicaklik ve siireye bagli olarak HMF miktarinin

artabilecegi ve dnemli diizeyde risk olusturabilecegi goz ardi edilmemelidir.
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Mevcut caligmada siitlerde HMF tespiti icin gelistirilen yontem modifiye edilerek,
HMF diizeyleri, siitteki degerlerin ¢ok daha {izerinde olabilen siit tozu ve siit tozu bazl

iriinlerin yani sira, pekmez, bal gibi diger pek ¢cok gida da kullanilabilir.

LC-MS/MS ile amino asit analizi ve HMF analizi i¢in uygulanan her iki yontem de
klasik HPLC analizlerine gore daha az reaktif kullanilan ekonomik ve pratik yontemler

olarak ileriki ¢alismalarda farkli gidalar i¢in uygulanabilecektir.
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