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3-kloropropan-1,2-diol (3-MCPD) esterleri potansiyel karsinojenik olarak bilinen gida isleme
kontaminantidir. Gida emiilsiyonlarinin biyoaktif bilesiklerin biyorarlanimini artirdigi bilinmesine
ragmen insan sagligina zararl olabilecek bilesiklerin emilimi ve toksisitesi {izerine etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Tez ¢alismasinin amaci da gida emiilsiyonlarinin 3-MCPD esterlerinin in vitro sindirimi
sonrasindaki toksisiteleri tizerine etkilerini incelemek ve emilimlerinin azaltilmasi iizerine stratejiler
gelistirmektir. Bu amag¢ dogrultusunda yemeklik yaglarin (ceviz, findik, aygicek, soya, musir ve
zeytinyagi) 3- MCPD ester igerikleri belirlenmistir. Rafine zeytinyagi en yiiksek 3-MCPD ester igerigine
sahip yag olmustur (1.78 + 0.13 mg/kg). Daha sonra %10 yag ve %90 su fazindan olusan emiilsiyonlar
tretilmigtir. Farkli pargacik boyutlarinda (ince, orta, kaba) emiilsiyon elde etmek amaciyla su fazinda
emiilgator olarak %0.15-2 peynir alt1 suyu proteini izolat1 ve 3 ila 10 kpsi basing araligindaki mikro
akigkanlastirict  kullamilmigtir. In vitro sindirim modeli Kkullanilarak serbest yag asitleri salinimi
arastirilmis ve 3- MCPD biyoerisilebilirlikleri hesaplanmistir. Toksisite testi olarak 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir testi (MTT) hiicre canlilik yontemi kullanilmistir. Her sindirim fazi
sonrasinda Orneklerin parcacik boyutu ve zeta potansiyel Ol¢limleri yapilmistir. En kii¢iik pargacik
boyutuna sahip olan ince emiilsiyon (369.16 + 3.72 nm), ince bagirsak fazinda en yiiksek serbest yag
asitleri salmimi gdstermistir (%85.27 + 0.68). Ince emiilsiyon ayni zamanda en yiiksek 3-MCPD
biyoerisilebilirligi gostermistir (%95.03 + 4.36). Emiilsiyonlarin yag fazina farkli oranlarda (%10-20-30)
limon yag1 eklendiginde serbest yag asitleri salinimi %30’a, biyoerisilebilirlik ise %45’¢ kadar azalmstir.
Ince emiilsiyonun misel fazi fibroblast hiicre hattinda, orta emiilsiyonun (514.17 + 2.27 nm) misel faz1 ise
fibroblast ve Vero hiicre hattinda toksik etki gostermistir. Emiilsiyonlarin pargacik boyutu arttikca ve
emiilsiyonlarin yag fazina limon yag1 eklendiginde yiizde canlilik artmustir. Ozetle; gida emiilsiyonlarinda
3-MCPD esterlerinin emilimi ya biiyiik parcacik boyutuna sahip emiilsiyonlar iireterek ya da yag fazina
sindirilemeyen yag ekleyerek azaltilabilir.
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3-Chloropropane-1,2-diol (3-MCPD) esters are food processing contaminants, and are known to be
potentially carcinogenic. The main purpose of this study was to determine whether the emulsion
technique increases the absorption of this contaminant, and to develop strategies to reduce their
absorption. 3-MCPD ester contents in edible oils (hazelnut, walnut, sunflower, soybean, corn, and olive
oil) were determined. Refined olive oil contained the highest 3-MCPD ester level (1.78 = 0.13mg/kg).
Then, emulsions (fine, medium, coarse) were prepared with 10% oil and 90% aqueous phase. Aqueous
phase contained 0.15-2% emulsifier (whey protein isolate) and microfludizier was used at 3-10 kpsi
pressure for emulsion formation. The free fatty acid release was investigated using an in vitro digestion
model, and the bioaccessibility of 3-MCPD was calculated. 3-(4,5-dimethylthiyazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromide test (MTT) cell viability method was used to perform toxicity tests. The
zeta potential and droplet size of the samples were measured after each digestion phase. The emulsion
with the smallest particle size (369.16 + 3.72 nm) resulted in the highest release of free fatty acid (85.27 +
0.68%) during small intestinal phase. Fine emulsions also resulted in the highest 3-MCPD ester
bioaccesibility (95.03 + 4.36%). When an indigestible oil, such as lemon oil, was added to the oil phase of
the fine emulsion (up to 30%), the release of free fatty acid decreased by up to 30% as expected and
bioaccessibility decreased by up to 45%. The micelle phase of the fine and medium (514.17 + 2.27 nm)
emulsion had a toxic effect on the fibroblast cell line and the micelle phase of the medium emulsion had a
toxic effect on the Vero cell line When the particle size increased and lemon oil was added to the oil
phase of the emulsion, the percent viability increased. Briefly, there are two ways to reduce the absorption
of 3-MCPD esters from food emulsions: producing emulsions with larger particle size, or adding
indigestible oil to the oil phase.

May 2022, 70 pages

Key Words: 3-MCPD, food emulsions, food contaminants, in vitro digestion system, bioaccessibility,
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1. GIRIS

Yenilebilir yaglar sadece gida katkisi olarak degil kizartma gibi islemlere 1s1 transferi
ortami hazirlamak, agiz hissini iyilestirmek, ¢esitli gidalara doku ve tat vermek
amaciyla kullanilmaktadir (Hrncirik ve Duijin 2011). Bu yaglarin iiretimi sirasinda
istenmeyen bilesikler olusabilmektedir. Bu bilesiklerden bir tanesi de Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi’nin 2012 yilinda insanlarda olas1 karsinojen olarak
smiflandirdigi  3-kloropropan-1,2-diol’diir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi 2013
yilinda kronik oral maruziyet ile 3-MCPD toksisitesi i¢in ana hedef organin bobrek
oldugunu, farelerde bagisiklik fonksiyonlarini baskiladigi ve dogurganligi azalttigini
bildirdigi bir rapor yayimlamistir. Potansiyel kanserojen olan 3-MCPD ve esterleri
islenmis gidalarda ve oOzellikle de bitkisel yaglarin rafine edilmesi sirasinda

olusmaktadir.

Normal fizyolojik fonksiyonlarda kullanmak ve depolamak i¢in viicuda alinan besinin
erigilebilir kismi olan biyoyararlilik, besin maddelerinin gastrointestinal sistem iginde
saliniimlarini, ¢6ziinmelerini, tasinmasini, metabolizmasini ve emilimini kontrol eden
gida matrisleri tasarlanarak gelistirilebilir. Yag ve su arasindaki ara yiizey alaninin
artmasi, olumsuz kosullar altinda bilesenlerin bozulmasina kars1 koruyabilir,

adsorpsiyon ve biyoyararlanimini degistirebilir.

Biyoaktif bilesenlerin biyoyararlanim1 {izerine yapilan bir¢ok ¢alisma; gida
emiilsiyonlarinin bu bilesenlerin biyoyararliligini artirdigini ve pargacik boyutunun
biyoyararlanim {izerinde biiyilk bir etkisi oldugunu gostermistir. Ancak, gida
emiilsiyonlariin insan sagligina yararli olmayan bilesenlerin emilimini ve toksisitesini
artirlp artirmayacagi tam olarak bilinmemektedir. Bircok yemeklik yagda 3-MCPD
esteri icerigi tespit edilmesine ragmen yemeklik yag kullanilarak iiretilen gida
emiilsiyonlarinin viicutta 3-MCPD salimimi ve hiicreler lizerinde sitotoksik etkisi
aragtirtlmamistir. Bu yilizden tezin ana hedefi gida emiilsiyonlarinin 3-MCPD
esterlerinin in vitro sindirimi sonrasindaki hiicreler {izerinde toksik etkisini
incelemektir. Bu kapsamda farkli yemeklik yaglarin 3-MCPD esterleri igerikleri
belirlenerek, farkli pargacik boyutlarina sahip emiilsiyonlarin toksisitesi arastirilacak ve

biyoyararlanimin azaltilmasi igin stratejiler gelistirilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 3-Kloropropan-1,2-Diol Esterleri

3-Kloropropan-1,2-Diol  (3-MCPD) ilk olarak asitle hidrolize edilen sebze
proteinlerinde serbest formda tespit edilen bir gida kontaminantidir (Velisek vd. 1978).
Asitle hidrolize edilmis bitkisel proteinlerde 3-MCPD yag esterlerinin (bagh 3-MCPD)
olusumu ise Velisek vd. (1980) tarafindan rapor edilmistir. Yapilan bazi arastirmalar 3-
MCPD’nin sadece asitle hidrolize edilen sebze proteinlerinde degil, ayn1 zamanda et,
siit, tahil {irtinleri ve bitkisel yaglar gibi islenmis gidalarda da olusabilecegini hatta insan
siittinde bile tespit edildigini gostermistir (Zelinkova vd. 2006, Zelinkova vd. 2008).
Islenmis yemeklik yaglar icin 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve glisidil esterleri
(GE) 6nemli kontaminantlardir (Anonymous 2016). Farkli gida tiirlerinde tespit edilse
de yemeklik rafine yaglarin ¢ogunda tespit edilmesinin sonucu olarak Stutgart Resmi
Laboratuvari, Max-Rubner Enstitlisii isbirligi ile bu konuyu arastirmis ve 3-MCPD
esterlerinin rafinasyon prosesinde yiiksek sicaklik ve diisik nem kosullarinda olan
deodorizasyon islemi sirasinda olustugunu bulmustur (Freudenstein vd. 2013, Zhao vd
2016).

3-MCPD, 2 fonksiyonel alkol grubu ve bir kloriir igeren C3H;ClO, molekiil formiiliine
ve 110.54 g/mol bagil molekiil agirligina sahip genotoksik olmayan karsinojen bir
bilesiktir. Sekil 2.1°de goriildiigi gibi 5 farkli bilesige (2-monokloropropan-1,3-diol,
2,3-dikloropropanl-ol, 1,3-dikloropropan-2-ol, 3-monokloropropan-1-ol ve 3-
kloropropan-1,2-diol) sahip kloropropanollerden biridir (Lee ve Khor 2015). 3-MCPD;
ucucu olmayan, kaynama noktast 213°C olan bir bilesiktir. Yag ve yag matrislerinde

¢cOziintirligl ytksektir (Jedrkiewicz vd. 2016).

Divinova vd. (2004) 24 farkli gidanin (sosis, peynir, salam, patates cipsi vb.) pH, su,
kloriir, yag miktari, gliserol ile 3- MCPD igerigini incelemis ve 3-MCPD’nin yag ve
gliserol ile pozitif, pH ile negatif bir iliski oldugu sonucuna varmistir. Fakat 3-MCPD
olusumunun daha 1yi gézlemlenmesi proses sicakligi, depolama stiresi, ester icerigi gibi

farkli parametrelere de bagli olacagini da eklemislerdir.
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Sekil 2.1 Kloropropanoller ve kimyasal yapilari (Lee ve Khor 2015)

3- MCPD genellikle palmitik, oleik veya stearik yag asitlerinin mono ve diesterleri yani
3-MCPD esterleri olarak olusabilmektedir (Sekil 2.2). 3-MCPD esterlerinin olusumunda
klor varhigi giiglii bir etkiye sahiptir (Jedrkiewicz vd. 2016). 3-MCPD esterlerinin
gastrointestinal sistemde salgilanan lipaz enzimi ile hidrolizi sonucu serbest 3-MCPD

salinmaktadir (Zelinkova vd. 2006).

O Ci

OH )J\ N o
OYO\)\/CI HO\)O\/: R\[‘rov’\\o)J\R
R

L3 3-MCPD diesteri
3-MCPD monoesterleri

Sekil 2.2 3-MCPD mono ve diesterleri (Rahn ve Yaylayan 2011)



2.2 3-Kloropropan-1,2-Diol Esterlerinin Olusumu

Kimyasal olarak 3-MCPD, bir gliserol molekiiliindeki hidroksil gruplarmnin bir tanesinin
klor ile degistirilmesiyle olusan bir gliserol klorohidrindir. Bu reaksiyonun sonucu
olarak Sekil 2.3’te goriildiigii gibi farkli biyolojik aktivite sergileyen iki enantiyomer
olusur (Jedrkiewicz vd. 2016).

CH,CI
HO i H (8)-(+)-3-kloropropan-1,2-diol
aOn / CH,OH
: sn-1 2
HO ===+
CH,OH e \ CH,OH |
HCb-:-— H (R)~(-)-3-kloropropan-1,2-diol

L-gliserol (propan-1,2,3-triol) =
CH,CI

Sekil 2.3 L-gliserol molekiiliinden monokloropropandiol izomerlerinin olugmasi
(Jedrkiewicz vd. 2016)

Digliserit (DG) ve monogliserit (MG) varligi, 3-MCPD ve glisidil esterlerinin
olusumunda 6nemli etkendir. Yaglarda MG ve DG miktarinin artmasiyla 3-MCPD
olusumu hizlanmaktadir. Asidik kosullarda MG ve DG’den agiloksonyum iyonlar1 ve
GE olusabilmektedir. Aciloksonyum iyonlarinin klor ile reaksiyona girmesiyle de 3-
MCPD esterleri olusabilmektedir (Bansal vd. 2010, Freudenstein vd. 2013, Zhang vd.
2013). Asit aracili ester hidrolizi serbest 3-MCPD salinmasina yol agabilmektedir
(Buhrke vd. 2011).

Insan saghg acisindan zararli olan 3-MCPD esterlerinin olusum mekanizmasini
anlamak olusumunu ve viicuttaki emilimini azaltmak agisindan son derece 6nemli ve
etkilidir. Genel olarak katyon aracili ve serbest radikal aracili mekanizmalar 6nerilmistir
(Gao vd. 2019). Rahn ve Yaylayan (2011) yaptiklar1 ¢alismada 3-MCPD mono ve di
yag esterlerinin olusumundaki olast dort mekanizmayr (Sekil 2.4) su sekilde
Ozetlemistir: RCOO- grubuna niikleofilik yap1 igeren bir klor anyonunun saldirarak bu
grupla yer degistirmesi (Sekil 2.4, yol a), HO- grubuna niikleofilik yap1 igeren klor
anyonunun saldirarak bu grupla yer degistirmesi (Sekil 2.4, yol b), agiloksonyum katyonu
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olustuktan sonra Klor anyonunun sn-3 veya sn-2 karbonlarina saldirmasiyla niikleofilik
halka agma reaksiyonunun gergekleserek 3-MCPD veya 2-MCPD diesterlerinin olusmasi
(Sekil 2.4, yol c), epoksi halka olustuktan sonra Kklor anyonunun sn-3 veya sn-2
karbonlarina saldirmasiyla niikleofilik halka agma reaksiyonunun gergekleserek 3-MCPD
veya 2-MCPD monoesterlerinin olusmasidir (Sekil 2.4, yol d).

Diisiik nem, yliksek sicaklik kosullarinda DG gruplarinin 3-MCPD diester olusumu igin
serbest radikal mekanizmasi ile ilgili ilk calismay1 yapan Zhang vd. (2013) serbest radikal
aracili bir mekanizma gostermiglerdir (Sekil 2.5). Calismada serbest radikal
mekanizmasinin dogrulanmasi1 amaciyla DG’nin 120 ve 240°C’de klor eklenerek
reaksiyona sokulmasiyla 3-MCPD diesterlerinin olustugu gozlemlenmistir. Ayrica siklik

aciloksonyum serbest radikali de tespit edilmistir.

o]

a A

——
-RCO0" (& 3-MCPD monoester

OH
0

O)]\R

b H\ 3-MCPD diester
g R

I
(®]
[a)

I (o]

] ob)\o . 0 o)\o
Y A
3-MCPD diester

R
70 O\P 6}:0 a OYO
Ot
R C )/l\ — R
(@) R Cl
cr T L o o
0 Y 2-MCPD diester
. R o 0O
Aciloksonyum katyonu \(
R
OH
H
lo
.9‘, > d o R 3-MCPD monoester
d Py T
SN ]
a OYO ol
Epoksi k R > oM o R 2-MCPD monoester
poksi katyonu \ﬂ/
¢}

Sekil 2.4 Katyon aracili 3-MCPD ester olusum mekanizmasi (Gao vd. 2019)



Zhang vd. (2015a) yaptigi ¢alismada yine diisitk nem, yiiksek sicaklik kosullarinda
trigliseritlerin (TG) siklik agiloksonyum veya bir GE radikal iiriinii araciligiyla 3-
MCPD esterlerinin olusumunun olast mekanizmalarii bildirmistir  (Sekil 2.5).
Calismanin sonuclarina gore F e ve Fe*® serbest radikal olusumunu uyararak TG’den 3-
MCPD ve GE olusumunu katalizlemistir. Zhao vd. (2016) MG’den 3-MCPD ester
olusumu ig¢in reaksiyon mekanizmasi bildirmistir ve 3-MCPD ve 2-MCPD esterlerinin
bir arada bulunmasini ilk kez serbest radikal ara firiinlerinin siklik agiloksonyum

igcermesinden kaynakli olabilecegini 6nermistir.

Sekil 2.5’te goriildiigii gibi tist kistm TG ve DG’den siklik agiloksonyum (Sekil 2.5, yol
a) ve epoksi (Sekil 2.5, yol b) serbest radikali araciligiyla olast 3-MCPD diesteri, 2-
MCPD monoesteri ve GE olusumunu, alt kisim ise MG’den siklik agiloksonyum serbest
radikal araciligiyla (Sekil 2.5, yol ¢ ve d) 2-MCPD ve 3-MCPD esterlerinin mono ve
diesterleri, 1,2-DG, 1,3-DG olusumunu ve H,O molekiiliiniin serbest radikal aracili

kaybiyla (Sekil 2.5, yol e) GE olusumunu géstermektedir.
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Sekil 2.5 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE’nin serbest radikal aracili olusum
mekanizmasi (Gao vd. 2019)

(X: Lipit, lipit oksit vb., Y: H, Cl, C¢HgCls, Na, K, FeCls, FeCl,, CuCl,, ZnCl, vb., *: 3-MCPD ve 2-
MCPD esterlerinin olas1 olusumu, +: 1,2 ve 1,3-DG’lerin olusumu)

Kisacas1 3-MCPD esterlerinin olusum mekanizmalarinin (MG, DG ve TG’den katyon
veya serbest radikal aracili) belirlenmesi nem igerigi, sicaklik, katalizor varhigi, asitlik

ve klor bilesiklerinin tiirline baghdir (Gao vd. 2019).

Yuan vd. (2022) kizartma yagmin oksidasyonu ve hidrolizinin MCPD esteri olusumu
tizerindeki etkilerine ¢alismis ve bazi yag cesitlerinin (soya, aygicek, muisir, palm,

kanola, yer fistig1 yagi) 1s1 uygulanmadan onceki 3-MCPD igeriklerini 6lgmiistiir.



Calismaya gore palm yagi 3-MCPD igeriginin (7.91 + 0.84 mg/kg) en yiiksek, ay¢icek
yag1 3-MCPD igeriginin (0.42 + 0.05 mg/kg) ise en diisiik oldugu gézlemlenmistir.

Turan vd. (2019) yaptig1 ¢alismaya gore kizarmis mayali hamurda kizartma sicakligi ve
stiresinin arttikga 3-MCPD ester miktarinin arttigi goriilmiistiir. 200°C kizartma yaginda
5 dakika siire ile yapilan kizarmis hamurlarin 3-MCPD ester miktar1 55 pg/kg, serbest
3-MCPD miktar1 50.97 ng/kg iken 160°C sicakligindaki kizartma yaginda 5 dakika ile
yapilan kizartmalarin 3-MCPD ester miktar1 14.11 pg/kg, serbest 3-MCPD miktari ise
17.15 pg/kg olmustur.

Kamikata vd. (2019) 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE’nin zeytinyag1 ve yag
karisimlarinda (aygicek, zeytinyagi, kanola, soya vb. bitkisel yaglar) bulunmasi ve kalite
parametreleri ile korelasyonu iizerine ¢alismis ve 76 numuneyi incelemislerdir. Sizma
zeyinyaginda genel olarak 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE tespit
edilememistir. Rafine zeytinyaginda 3-MCPD esterleri 0.28-3.77 mg/kg, 2-MCPD
esterleri 0.17-1.91 mg/kg, GE 1.88 mg/kg tespit edilmistir. Yag karisimlarinda ise 3-
MCPD esterleri 0.18-0.61 mg/kg, GE 0.31-1.84 mg/kg arasinda tespit edilmis, 2-MCPD
esterleri tespit edilmemistir. Sizma zeytinyag: tiretiminde yiiksek sicaklik olmadigindan
3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE’nin tespit edilememesi beklenir. Kamikata
vd. (2019)’ye gore sizma zeytinyaginda bu esterlerin tespit edilmesi tagsisin gostergesi

olarak kullanilabilir.

2.3 3-Kloropropan-1,2-Diol Esterlerinin Saghk Uzerine Etkisi, Toksikolojik
Cahismalar ve Yasal Diizenlemeler

Avrupa Birligi Gida Bilimsel Komitesi 2001 yilinda yayinladigi rapora gore 3-
MCPD’nin genotoksik olmayan bir kanserojen olarak kabul ettigini ve maksimum
tolere edilebilir glinlik alim miktar1 (TDI) 2 pg/kg viicut agirligi olmasi gerektigini
aciklamistir (Anonymous 2001). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) 2012
yilinda 3-MCPD’yi insanlarda olas1 karsinojen (Grup 2B) olarak siniflandirmistir
(Anonymous 2012). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi’nin (EFSA) 2013 yilinda

yayimladig1 rapora gére kronik oral maruziyet ile 3-MCPD toksisitesi i¢in ana hedef



organ; adenom ve mikrovaskiiler diizeyde hasar olugmasiyla sonug¢lanan bdobrektir.
Ayrica, farelerde bagisiklik fonksiyonlarini baskiladigir ve dogurganligi azalttigi tespit
edilmistir. EFSA 2014 yilinda 3-MCPD esterlerinin sindirim sirasinda serbest forma
gectigini ve 3-MCPD ile ayni toksisiteye sahip oldugunu bildirmistir (Anonymous
2014). 2016 yilinda EFSA “Gida Zincirindeki Kontaminasyonlar Paneli (CONTAM)”
diizenlemis ve 2-MCPD, 3-MCPD ve GE hakkinda yayinladigi raporda, bitkisel
yaglarin rafinasyonu sirasinda yiiksek sicakliga maruz kaldiklarinda olusan bu
bilesiklerin kanserojen bilesikler oldugunu ve TDI miktarinin 0.8 pg/kg viicut agirlig
degerine disiiriilmesi gerektigini bildirmistir. Gida Katki Maddeleri FAO/WHO Ortak
Uzmanlar Komitesi (JECFA) ve EFSA tekrar risk degerlendirmesi yaparak TDI
miktarmi 2 pg/kg viicut agirligl degerine yiikseltmistir (Anonymous 2016, Anonymous
2018).

3-MCPD esterleri ve GE’nin bebek mamalarinda rastlandigini bildiren Almanya Federal
Risk Degerlendirme Enstitiisii  (BfR), bebeklerin c¢ogunlukla bu mamalarla
beslenmesinden dolayr bu bulasanlara karsi daha hassas olabilecegini belirtmistir
(Anonymous 2007). Avrupa Birligi 2020 yilinda 3-MCPD maksimum limitleri revize
etmistir ve 1 Ocak 2021 tarihinden itibariyle gegerli kilmistir. Cizelge 2.1°de gorildigi
gibi 6zel olarak bebek ve kiiclik ¢ocuklarn tiiketimine yonelik olan gidalarin limitleri
diger gidalara gore daha diisiik olarak belirlenmistir (Anonymous 2020). Tirk Gida
Kodeksi  Bulaganlar  Yonetmeligi’nde, Avrupa Birligi’nin 2020  yilindaki
diizenlemesinde oldugu gibi soya sosu ve hidrolize bitkisel proteinin 3-MCPD

maksimum limiti 20 pg/kg olarak verilmistir (Anonim 2011).



Cizelge 2.1 Avrupa Birligi’nin 2020 yilinda belirledigi baz1 gidalarin 3-MCPD
maksimum limitleri

Gida Maddesi Maksimum limit (ng/kg)

Hindistan cevizi, misir, kanola, ay¢icek,
soya, palm ve zeytinyagi ve bu yaglarin 1250

karigimindan olusan kati ve sivi yaglar

Diger bitkisel yaglar, balik yaglar 2500

Bebek mamasi ve bebek ve kiiciik
cocuklar igin iiretilen tahil bazli gida 750
iiretime yonelik bitkisel yaglar ve kati

yaglar

Bebek mamasi, devam mamasi,
bebeklere ve kii¢iik cocuklara yonelik 105
0zel tibbi amach gidalar, kiigiik cocuk

mamasi (toz)

Bebek mamasi, devam mamasi,

bebeklere ve kiiclik ¢ocuklara yonelik 15
0zel tibbi amach gidalar, kiigiik cocuk

mamasi (s1v1)

Yapilan ¢aligmalar 3-MCPD esterlerinin karaciger agirhiginin degismesi, inflamutuar
hiicre inflasyonu ve karaciger yag birikimi gibi sorunlara yol acan potansiyel
hepatoksisiteye sahip olabilecegini gostermektedir (Gao vd. 2019). Liu vd. (2012)
Isvigre farelerinde 3-MCPD mono ve dipalmitik esterlerin akut oral toksisitesi iizerine
bir ¢aligma yapmistir ve bu ¢alisma sonucunda 3-MCPD monopalmitik esterlerinin
LDso degeri (medyan odiiriicii doz) 2676.81 mg/kg viicut agirligi, 3-MCPD dipalmitik
esterlerinin LDsp degeri ise 5000 mg/kg viicut agirligindan yiiksek ¢ikmistir. Bu da 3-
MCPD monoesterlerinin diesterlere gore daha yiliksek oral akut toksisitesiye sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica ¢alismada 3-MCPD esterleri potansiyel akut bobrek
ve testis toksisitesi de gostermistir. Liu vd. (2016) yaptig1 bir diger ¢alismasinda ise 3-
MCPD’nin 1-stearik, 1-oleik, 1-linoleik, 1-linoleik-2-palmitik ve 1-palmitik-2-linoleik

asit esterlerini sentezleyerek toksisite iizerindeki etkilerini incelemis ve Isvicre
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farelerinde akut oral toksisitelerini degerlendirmistir. 3-MCPD’nin 1-stearik, 1-oleik, 1-
linoleik, 1-linoleik-2-palmitik ve 1-palmitik-2-linoleik asit esterlerinin LDsy degeri
sirastyla 2973, 2081, 2016, 5000, >5000 mg/kg viicut agirlig1 olmustur. LDsp degerinin
bu sekilde farkli c¢ikmasi 3-MCPD esterlerinin toksisitesinin yag asitlerinin
doymamishik derecesine, zincir uzunluguna, ikame sayisi ve konumuna gore farklilik
gosterebilecegini diislindiirmektedir. Bu ¢alismada ilk kez farelerde timiis ve akciger
toksisiteleride gozlemlenmistir. Ayrica, 3-MCPD esterlerinin in vivo olarak serbest 3-
MCPD  salimmim1  gergeklestirerek beynin  normal islevlerini  bozabilecegini

bildirmislerdir.

Yenilebilir katt ve sivi yaglarda 3-MCPD esterleri miktarinin azaltilmasina yo6nelik
calismalar gilinimiizde devam etmektedir. 3-MCPD esterlerinin azaltilmasi ya
rafinasyon sirasinda kritik reaktanlarin ham maddeden c¢ikarilmasiyla ya rafinasyon
proses kosullarinin degistilmesi ya da rafinasyon sonrasinda 3-MCPD esterlerinin
cikarilmasiyla miimkiin olabilir. Bu islemlerin yagin kalitesini ne derece etkileyecegi

onemlidir (Matthaus vd. 2011).

Ramli vd. (2011) fiziksel rafinasyon sirasinda degumming (yapiskan maddelerin
uzaklastirilmasi) ve agartma islemlerinin 3-MCPD esterlerinin olusumdaki etkilerini
ham palm yag kullanarak arastirmistir. 3-MCPD esterlerinin olusumunda ytiksek
sicakligin yaninda asitligin de etkili oldugunu belirtmiglerdir. Deodorizasyon sirasinda
yiiksek sicaklik ve siiredeki degisiklikler dikkate alindiginda, agartma ve deodorizasyon
oncesinde degumming asit dozunun ayarlanmasit ve uzaklastirilmasinin 3-MCPD
esterleri olusumunu azaltmanin yollart oldugunu belirtmislerdir (Ramli vd. 2011).
Dogal agartma killeri ve daha notr pH'li asitle aktiflestirilmis killerin, 3-MCPD

esterlerinin olusumunu azalttig1 diistiniilmektedir.

2.4 Gida Emiilsiyonlari

Emiilsiyon, birbiri igerisinde karigsmayan genellikle yag ve su olan 2 sividan birinin
digeri i¢inde kiigiik damlaciklar halinde dagilmasiyla olusur. Emiilsiyonlar sulu fazda

dagilmis yag damlaciklarindan olusuyorsa (dondurma, mayonez gibi) su iginde yag
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emiilsiyonu (Y/S), su damlaciklarinin bir yag fazinda dagilmasiyla olusuyorsa
(margarin gibi) yag icinde su emiilsiyonu (S/Y) seklinde kategorize edilmektedir. Bu
geleneksel emiilsiyonlarin disinda yag i¢inde su i¢inde yag emiilsiyonlar1 gibi ¢oklu
emiilsiyonlar da tretilebilmektedir (McClements ve Decker 2000, McClements 2007).
Emiilsiyonlar 1-100 nm pargacik boyutuna sahipse nanoemiilsiyon, 100-1000 nm
par¢acik boyutuna sahipse mikroemiilsiyon, 0.5-100 um pargacik boyutuna sahipse

makroemiilsiyon olarak siniflandirilir (Santana vd. 2013).

Emiilsiyonlar igerdikleri yag ve suyun farkli yogunluklara sahip olmasi ve bu fazlar
arasindaki ylizey alanin1 artirmak igin gereken enerjiden dolayir termodinamik olarak
kararsiz yapilardir. Bu yiizden daha kararli emiilsiyonlar olusturabilmek i¢in emiilgator
eklenmeli ve homojenizasyon siireci kontrol edilmelidir (McClements 2004).
Emiilgatorler, baslica emiilsiyon olusumunu kolaylastirdigi ve emiilsiyon stabilitesini
artirdig icin kullanilan, yag ve su arasindaki ara yiizey gerilimini azaltan, damlaciklarin
birlesmesini ve topaklanmasini Onleyen amfifilik bilesiklerdir. Gida endiistrisinde
kullanilabilecek proteinler (kazein, peynir alt1 suyu proteini gibi), polisakkaritler (gam
arabik, pektin gibi), fosfolipitler (lesitin gibi) ve yiizey aktif maddeler dahil olmak iizere
dogal ve yapay emiilgatorler vardir. Tiiketicilerin son zamanlarda daha saglikli ve dogal
yasamak istemeleri ve aligkanliklarinin bu yonde degismesiyle gida endiistrisi sentetik
emiilgatér yerine dogal alternatiflerle degistirilmesi ve bu yonde yeni iiriinler
{iretilmesini talep etmektedir (Jafari vd. 2007, Oztiirk ve McClements 2016). Yag ve su
arasindaki ara ylizey alaninin artmasi, olumsuz kosullar altinda bilesenlerin bozulmasina

kars1 koruyabilir, adsorpsiyon ve biyoyararlanimini degistirebilir (Santana vd. 2013).

Bircok arasgtirma gida emiilsiyonlarinin biyoaktif bilesiklerin biyoyararlanimim
artirdigin1 gostermistir. Resveratrol, kuersetin ve yagda ¢oziinen vitaminler gibi lipolifik
mikrobesinlerin biyoyararlanimi artirmak ic¢in nanoemiilsiyonlarda lipit damlaciklar
kapsiillendiginde; resveratrol daha yavas ve daha siirekli bir salinim gostererek hedef
bolgelere daha iyi ulasmasi saglanmig, kuersetinin biyoyararlanimi 2 kat artmistir.
Omega-3 yag asitleri agisindan zengin yaglar nanoemiilsiyonlara dahil edildiklerinde
emilim i¢in daha fazla yag asitlerinin iretildigi goriilmiistiir. Daha kiiclik parcacik

boyutuna sahip emiilsiyonlar iiretildiginde PB-karotenin biyoerisilebilirliginin de arttigi

12



bildirilmistir. Uzun zincirli trigliseritleri igeren yag ile yapilan nanoemiilsiyonlarin in
vitro sindirimi sirasinda olusan misellerdeki E vitamini miktar1 orta zincirli trigliseritleri
igeren yag ile yapilan emiilsiyonlardan daha fazla olmustur (Donsi vd. 2011, Pool vd.
2013, Sugasini ve Lokesh 2013, Yang ve McClements 2013, Joye vd. 2014, Yi vd.
2014).

Gida emiilsiyonlarinin kararsizligindan Sekil 2.6’da gorildigi gibi topaklanma,
birlesme, yergekimi ayirma, faz ayrimi gibi mekanizmalar sorumludur. Pargaciklar
arasindaki van der Waals, hidrofobik gibi ¢ekici kuvvetlerin ve sterik, elektrostatik gibi
itici kuvvetlerden fazla oldugunda topaklanma egilimi gosterir ve boylece daha biiyiik
partikiiller olusarak emdiilsiyonun daha hizli kremalasmasina yol acar. Bu durum
emiilgator kullanilmasiyla iyilestirilebilir. Topaklanmada oldugu gibi birlesmede de iki
veya daha fazla damlacigin cekici kuvvetleri itici kuvvetlerden fazla oldugunda

parcaciklar birlesme egiliminde olurlar (McClements ve Jafari 2018).

| > Yar kararh
2 Emiilsiyon

4-0

Birlesme Faz
b, Ayrilmasi

i»; fre

Topaklanma

Yercekimi
Ayirma

/ \
3

[P r = %

o

Sekil 2.6 Suda yag emiilsiyonunun fiziksel olarak kararsiz hale gelmesine yol acan 4
mekanizma (McClements ve Jafari 2018)



Emiilsiyonlar diisiikk ve yiiksek enerjili olarak iki sekilde iiretilmektedir. Kendiliginden
emiilsiyon olusmast ve faz inversiyon sicakligt yontemi diisik enerjili
emiilsiyonlagtirmada en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Diisiik enerjili yontemler daha az
enerji tiiketmelerine ragmen yiliksek miktarlarda sentetik siirfaktan kullanilmasi
gerekliligi ve uygun yag tipi secimindeki siirlamadan dolay1r gidalarda fazla
kullanilmazlar. Yiksek enerjili emiilsiyonlastirma su ve yag fazinin bilesimine,
emiilgator konsantrasyonuna, cihazlarin tasarimina, islem siiresine, enerji girisine baglh
olan farkli 6zelliklerde gida smifi emiilsiyonlar tiretmek igin kullanilmaktadir. Yiiksek

enerjili emiilsiyonlastirma yontemi ile emiilsiyon iiretmek i¢in genellikle yiiksek

emiilsiyonlardaki olast degisiklikleri gostermektedir (Singh vd. 2009). basingh
homojenizator, mikroakiskanlastirici ve ultrasonik homojenizatér kullanilir (Jafari vd.
2008, McClements ve Rao 2011, Santana vd. 2013, Saffarionpour 2019).

Biyoaktif bilesikler insan sagligina faydali nutrasotiklerdir ve biyoyararlanimi artirmak
icin emdilsiyonlar gibi dagitim sistemlerine dahil edilirler. Emiilsiyonlarmn gida
endiistrisindeki uygulamalarinin fazla olmasi nedeniyle biyoaktif bilesiklerin korunmasi

i¢in bu dagitim sistemlerinin kullanilmas1 uygundur (Shao vd. 2020).

2.5 Sindirim ve Emilim

Gastrointestinal sistem (GIS); gidalarin agizdan viicuda alinarak aniise kadar
ilerlemesini, gerekli enzim ve hormonlarin sentez ve salimimini yaparak besinlerin
viicudumuzda kullanilabilir hale gelmesini, besinlerin sindirimini, emilimini ve atilimini
saglar. Sindirim sisteminde agiz, tiikiirlik bezi, yemek borusu, mide, pankreas, safra
kesesi, ince bagirsak, kalin bagirsak gibi organlar gorev almaktadir. Mekanik ve
kimyasal olmak iizere sindirim iki sekilde gergeklesir. Agizda ¢igneme ve mide,
bagirsak hareketleri ile mekanik sindirim gerceklesir. Kimyasal sindirim ise mekanik
olarak parcalanan besinlerin tiikiiriik, mide asitleri, safra, karaciger, pankreas ve
bagirsak enzimleri ile degisime ugradiktan sonra bagirsak epitelinden dolasima

gecebilecek forma doniisiim siirecidir (Yazihan 2017).
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Gidalarin bilesimi, yapisi ve 6zellikleri, agizda meydana gelen karmasik fizikokimyasal,
fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lere bagli olarak yutma ve ¢igneme sirasinda onemli
Olclide degisir. Gida tiikiirlik ile karistirildiginda pH, iyonik gii¢ ve sicakligi degisir.
Tukiirik, aclik sirasinda pH 5.5-6.1 arasindayken gida agiza alinarak uyarildiginda pH
7-8 arasinda olur. Tikiirik dakikada yaklasik 0.3-0.7 mL salgilanir ve su (%99),
mineraller (<%1) ve protein (%0.1-0.2) igerir. Agizda seyreltme ve karistirma, matris
dagilimi, faz gegcisleri, parcalanma ve birlesme gibi islemler gerceklesir (McClements
vd. 2009).

Bolus (gidanin agizda ¢ignenmesi sonucu ortaya ¢ikan karisim) yutulduktan sonra hizla
yemek borusu ve mideye gecer. Mide enzimleri, mineraller ve c¢esitli yiizey aktif
bilesikler igeren asidik sindirim sulart ile karistirilir ve ayrica midenin kasilmalari
nedeniyle bolus mekanik karistirmaya maruz kalir (McClements vd. 2009). Midede pH
ortalama 1-3 civarindadir. Midenin yiiksek asitligi, enzim aktivasyonu, gida
bilesenlerinin hidrolizi ve bakterilerin 6ldiiriilmesi gibi énemli fizyolojik rol oynar.
Mideden salgilanan HCI gastrointestinal sistemde ©6nemli bir role sahiptir. HCI,
pepsinojenin pepsine doniisiimii ve pepsinin aktivasyonunda, Ca’ ve Fe'™ gibi
mineralleri  rediikte  ederek  bagirsaktan  emiliminin  kolaylastirilmasinda,
mikroorganizmalarin 6ldiriilmesinde rol alir. Midede, seyreltme, karistirma, pargacik
parcalanmas1 ve birlesmesi, rekabetci adsorpsiyon, kimyasal sindirim (gastrik lipaz)

islemleri gerceklesir. (McClements vd. 2009, Yazihan 2017).

Ince bagirsak, sindirim ve emilimin birlikte gerceklestigi sindirim sisteminin en énemli
organidir ve li¢ boliimden olugmaktadir: duodenum (onikiparmak bagirsagi), jejunum ve
ileum. Bagirsak i¢ yilizeyinde villus adi verilen milyonlarca ¢ikinti emilimin
gerceklesmesini saglar. Kimiis (mide ve bagirsaklardan salgilanan sindirim salgilari ile
kismen sindirilerek bulamag¢ haline gelmis yogun gida kiitlesi) mideden duodenuma
aktarilir ve burada sodyum bikarbonat, safra tuzlari, fosfolipitler ve karaciger, pankreas
ve safra kesesi tarafindan salgilanan enzimler ile karnistirthir. Safra tuzlari,
konsantrasyonlarina bagli olarak pankreatik lipazin aktivitesini artirabilir veya inhibe
edebilir. Sodyum bikarbonat ise pankreas enzimlerinin en verimli sekilde calistigi

duodenumda pH’ nin midede yiiksek asidik (pH 1-3) seviyesinin notre (pH 5.8-6.5)
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yiikselmesini saglar. Safra tuzlari, su i¢inde yag emiilsiyonlarina adsorbe olan yiizey
aktif molekiillerdir. Bu nedenle, mekanik karigtirma sirasinda lipit damlacik
deformasyonunu ve pargalanmasini kolaylastirabilir, lipit damlaciklarin1 topaklanmaya
kars1 stabilize edebilir ve hidrofobik materyalleri ¢oziindiiriip tasiyabilen miseller
olusturabilirler. Jejunumun birincil fonksiyonu emilimdir; seker, amino asit ve yag
asitlerinin emildigi bolgedir. Illeum, jejunum tarafindan emilmeyen (B12 vitamini ve
safra asiti gibi) besinlerin emildigi kisimdir (Aktiimsek 2001, McClements vd. 2009,
Rogers 2011, Anonim 2021).

Gida emiilsiyonlarinin agiz i¢ine alindiktan sonra ve gastrointestinal sistemden gecgerken
yapisal ozelliklerinin nasil degistigi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Sekil 2.7°de

gastrointestinal (GI) sistemden gegerken
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Sekil 2.7 Gastrointestinal sistemden gecerken emiilsiyonlardaki olasi degisikliklerin
sematik gosterimi (Singh vd. 2009)
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Ince bagirsakta emilmeyen igerik; cekum, kolon, rektum ve anal kanal béliimlerinden
olusan kimyasal sindirimin ve villusun olmadig1 kalin bagirsaga geger. Pratikte kalin
bagirsak denildiginde kolon anlasilmaktadir. Kolonun ana fizyolojik islevleri, su ve
elektrolitlerin emilmesi, polisakkaritlerin ve proteinlerin fermantasyonu, safra tuzlarinin
tekrardan emilmesi, diski maddesinin olusmasi ve depolanip atilmasidir (McClements
vd. 2010, Comak Goger vd. 2016). Normal olarak, lipitler midede ve ince bagirsakta
tamamen sindirilir, ancak Ozellikle 6zel olarak tasarlanmis emiilsiyon bazli tasiyici
sistemlerinde olan sindirilmemis baz1 lipitler, tist GI yolundan gegebilir. Sindirilemeyen
bir lipit fazt (mineral yag veya alkan gibi) kullanilarak hazirlanan su iginde yag
emiilsiyonlarindaki damlaciklar kolona ulasabilir. Kolon, st GI kanalinda
sindirilmeyen gida bilesenlerini, 6rnegin diyet lifleri, proteinler ve peptitleri fermente
edebilen cok sayida farkli anaerobik bakteri tiirii icerir. Bu nedenle, diyet lifi matrisleri
icinde kapsiillenmis herhangi bir lipit ancak bakteriyel fermantasyon nedeniyle kolona
ulastiktan sonra salmabilir. Bazi sindirilmemis gida bilesenlerinin, kolonik
mikrobiyotanin normal metabolik aktivitesine miidahale edebilecegi ve bunun da alt GI
sisteminin ve hatta tiim viicudun saglik durumunu degistirebilecegi ileri siirlilmiistiir.
Gida bilesenlerinin normal sindirilebilirligini degistirebilecek herhangi bir dagitim

sistemi tasarlarken bu faktorii dikkate almak 6nemlidir (McClements ve Li 2010).

Insan viicuduna besinlerin alimi, sadece bir gidadaki besin maddesinin miktarma degil,
ayni zamanda biyoyararlanimina da baglidir (Schonfeldt vd. 2016). Biyoyararlanim ve
biyoerisilebilirlik farkli anlamlar tagiyan terimlerdir. Biyoerisilebilirlik, gastrointestinal
liimen (bosluk) icindeki gida matrisinden salinan ve boylece bagirsak emilimi igin
uygun hale getirilen bir bilesigin fraksiyonudur. Biyoyararlilik ise, normal fizyolojik
fonksiyonlarda kullanmak ve depolamak i¢in viicuda alinan besinin erisilebilir kismidir.
Biyoerisilebilirlik, sadece sindirilmis gida matrisinin bilesiminden degil, ayn1 zamanda
matrisin pH, sicaklik ve dokusu gibi fizikokimyasal 6zelliklerden de etkilenir (Parada
ve Aguilera 2007, Rein vd. 2012). Gida veya ilag matrislerinden zayif salinim,
gastrointestinal sivilarda diisiik ¢6zlniirliik, gastrointestinal sistemde metabolizma veya
kimyasal doniigiim, diisiik epitel hiicre gecirgenligi gibi nedenlerden dolay: lipofilik
maddelein oral biyoyararlanimi sinirli olabilir. Bu ajanlarin biyoyararlanimi, 6zellikle

gastrointestinal sistem i¢inde salinimlarini, ¢éziinmelerini, tasinmasini, metabolizmasini
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ve emilimini kontrol eden gida matrisleri tasarlanarak gelistirilebilir (McClements vd.
2014). Biyoaktif bilesenlerin ve ilaglarin biyoyararlanimi ve biyoerisebilirliginin
tyilestirilmesi i¢in ¢esitli yaklasimlar degerlendirilmistir. Bunlar arasinda molekiillerin
cOziintirliklerini veya emilim yerlerini gelistirmek icin teknolojik ve kimyasal
modifikasyonlari, koloidal sistemlerin (miseller ve vezikiiller) tasarimi ve

nanosistemlerin (nanopartikiiller) kullanimi bulunmaktadir (Yang vd. 2008).

Gastrointestinal sindirim sistemini simiile etmek i¢in statik ve dinamik modeller
kullanilmaktadir. Sindirim sistemindeki islemlere maruz kalmasi istenen numunenin
genellikle hareketsiz oldugu in vitro modeller, hidrasyon, karigtirma ve kayma kuvveti
gibi ¢esitli fiziksel islemlerin goz ardi edildigi statik modellerdir. In vivo modeller ise
dinamik modellerdir ve fiziksel, mekaniksel islemlerin yaninda zamana bagh
degisiklikler de simiile edilmektedir (Chen vd. 2011).

In vitro sindirim modellerinde olusan herhangi bir fizikokimyasal degisikligin dogasini
ve oranini aydinlatmaya yardimci olmak i¢in bilesim, mikroyapi, lipit parcacik boyutu
dagilimi, lipit parcacik yiikii, ara yiizey bilesimi, genel reoloji, spesifik bilesenlerin
difiizyon katsayilar1 ve spesifik bilesenler arasindaki baglanma etkilesimleri islem
sirasinda belirli yerlerden ornek alarak Olgiilebilir (McClements vd. 2009, Chen vd.
2011). Insan sindirim sisteminde meydana gelen karmasik fizikokimyasal ve fizyolojik
stirecleri dogru bir sekilde taklit etmek son derece zordur. Bu nedenle, in vitro
caligmalarin hayvanlar ve insanlar kullanilarak in vivo c¢alismalarla birlestirilmesi
tavsiye edilir. Ek olarak, belirli bir numuneyi test etmek i¢in kullanilan herhangi bir in
vitro yontemin gilivenilir olmasini saglamak igin in vitro-in vivo korelasyonlarin

kurulmasi 6nemlidir (McClements ve Li 2010).

In vitro calismalar diger yontemlere gore daha kolay, hizli ve giivenilirdir. Bunun yani
sira in vivo galismalarda karsilasilan etik sorunlar bu ¢aligmalarda olmadigi igin in vitro
calismalar glinlimiizde ¢ok tercih edilmektedir. Ayrica, in vivo ¢alismalarda
kemirgenlerin kullaniminda Dbiyolojik mekanizmalardaki farkliliklar, gida alim

kontroliindeki farkliliklar, enerji metabolizmalar1 arasindaki farkliliklardan kaynakli

18



olarak sinirlamalar vardir. Ornegin, sicanlarda safra kesesi olmamas, lipitlerin sindirimi

ve emilimini anlamada biiytik bir fark yaratir (McClements vd. 2009, Chen vd. 2011).

Biyoerisilebilirlik genellikle Sekil 2.8’de goriildiigii gibi birkag asama igeren bir in vitro
sindirim prosediirii ile belirlenir: gida matrisinden kurtulma, sindirim kosullar1 sirasinda

doniisiim ve bagirsak epitel hiicreleri tarafindan emilim (Carbonell Capella vd. 2014).

' D y \ D Y
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In Vitro calismalar
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Sekil 2.8 Gida matrisinin biyoyararlanim siirecindeki adimlarin semasi (Carbonell
Capella vd. 2014)

2.6 3-Kloropropan-1,2-Diol Esterlerinin Sindirimi ve Emilimi

Toksinler, belli bir dozda veya belli bir zaman diliminde agiz, solunum veya deri
yoluyla alindiginda biyolojik sistemlerin fonksiyonlarini bozarak zararli etkilere sebep
olan maddelerdir. Dogal toksinler, mikrobiyel toksinler ve kimyasal kirleticiler
gidalarda bulunan toksik maddelerdir. Kimyasal kirliligi sifir olan gida olmadig: gibi
her gida maddesi de birden fazla kimyasal kirletici tastyabilir. Anne siitii bile dikloro
difenil trikloroetan, hekzaklorosiklohekzan ve poliklorofenibifeniller gibi Kklorlu
bilesikler dahil olmak iizere 100’den fazla kimyasal kirlilik igerir. Alinan doza bagl
olarak her kimyasal madde zararli etkilere sahip olabilir (Ayaz ve Yurttagiil 2008).
Dogal toksinler sadece insan ve hayvan sagligi i¢in bir risk olusturmaz, ayn1 zamanda
insanlarin saglikli gidalara erisimini azaltarak gida gilivenligini ve beslenmesini de

etkiler. Gida islemede eger tetikleyici seyler var ise gidada toksik bilesikler olusabilir.
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Ornegin; derin kizartma isleminde yanlis uygulamalar, ayn1 yagin bircok kez kullanimi

toksik bilesik olusmasinda neden olur (Cakmak Demircigil 2011, Anonim 2018).

Toksik bilesikler i¢in biyoerisilebilirlik, midede gida matrisinden serbest kalan ve ince
bagirsakta emilim i¢in mevcut olan toksin miktarini ifade eder (Gonzalez Arias vd.
2012). Toksik maddeler belirli bir konsantrasyonda membranlardan gegerek
etkinliklerini gosterebilirler. Alinan toksik maddenin dozuna ve absorpsiyon hizina
bagl olarak bu konsantrasyon degisir ve kan dolasimi ile organizmaya dagilir. Toksik
maddelerin emilimi; viicuda alinis (maruz kalma) yollari, maddenin konsantrasyonu,
maddenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baghdir. Gl kanaldan toksik maddelerin
absorbe olma hizinin belirlenmesinde fiziksel 6zellikler 6nemli rol oynamaktadir. Kati
toksik maddeler sindirim kanalinda 6nce kiigiik graniil ve partikiil haline gecerler ve
daha sonra bu tanecikler mide ve bagirsak sivisinda ¢oziinerek absorbe olurlar. Toksik
maddelerin membranlardan 4 ¢esit gegis sekilleri vardir: pasif difiizyon (basit difiizyon),

aktif tasima, kolaylastirilmis difiizyon, endositoz (pinositoz) (Ozyazgan 2002).

Versantvoort vd. (2004) gidalardan kaynakli bulasanlarin  biyoyararlaniminin
degerlendirilmesinde in vitro bir sindirim modelinin gelistirilmesi ve uygulanabilirligi
lizerine yaptiklari ¢alismada in vitro sindirim modeli kullanarak gidalardan kaynakli
bulasanlarin biyoerisilebilirligini tekrarlanabilir bir sekilde belirlemenin teknik olarak
miimkiin oldugunu gostermistir. Gidalardaki azami bulasan konsantrasyonunun diisiik
olmasi, kimiiste bulunan bulasan madde konsantrasyonlarinin belirlenmesini saglamak

icin ¢ok hassas analitik teknikler gerektirebilecegine dikkat edilmesini dnermislerdir.

Seefelder vd. (2008) bitkisel yaglardaki 3-MCPD esterlerinin 3-MCPD olusumundaki
etkisini anlamak i¢in bir ¢alisma yapmuslardir. Calismada bagirsak modeli kullanarak
bagirsak lipazinin 3-MCPD di ve mono esterlerini in vitro substratlar olarak kabul
edildigini gostermistir. 3-MCPD mono esterlerinden 3-MCPD salimimi 3-MCPD

diesterlerinden salinima gore daha hizli oldugunu belirtmislerdir.

Abraham vd. (2013) 3-MCPD esterlerinden 3-MCPD’nin oral biyoyararlanimini in vivo
olarak  Ol¢miislerdir. ~ Sicanlar  {izerinde yaptiklar1  uygulamada 3-MCPD
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konsantrasyonlart kanda, cesitli organlarda, dokularda ve bagirsak boslugunda
Ol¢iilmistiir. Sonuglarm  3-MCPD esterinin  gastrointestinal kanalda enzimatik
hidrolizinden 3-MCPD’ nin salindigi ve kana, organlara ve dokulara dagildigini
gostermektedir. Zamanla kanda oOlglilen 3-MCPD konsantrasyonlarina dayanarak
biyoyararlanimin  toplam nispi miktar1 hesaplanmis ve 3-MCPD diesterinin
uygulanmasindan sonra biyoyaralanim 3-MCPD’ ye gore %14 daha diisiik ¢ikmistir.
Deneysel verilerin sinirli olmasii da goz oniinde bulundurarak risk degerlendirmesi
yapildiginda GI sistemdeki 3-MCPD diesterlerin %100 hidrolizinin varsayilmasinin
dogru olacagini aktarmislardir. Bu yiizden 3-MCPD yag asidi esterlerinden 3-MCPD'ye
maruz kalma seviyesinin, aynt molar miktarda 3-MCPD’ ye maruz kalma ile aym

oldugunu 6nermislerdir.

Buhrke vd. (2011) 3-MCPD yag asidi esterlerinin insan bagirsaginda ne kadar hidrolize
edildigini arastirmiglardir. Calismada bagirsak bariyeri igin hiicresel bir in vitro model
olan farklilastirilmis Caco-2 hiicreleri kullanilmistir. 3-MCPD monoesterleri hizli bir
sekilde hidrolize edilerek serbest 3-MCPD salinimi ger¢eklesmistir ve bdylece insan
bagirsaginda serbest 3-MCPD yiikiinli artiracagi sonucuna varilmistir. 3-MCPD
diesterleri hiicreler tarafindan emilerek metabolize edilmistir yani bagirsak hiicrelerinin
3-MCPD diesterlerini detoksifiye etme kapasitesine sahip olabilecegi seklide

yorumlanabilir. Serbest 3-MCPD ise hiicreler tarafindan adsorbe edilmemistir.

Barocelli vd. (2011) 3-MCPD ve palmitik esterleri igin 90 giinlilk bir toksikolojik
calisma yapmistir. 3-MCPD igin en ¢ok etkilenen organlarin bobrek ve erkek farelerde
testislerin oldugunu ve dipalmitik esterlerinin uygulanmasiyla da farelerde ayni etkilerin

daha hafif oldugunu gézlemlemistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez caligmasi1 boyunca kullanilan rafine, findik yagi, ceviz yagi, ay¢icek yagi, soya yagi
ve musir yagi yerel marketlerden temin edilmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.
Sindirilemeyen yag olarak kullanilan limon ve portakal yagi Arifoglu firmasindan temin
edilmistir. 3-MCPD analizleri i¢in 3-kloro-1,2-propanediol ve 3-kloro-1,2-propane-
1,1,2,3,3-ds-diol standartlar1 Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Fenilboronik
asit, monobazik sodyum fosfat dihidrat, pepsin, lipaz, safra ve domuz gastrik musin tip
2 Sigma-Aldrich firmasindan, dibazik sodyum fosfat Riedel-de Haen firmasindan,
emiilgator olarak kullanilan peynir altt suyu proteini izolat1 Hard Line Nutrition

firmasindan temin edilmistir.

3.2 3-MCPD ve Glisidil Esterlerinin Belirlenmesi

3-MCPD ve glisidil esterlerinin toplam miktar analizi i¢in 6rnek hazirlama DGF (2011)
metodu C-VI 18 (10) uygulama A’ya goére yapilmistir. Buna gore 0.1 g 6rnek, 100 pL
d5-3-MCPD-1,2-bis-palmitoyl standardi ile 100 puL metil tersiyer biitil eter iginde
¢ozinmiis ve 200 pL metanolli %2’lik (agirlik/hacim) sodyum hidroksit ¢ozeltisi
eklenerek serbest 3-MCPD ve GE olusturulmustur. Reaksiyon %25°lik (hacim/hacim)
stilfurik asit ¢ozeltisi eklenerek hazirlanmig asidik sodyum kloriir ¢ozeltisinden 600 pL
eklenerek durdurulmus ve istenmeyen polar bilesikler 600 pL izohekzan ile cift
ekstraksiyon yapilarak uzaklastirilmistir. Daha sonra 600 pL dietileter-etilasetat
karisimi (3:2) ile ekstrakte edilip 50 uL fenilboronik asit (PBA) ile tiirevlendirme
yapilmistir. Elde edilen ekstrakt azot gazi altinda kurutulup 500 pL izooktan ile
coziinerek Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (GC-MS, Agilent 7890A) cihazina

enjekte edilmistir.

3-MCPD ester miktar1 analizi DGF metodu C-VI 18 (10) uygulama B’ye gore

yapilmistir. Bu yontemde, reaksiyonu sonlandirmak i¢in asidik sodyum kloriir yerine
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asidik sodyum bromiir ¢ozeltisi kullanilmis ve uygulama A’daki ayni islem basamaklar

uygulanmigtir.

3-MCPD ve GE bilesiklerinin analizi, Cheng vd. (2016) yontemine gore yapilmustir.
GC-MS’te ayirma islemi kapiler kolon (Restek Rxi-17 kolon, 30 m x 0.25 mm x 0.25
um) ile saglanmistir. Enjeksiyon splitless mod kullanilarak gergeklestirilmistir. Tag1yici
gaz olarak 1.18 mL/dk sabit akis hizinda helyum kullanilmistir. Firin sicaklik programi
80°C’de baslatilmis; dakikada 5°C artisla 155°C’ye ardindan dakikada 60°C artisla
300°C’ye yiikseltilmistir. Miktar belirlenmesi, 3- MCPD-d5 i¢in m/z= 150, 3-MCPD
icin m/z= 147 karakteristik iyonlar izlenerek gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1°deki standart kurve olusturmak i¢in 3-MCPD ve GE ile kontamine olmadigi
diisiiniilen natiirel sizma zeytinyagi 0.1 g tartilip 100 pL glisidol standard: eklendikten
sonra uygulama A’ya goére analiz edilmistir. Glisidol ¢o6zeltileri 8 farkli
konsantrasyonda (0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mg/kg) hazirlanmistir (Cizelge 3.1). GE
miktar1 hesabinda kullanilacak olan standart kurvenin egimi 0.5177 olarak bulunmustur.
Determinasyon katsayisinin 0.995 olmas1 da dlgiimlerin birbirleri ile uyumlu ¢iktigini

gostermektedir.

Cizelge 3.1 Standart kurve igin gerekli olan farkli konsantrasyonlardaki glisidol
¢oOzeltilerinin hesaplanan 3-MCPD esterleri igerikleri

Glisidol standardi konsantrasyonu | Analiz sonucu hesaplanan 3-MCPD
(mg/kg) Esteri miktar1 (mg/kg)

0.1 0.06

0.25 0.16

0.5 0.27

1 0.52

2 1.06

3 1.48

4 1.97

5 2.71
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Sekil 3.1 Standart kurve

Yapilan analizinin dogrulugu ve giivenilirligi son derece 6nemli oldugu icin, tespit
limiti (Limit of Detection-LOD) ve Ol¢iim limiti (Limit of Quantification-LOQ)
belirlenmistir. Standart kurve ¢izmek icin kullanilan en diisiik konsantrasyon 0.1 mg/kg
Glisidol, 10 kez analiz edilerek 6l¢iim yapilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi ve
standart sapmasi alinarak LOD (ortalama + standart sapma X 3) ve LOQ
(ortalama + standart sapma x 10) degerleri hesaplanmistir. Sonuglara gore

LOD degeri 0.0664 mg/kg, LOQ degeri ise 0.0833 mg/kg olarak bulunmustur.
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Glisidil esterlerinin miktari, uygulama A’dan elde edilen deger ile uygulama B’den elde
edilen degerin farkinin standart kurveden elde edilen doniisiim faktorii ile carpilmasi ile

elde edilmistir:

Uygulama A: 3-MCPD esterleri ve GE miktari (mg/kg) = ——acr 2 m/z147 pikalan_ o g

3—-MCPD—ds5 1m/z:150 pik alant

Uygulama B: 3-MCPD ester miktari (mg/kg) = —oom/z147 pikalam_ g

3_MCPD_d5m/z:150 pik alant

Glisidil Esterleri miktar1 (mg/kg) = (Uygulama A — Uygulama B) x 1/m

m: Standart kurveden elde edilen egim (0.5177)

3.3 Serbest 3-MCPD analizi

Sindirilmis emiilsiyon ve yemeklik yaglarin serbest 3-MCPD miktarlarini tespit etmek
icin Kiisters vd. (2010) metoduna gore yapilmistir. Serbest 3-MCPD’nin belirlenmesi
icin deiyonize su iginde 10 pg/mL konsantrasyonlu 3-MCPD-d5 igin standart ile bir
stok ¢ozelti hazirlanmistir. 10 g numune santrifiij tiipiine tartilmigtir. Uzerine 10 pg/mL
3-MCPD-d5 stok ¢ozeltisinden 25 uL eklenip homojenlestirilmistir. Tiirevlendirme
reaktifi olarak 5 g PBA'nin 19 mL aseton ve 1 mL deiyonize su i¢inde ¢oziinmesiyle
hazirlanan PBA’dan 200 pL eklenmistir. Daha sonra 90°C’ye hazirlanmis su
banyosunda 30 dakika isitilmigtir. Siire sonunda su banyosundan alinarak oda
sicakligina gelmesi saglanmistir. Uzerine 2 mL hekzan eklenip 3000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlenmistir. Hekzan tabakasi ayrildiktan sonra iist faz viallere alinarak GC-MS’te

okuma yapilmigtir.

GC-MS’te ayirma islemi kapiler kolon (Restek Rxi-17 kolon, 30 m x 0.25 mm x 0.25
um) ile saglanmistir. Enjeksiyon splitless mod kullanilarak gerceklestirilmistir. Tasiyict
gaz olarak 0.7 mL/dk sabit akis hizinda helyum kullanilmistir. Firin sicaklik programi
50°C’de baslatilmig, dakikada 10°C artisla 210°C’ye ardindan 5 dakikada 30°C artisla
300°C’ye yiikseltilmistir. Miktar belirlenmesi, 3- MCPD-d5 i¢in m/z= 150, 3-MCPD

icin m/z= 147 karakteristik iyonlar izlenerek gerceklestirilmistir.
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Omek analizlerinden 6nce Sekil 3.2°deki standart kurveyi cizebilmek igin 3-MCPD
standardi 8 farkli konsantrasyonda (0.1; 0.09; 0.07; 0.05; 0.02; 0.01; 0.004; 0.001

mg/kg) hazirlanmis ve 6rnek yerine distile su kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Standart kurveden elde edilen denklem kullanilarak oOrneklerin serbest 3-MCPD

icerikleri hesaplanmistir:

3-MCPD
Mm.147 pik alant
z -0.043

3-MCPD—-d
5 %:150 pik alani

Serbest 3-MCPD miktar1 (mg/kg) = 40.077

Standart kurve ¢izmek i¢in kullanilan en diisiik konsantrasyon 0.001 mg/kg 3-MCPD
standard1 10 kez analiz edilerek 6l¢tim yapilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi ve
standart sapmasi alinarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Sonuglara gére LOD
degeri 0.0028 mg/kg, LOQ degeri ise 0.0049 mg/kg olarak bulunmustur.

Cizelge 3.2 Standart kurve ¢izmek i¢in gerekli olan farkli konsantrasyonlardaki 3-
MCPD ¢ozeltilerinin hesaplanan 3-MCPD igerikleri

3-MCPD standardi konsantrasyonu Analiz sonucu hesaplanan 3-MCPD
(ng/mL) Esteri miktar:

0.1 4.35

0.09 3.49

0.07 2.64

0.05 2.02

0.02 0.86

0.01 0.46

0.004 0.25

0.001 0.11
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Sekil 3.2 Serbest 3-MCPD standart kurvesi

3.4 Emiilsiyon Olusumu

Calisma kapsaminda emiilsiyonlar 3 tekerriir olacak sekilde taze {retilerek
kullanilmigtir. Su i¢inde yag (Y/S) emiilsiyonu hazirlamak i¢in agirlik¢a %10 yag fazi
ve %90 su fazi olacak sekilde karistirilmistir. Su fazi i¢in sodyum fosfat monobazik ve
sodyum fosfat dibazik kimyasallarindan elde edilen 10 mM tampon ¢ozelti pH 7
degerine ayarlanarak kullanilmistir. Farkli parcacik boyutlarina sahip emiilsiyonlar elde
etmek i¢in su fazi, bir giin 6ncesinde peynir alt1 suyu proteini izolatinin tampon ¢ozelti
icerisinde 2 saat kanistirllmasiyla hazirlanmistir ve 24 saat boyunca 4°C’de
buzdolabinda bekletilmistir. Analizin yapilacagr giin buzdolabindan c¢ikartilarak
yaklagik 2 saat karistirilarak oda sicakligina gelmesi saglanmistir. Daha sonra filtre
edilerek pH degeri 7’ye ayarlanmustir. Su fazi ve yag fazi, 6n homojenizasyon amaciyla
2 dakika boyunca ultra-turrax cihazinda (IKA T18 Basic) karistirtlmistir. Daha kiigiik
parcacik boyutuna sahip homojen emiilsiyonlar tiretmek i¢in ikinci asama olarak mikro
akiskanlastirma cihazi kullamlmstir. Ince, orta ve kaba emiilsiyonlar iiretebilmek icin

farkli basing (3, 4, 6, 10 kpsi), gecis sayis1 (1, 2, 3) ve emiilgatoér konsantrasyonu (%2,
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1, 0.5, 0.2, 0.15, 0.1) uygulamalar1 denenmistir. Her deneme sonrasinda pargacik

boyutlar1 6l¢tilmiistiir.

3-MCPD’nin emilimini azaltmak amaciyla eklenen sindirilemeyen yaglar agirlik¢a %10
yag igceren Y/S emiilsiyonunun yag fazina %10, %20 ve %30 olacak sekilde eklenmistir.
Ornegin yag fazinin %10’u limon ya@ olmasi igin 2 g limon yag1 18 g zeytinyag
kullanilmistir. Her bir 6rnek 3 tekerriir olacak sekilde hazirlanmis ve ayni giin icerisinde

gerekli dlgtimler yapilana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.5 In vitro Sindirim Modelinin Uygulanmasi

In vitro sindirim modeli Minekus vd. (2014) yontemine gére yapilmistir. Agiz ve mide
fazlarinin sonunda % 0.5 (agirlik/agirlik) yag igermesi igin agiz fazina baslamadan 6nce
numunenin yag konsantrasyonu %2 olacak sekilde ayarlanmalidir. Bu nedenle
numuneler, pH 7’ye ayarlanmis 10 mM fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Yagin
sindirimini simiile etmek i¢in 0.4 g yag, 3.6 g peynir alt1 suyu proteini izolat1 ¢dzeltisi

ve 16 g fosfat tamponu karistirilarak agiz fazina hazir hale getirilmistir.

Sindirim modeli i¢in analizden once yapay tiikiiriik stok ¢ozeltisi (YTSC), mide stok
cozeltisi (MSC) ve bagirsak stok ¢ozeltisi (BSC) hazirlanmistir. Sodyum klortir (1.594
g), Amonyum Nitrat (0.328 g), Potasyum Fosfat (0.636 g), Potasyum Kloriir (0.202 g),
Potasyum Sitrat (0.308 g), Urik Asit Sodyum Tuzu (0.021 g), Ure (0.198 g), Laktik Asit
Sodyum Tuzu (0.146 g) son hacmi 1 L olacak sekilde ¢ift damitilmis su iginde
¢oziindiirerek YTSC; Sodyum Kloriir (2 g) ve Hidroklorik Asit (7 mL) son hacmi 1 L
olacak sekilde ¢ift damitilmis su i¢inde ¢oziindiirerek MSC; Kalsiyum Kloriir (4.15 g)
ve Sodyum Kloriir (32.87 g) son hacmi 150 mL olacak sekilde ¢ift damitilmis su icinde

¢oziindiirerek BSC hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmastir.

Simiile edilen sindirim sirasinda pH ayarlamasi yaparken kullanilmasi igin 0.1 N HCI, 1

N HCI, 0.1 N NaOH ve 1 N NaOH ¢ozeltileri hazirlanmistir.
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3.5.1 Ag1z faza

Ag1z faz1 i¢in analizden 24 saat 6nce 0.6 g domuz gastrik musin tip 2 ile 20 mL YTSC
kanigtirilarak yapay tiikiiriik test ¢ozeltisi (YTTC) hazirlanmis ve gece boyunca
karistirllmistir. %2 yag igeren 20 mL numune ve YTTC 37°C’ye ayarlanmig su
banyosunda 15 dakika bekletilmistir. 15 dakika sonunda YTTC ile numune
karistirilmis, NaOH ve HCI ile pH degeri 6.8’e ayarlandiktan sonra 37°C’de inkiibator
calkalayicisinda (Niive-ST 30) 10 dakika 100 rpm’de karistirtlmistir. Siire sonunda agiz

fazindan pargacik boyutu ve zeta potansiyel 6l¢limii i¢in 6rnek ayrilarak sogutulmustur.

3.5.2 Mide faz1

Mide faz1 i¢in analizden 45 dakika dnce 0.064 g pepsin ile 20 mL MSC 30 dakika
karistirilarak mide test ¢ozeltisi (MTC) hazirlanmistir. Karistirildiktan sonra 37°C’de 15
dakika boyunca su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda agi1z fazindan alinan NaOH
ve HCI kullanilarak pH 2.5’e¢ ayarlanan 20 mL bolus numunesi ile 20 mL MTC
kanstirilmistir. pH degeri NaOH ve HCI ile 2.5°e yeniden ayarlanmustir. Inkiibator
calkalayicisinda 37°C 100 rpm’de 2 saat boyunca siirekli olarak karistirilmistir. Siire
sonunda pargacitk boyutu ve =zeta potansiyel Olglimleri igin Ornek ayrilarak

sogutulmustur.

3.5.3 ince bagirsak fazi

Simiile edilen sindirimin ince bagirsak fazi i¢in otomatik titrasyon (pH-Stat Metrohm
916 Ti-Touch model) cihazi kullamlmustir. ince bagirsak fazi icin 24 saat dnceden
0.1875 g safra tuzlari ile 3.5 mL fosfat tamponu birkag¢ saat ¢oziinme saglanana kadar
karistinlmistir ve gece boyunca buzdolabinda saklanmustir. ince bagirsak fazindan 45
dakika once 0.06 g lipaz ile 2.5 mL fosfat tamponu 30 dakika boyunca karigtirilmustir.
Ince bagirsak fazindan 15 dakika once 2.5 mL lipaz, 3.5 mL safra tuzu ve 1.5 mL BSC

cam tiiplere aktarilarak 37°C su banyosunda bekletilmistir.
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Mide fazi1 sonunda alinan 30 mL gastrik kimiis pH degeri 6.95-6.99 olacak sekilde
NaOH ve HCI ¢ozeltileri ile ayarlanmistir. 37°C’de olan su banyosuna koyulan gastrik
kimiis bulunan beher icerisine pH-Stat’in aparatlar1 (pH elektrodu, karistiric, biiret ucu)
yerlestirilmistir. 0.1 M NaOH ile otomatik titrasyon baglatilmistir. pH degeri 7 olunca
safra tuzu ve BSC eklenmistir. pH degeri tekrar 7 oldugunda lipaz enzimi eklenmis ve
simiile edilen ince bagirsak fazi baslamistir. 2 saat boyunca lipit sindiriminden serbest
yag asitlerini (SYA) noétrlestirmek igin harcanan 0.1 M NaOH miktar1 cihaza
kaydedilmistir. Serbest yag asitleri miktar1 asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmuistir:

% SYA = 100 X Vygon X Mygon X Myip;;

Wiipie X 2

VNaon: Harcanan NaOH miktari (L),
Myqon- NaOH molaritesi,
M- Kullanilan yagin molekiiler agirhigi (g/mol),

Wiipie: Sindirim sistemindeki yagin agirligidir (g).

Ince bagirsak faz1 bittikten sonra numuneden 20 mL aliarak oda sicakliginda 40 dakika
4000 rpm’de santrifiij cihazi (Hettich Universal 320 model) ile santrifiij edilmis ve siire
sonunda Ustte toplanan misel fazi gerekli Olglimlerin yapilmasi i¢in ayr1 bir tiipe

aktarilmustir.

3.6 Biyoerisilebilirlik

3-MCPD’nin biyoerisilebilirligi hesabi i¢in in vitro sindirim modelinde simiile edilen
ince bagirsak fazi sonrasinda numuneden 10 g alinarak 4000 rpm 40 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij edildikten sonra {istte toplanan misel fazi bagka bir tiipe
aktarilmistir. Bagirsak fazi (digesta) ve santrifiij sonrast misel fazinin 3-MCPD
iceriklerini tespit etmek i¢in serbest 3-MCPD analizi yapilmistir. Cikan sonuglara gore

yiizde biyoerisilebilirlik (BA) misel fazda tespit edilen 3-MCPD konsantrasyonunun
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digestada tespit edilen 3-MCPD miktarina oraninin 100 ile ¢arpilmasiyla bulunmustur
(Pool vd. 2013):

Misel fazindaki konsantrasyon

x 100

BA (%) =

Digesta fazindaki konsantrasyon

3.7 Parcacik Boyutu Olgiimleri

Calismada parcacik boyutu olgiimii Malvern Master Sizer 3000 cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Master Sizer cihazinda yapilan Ol¢limlerin temel ilkesi; kiigiik
pargaciklarin 15181 biiylik agilarda dagitmasi, biiylik parcaciklarin 15181 kiiclik agilarda
dagitmasina dayanmaktadir. Kullanilan yagin refraktif indeks ve yogunluk gibi bilgileri
cihazin programina islenmis ve 3 tekerriir olarak hazirlanmis 6rneklerin her biri igin 2
okuma yapilmis, Ol¢limlerin ortalamasi ve standart sapmasi1 Microsoft Office Excel
programi kullanilarak hesaplanmistir. Tez c¢alismasinda pargacik boyutlari, yiizey

agirlikli ortalama cap (dsp) olarak verilmistir.

3.8 Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

Calisma  kapsaminda zeta potansiyel ol¢iimii ODTU Merkez Arastirma
Laboratuvari’nda bulunan ZetaSizer cihazi ile yapilmistir. Zeta potansiyel pargacigin
icinde bulundugu sivinin pH degerine bagl oldugu i¢in numunelerin baslangig, agiz ve
digesta faz1 i¢in pH 7’ye ayarlanmis fosfat tamponu ile seyreltilmis, numunelerin mide

faz1 ise pH 2.5’e ayarlanmis fosfat tamponu ile seyreltilmistir.

3.9 Sitotoksisite Analizi

Gida emiilsiyonlarminda 3-MCPD toksisitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla
toksisite  testleri icin  Hitit Universitesi'nde  3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir testi (MTT) uygulanmistir. Hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen
saglikli L929 fibroblast ve vero (bobrek) hiicrelerinin dehidrogenaz enzim aktivitesinin

Olclilmesi esasina dayanan bu metodun uygulanmasi i¢in hiicreler bu enzimlerin
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degisime ugrattigt MTT maddesine maruz birakilmistir. Enzim aktivitesi canl
hiicrelerde gozlenirken Olen hiicrelerde gozlenmemektedir. Analizden 1 giin Once
plakalara kuyucuk basina 10000 hiicre olacak sekilde sayimi yapilan hiicrelerle 100 pL
medyum hazirlanarak ekim yapilmis ve 24 saat 37°C ve %5 CO, ortamda inkiibe
edilerek hiicrelerin yiizeye yapismasi saglanmistir. Siire sonunda seri diliisyonlar
halinde (100 mg/mL- 1.5625 mg/mL) hazirlanan Ornekler ilave edilmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon siiresinin sonunda vasat uzaklastirilmis ve 50 L
MTT c¢ozeltisi eklenerek 2 saat karanlikta inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda MTT
ortamdan uzaklastirilarak 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek reaksiyon
sonlandirilmistir. Peynir alt1 suyu proteini izolat1 ¢ozeltisi baslangi¢c ve misel fazlari i¢in
kontrol olarak kullanilmistir. inkiibasyonu yapilan hiicreler 570 nm absorbans degerinde
spektrofotometrede okumalar1 yapilmis ve Microsoft Excel programi kullanilarak %

canlilik hesaplanmistir:

ADbS jrnek

Canlilik (%) = x 100

ADbS kontrol

TS EN ISO 10993-5 standardina gore hiicre canliligi kontrol grubunun %70’1 ise
madde sitotoksik degil, %70’den azsa maddenin potansiyel olarak sitotoksik kabul
edilmistir ve sitotoksik ornekler i¢in hiicre canliliginin %50’lik inhibisyonunu yansitan
(ICsp)  konsantrasyonu  canlilik-konsantrasyon  grafiklerinden  belirlenmistir
(Anonymous, 2009).

3.10 istatistiksel Analiz

Tiim analizler {i¢ tekerriir halinde yapilmistir. Ortalamalar ve standart sapmalar bu
degerlerden hesaplanmistir. Elde edilen veriler istatistiksel SPSS paket programi (SPSS
Statistics 20, IBM) kullanilarak varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Ornekler
arasinda %5 anlamlilik diizeyinde ¢oklu karsilastirmalar i¢cin Tukey testi kullanilmistir

(p<0.05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan tez c¢alismasi kapsaminda gida emiilsiyonlariin 3-MCPD esterlerinin
sitotoksisitesi lizerine etkisi aragtirilmistir. Calismada 6 farkli yemeklik yagin 3-MCPD
esterleri ve GE miktar tespit edildikten sonra diger analizler i¢in en yliksek 3-MCPD
esteri igeren yag ile devam edilmistir. ince, orta ve kaba emiilsiyonlar iiretilerek
pargacik boyutunun 3-MCPD’nin biyoerisilebilirligi ve sitotoksisitesindeki degisimleri
ve simiile edilen sindirim sistemi boyunca degisen Ozellikleri incelenmistir.
Sindirilemeyen yag olarak; diisiik serbest yag asitleri salinimina sahip limon yagi
kullanilmistir. Biyoerisilebilirligi en yiiksek olan emiilsiyonun ayni kosullarda sadece
yag fazina farkli oranlarda sindirilemeyen yag eklenerek iiretilmesiyle 3-MCPD’nin
biyoerisilebilirligi ve sitotoksisitesindeki degisimleri ve simiile edilen in vitro sindirim

sistemi boyunca degisen 6zellikleri arastirilmastir.

4.1 3-MCPD ve Glisidil Esterleri Iceriklerinin Belirlenmesi

Gida emiilsiyonlarinin 3-MCPD esterleri iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
oncelikle 6 farkli rafine yemeklik yagin (zeytinyagi, findik yagi, ceviz yagi, aygicek
yagi, soya yag1 ve musir yagl) 3-MCPD esterleri ve GE igerikleri tespit edilmistir
(Cizelge 4.1). Analiz sonucuna gore yaglarin 3-MCPD esterleri igerikleri, en yiiksekten
en diislige sirastyla su sekildedir: zeytinyagi, ceviz yagi, findik yagi, misir yagi, soya
yag1, aycicek yagl. Istatistiki sonuglara gore de zeytinyaginim igerdigi 3-MCPD esteri
diger yaglara gore Onemli Ol¢lide daha yiiksektir (p<0.05). Yaglar icerdigi GE
miktarlaria gore siralandiginda ise ceviz yag1 en yiiksek, aycicek yagi ise en diisiik GE
icerigine sahip yag olarak bulunmustur. Rafine ceviz yagiin yliksek GE i¢ermesinin,
ham yaginda yiiksek serbest asit dolayisiyla yiiksek kismi gliserit (6zellikle digliserit)
bulunmasi, bu nedenle de rafinasyon islemlerinde uygulanan yiiksek sicakliklarda soz
konusu kismi gliseritlerin glisidil esterlerine donligmesinden  kaynaklandig

distiniilmektedir.
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Cizelge 4.1 Farkli rafine yemeklik yaglarin 3-MCPD esterleri ve GE igerikleri

Yemeklik Yaglar 3-MCPD esterleri (mg/kg) | GE (mg/kg)
Findik Yag1 0.47 +0.01° 2.01 +£0.18"
Misir Yag 0.21+0.01° 0.27 + 0.04%
Ceviz Yag1 0.55 +0.01° 478 +0.13°
Zeytinyag1 1.77+0.13° 0.67 £ 0.30°
Aygigek Yagi 0.17 +£0.01° 0.06 + 0.02°
Soya Yagi 0.18 + 0.02° 0.37 + 0.04°

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler (a, b,
C, d, e) ortalamalar arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0.05).

Kamikata vd. (2019) Brezilya’daki marketlerden satin aldigi 13 farkli markaya ait
zeytinyaginin 3-MCPD esterleri igerigini dlgmisler ve numunelerin 0.28-3.77 mg/kg
arasinda 3-MCPD esterleri igerdigini bildirmislerdir. Kuhlman (2011) rafine yaglarin 3-
MCPD esterleri ve GE igeriklerini arastirmistir. Calismalar1 sonucunda aygicek yagi
orneklerinin 0.1-2.1 mg/kg 3-MCPD esteri, 0.1-0.4 mg/kg GE; soya yagi 6rneklerinin
0.1-0.5 mg/kg 3-MCPD esteri, 0.1-0.6 mg/kg GE; zeytinyagi drneklerinin 0.3-1.2 mg/kg
3-MCPD esteri, 0.1-0.4 mg/kg GE; misir yaginin 0.2 mg/kg 3-MCPD esteri, 0.7 mg/kg
GE; ceviz ve findik yagmin ise tesadiifi olarak 19 mg/kg 3-MCPD esteri igerdigini
tespit etmislerdir. Hung vd. (2017) sizma zeytinyaginin tagsisini tespit etmek amaciyla
3-MCPD esterlerinin tanimlanmasi lizerine bir ¢aligma yapmustir. Tayvan, Amerika
Birlesik Devletleri, Italya ve Ispanya’dan temin ettikleri 42 farkli zeytinyag: (15 tane
rafine zeytinyagl) numunesinin 3-MCPD ester igeriklerini o6l¢miislerdir ve rafine
zeytinyagi 0.97-7.61 mg/kg 3-MCPD esteri icerdigi tespit edilmistir (Hung vd. 2017).
Literatiirdeki bu caligmalar, tez calismasi kapsaminda tespit edilen 6 farkli yagin 3-

MCPD esteri ve GE igeriklerini dogrular nitelikte oldugu gézlemlenmistir.
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4.2 Hazirlanan Emiilsiyonlarin Ozellikleri

4.2.1 Farkh parcacik boyutlarina sahip zeytinyagi emiilsiyonunun 6zellikleri

3-MCPD ve glisidil esterleri tespit edilen yemeklik yaglardan en yiliksek 3-MCPD
igerigine sahip olan rafine zeytinyagi tez ¢alismasinin bu asamasinda emiilsiyonun yag
faz1 olarak kullanilmistir. 100-450 nm parcacik boyutuna sahip ince emiilsiyon, 500-900
nm parcgacik boyutuna sahip orta emiilsiyon ve 1000-1200 nm parcacik boyutuna sahip
kaba emiilsiyon fiiretebilmek i¢in denemeler yapilmis ve bu denemeler sonucunda
tiretilen emiilsiyonlarin pargacik boyutlart Sekil 4.1°de gosterilmistir. %2 peynir alti
suyu proteini izolat1 kullanildiginda ve 10 kpsi basingta 3 gegis uygulandiginda 369.16
+ 3.72 nm parcacik boyutuna sahip ince emiilsiyon {iiretilmistir. %2 peynir alt1 suyu
proteini izolat1 kullanildiginda ve 6 kpsi basingta 3 gecis uygulandiginda 514.17 + 2.27
nm parcacik boyutuna sahip orta emiilsiyon tlretilmistir. %0.15 peynir alt1 suyu proteini
izolat1 kullanildiginda ve 3 kpsi basingta 3 gec¢is uygulandiginda 1025 + 11.18 nm
parg¢acik boyutuna sahip kaba emiilsiyon {iretilmistir. Zhang vd. (2016) mikro
akiskanlastirict kullanarak %8 misir yagr ve %92 su fazi (peynir alti suyu proteini
izolat1 igeren) ile farkli pargacik boyutuna sahip emiilsiyonlar {iretmistir. Aragtirmacilar,
170 nm pargacik ¢apina sahip ince emiilsiyonu 11 kpsi 5 gecis uygulayarak ve 640 nm
parcacik capina sahip orta emiilsiyonu 7 kpsi 3 ge¢is uygularak tiretmistir. Li vd. (2017)
mikro akiskanlastirict kullanarak %8 zeytinyagi ve %92 su faz1 (%1 peynir alt1 suyu
proteini izolati iceren) ile farkli pargacik boyutuna sahip emiilsiyonlar {iretmistir.
Arastirmacilar, 150 nm parcacik capina sahip ince emiilsiyonu 12 kpsi 3 gegis
uygulayarak ve 400 nm parcacik capma sahip orta emiilsiyonu 7 kpsi 3 gegiste
iretmistir. Literatiirdeki bu bulgular ile tez ¢alismasinda iiretilen emiilsiyon pargacik

boyutlar1 benzerdir.

35



1200
a
1000 =
2 800
g
2 500
2 b
(=]
M
= 400 C
S
=
&~ 200
0
ince Orta Kaba
Emiilsiyonlar

Sekil 4.1 Farkli emiilgator oranlari ile hazirlanan ve farkli basinglarin uygulanmasiyla
elde edilen emiilsiyonlarin pargacik boyutlari

(Farkli kiigik harfler (a, b, c¢) ortalamalar arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05)).

Farkli kosullarda iiretilen emiilsiyonlarin pargacik boyut dagilimlari Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Parcacik boyut dagiliminin dar olmasi sistemdeki pargacik ¢aplarmin
birbirine yakin oldugunu gostermektedir. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi parcacik boyut
dagilim1 en genis olan kaba emiilsiyondur. Ince ve orta emiilsiyonlar ise tek modlu
partikiil boyutu dagilimi géstermistir. Bu sonuglar, Li vd. (2017) caligmasinda buldugu

sonuglarla benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.2 Farkli kosullarda iiretilen ince, orta, kaba emiilsiyonun parcacik boyut
dagilimlar

4.2.2 Zeytinyag) emiilsiyonlarina in vitro sindirim modelinin uygulanmasi

Rafine zeytinyagi ve ince, orta ve kaba emiilsiyonlar simiile edilmis agiz, mide ve ince
bagirsak modellerine maruz birakilmistir ve her faz sonrasinda pargacik boyutu dl¢iimii
icin Ornekler alinmigstir. Sekil 4.3°te goriildiigli gibi ince, orta ve kaba emiilsiyonlarin
agiz fazi sonrasinda alinan bolusun parcacik boyutu sirastyla 0.61 + 0.02 um, 0.8 + 0.03
um ve 1.28 + 0.09 um ¢ikmistir. Baglangi¢ pargacik boyutlarina gore yaklasik olarak
ince emiilsiyonda 0.24 pum, orta emiilsiyonda 0.38 um ve kaba emiilsiyonda 0.25 um

artis gozlemlenmistir.
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Sekil 4.3 Rafine zeytinyagi ve ince, orta, kaba emiilsiyonlarin sindirim fazlar1 pargacik
boyutlari

(Farkli kii¢iik harfler (a, b, ¢) ayni sindirim fazinda farkli 6rneklerin istatistiki 6nemini belirtmektedir
(p<0.05). Farkli bityiik harfler (A, B, C, D, E) aym1 6rnegin farkli sindirim fazindaki istatistiki 6nemini
belirtmektedir (p<0.05).)

Mide faz1 sonrasinda her 3 emiilsiyonun da pargacik boyutu artmistir (Sekil 4.3). Daha
kiiciik parcaciklar adsorbe edilmis bir miktar protein igeriyorsa, proteoliz nedeniyle
midede parcacik agregasyonu olasiligi vardir ve bu da pargacik boyutunda bir artisa yol
acmaktadir (Singh vd. 2009). Emiilsiyonun peynir alt1 suyu proteini izolat1 icermesi,
mide fazinda pargacik Ozelliklerindeki degisikligin ara ylizey protein tabakasinin pH
degisikligine ve pepsin kaynakli hidrolizinden sonra pargaciklar arasi sterik ve
elektrostatik itmenin azalmasina baglanabilmektedir (Singh ve Sarkar 2011, Giimiis vd.
2017). Buna ek olarak agiz fazinda kullanilan anyonik miisin molekiillerinin asidik
mide sivilarinda katyonik protein kaplh parcaciklarin kopriillenme flokiilasyonu da mide

fazindaki pargacik boyutu artisinin nedeni olarak gosterilmektedir (Zhang vd. 2016).
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Simiile edilmis ince bagirsak fazindan sonra alinan numunelerin pargacik boyutu mide
fazina gore daha kiigiiktir (Sekil 4.3). Emiilsiyon pargaciklarmin asidik mide
kosullarinda topaklasip notr bagirsak kosullarinda ise bu topaklarin dagilma olasilig
pargacik boyutundaki kii¢iilmeye sebep olarak gosterilebilir (Zhang vd. 2016). Ayrica
parcacik boyutunun daha kii¢iik olmasi notr kosullarda yag damlaciklarinin lipaz
tarafindan sindirilmesiyle damlacik topaklasmasindaki azalma ile agiklanabilir (Xu vd.

2020).

Sindirim sirasinda artan pargacik boyutu misel fazinda diismiistiir. Ince bagirsak
fazindan sonra numunenin santrifiijlenerek sindirilmemis yag damlaciklart ve kalsiyum
sabunlar1 gibi misel fazinin toplanmasi sirasinda ¢éziinmeyen kolloidal parcaciklarin

uzaklastirilmasi pargacik boyutunu daha da diisiirmiis olabilir (Tan vd. 2021).

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te goriildiigii gibi ince ve orta emdiilsiyonlarda agiz fazina
gecildiginde pargacik boyut dagilimlarinin daha belirgin bir sekilde ¢ift modlu hale
gelmis yani parcgaciklarin bir kisminin topaklasmaya basladigini gostermistir. Kiiciik
pargacik boyutuna sahip ince ve orta emiilsiyonlarda bu kiimelesme ve topaklagmalara
sindirim modelinin agiz fazinda kullanilan miisinin neden oldugu oldugu
diisiiniilmektedir. Kaba emiilsiyon (Sekil 4.6) ve rafine zeytinyaginda (Sekil 4.7) ise
baslangica gore farkli bir ¢ift modlu goriinlimiin olmamasi, karistirma sirasinda
birlesmeye duyarl olacak kadar kiiciik lipit damlacik boyutlarina sahip olmamasindan
kaynaklanmaktadir (Zhang vd. 2016). Bu 6rneklerin digesta ve misel fazlarinin genis bir
dagilima sahip oldugu gdosterilmistir. Bu genis dagilimin sebebi; ince bagirsak fazinda
sindirilmemis lipit damlaciklari, miseller, vezikiiller, ¢coziinmeyen kalsiyum tuzlar1 gibi
digestanin bir¢ok farkli kolloidal parcacik igermesinden kaynakli olabilmektedir (Zhang
vd. 2016).
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Sekil 4.5 Orta emiilsiyon sindirim fazlar1 par¢acik boyutu dagilimi
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Sekil 4.6 Kaba emiilsiyon sindirim fazlar1 pargacik boyutu dagilimi

Nisbi Damlacik Hacmi (%)
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Sekil 4.7 Zeytinyag1 sindirim fazlar1 pargacik boyutu dagilimi

Simiile edilen sindirim fazlarindan sonra numunelerin zeta potansiyel degerleri

Olciilmiistlir. Sekil 4.8’de goriildiigli lizere numunelerde negatif yiizey potansiyeli

41



gozlemlenmesine ragmen mide fazinda pozitife dogru bir egilim goézlemlenmistir.
Parcacik ylizeyindeki negatif yiikiin yiiksek olmasi emiilgator olarak kullanilan peynir
alt1 suyu proteini izolatinin gii¢lii bir negatif yiike sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ince, orta ve kaba emiilsiyonlarin baslangic zeta potansiyelleri sirasiyla -48.23 + 1.51
mV, -50.4 £ 0.5 mV ve -53.9 £ 4 mV’dir. Pargacik boyutu arttik¢a pargacik yiikiiniin
negatif yik yogunlugu da artmistir. Bu durum, ya ince emiilsiyonun arayiizeyindeki
emiilgatoriin eksik olmasindan ya kaba emiilsiyonda adsorbe edilmemis emiilgator
oldugundan ya da lipit fazindaki serbest yag asitlerinin, mineral iyonlarinin olusturdugu
anyonik veya katyonik safsizliklardan kaynaklanabilmektedir (Tan vd. 2021, Zhang vd.
2015b). Agiz fazina gegildiginde ise negatif yiikiin yogunlugu baslangic degerlerine
gore azalmistir. Bu azalma miisin molekiillerinin parcacik yiizeyleriyle olan

etkilesiminden kaynakl1 olabilmektedir (Oztiirk vd. 2015).

Baslangi¢ Agiz Mide Digesta

-10

)
o

Bb

Zeta Potansiyel (mV)
)
o

Bb

, Bb
¥ Ince Emiilsiyon

-50 C ® Orta Emiilsiyon
D w Kaba Emiilsiyon
-60 D ® Direkt Zeytinyagi

Sekil 4.8 Rafine zeytinyagi ve ince, orta ve kaba emiilsiyonlarin sindirim fazlar1 zeta
potansiyelleri

(Farkli kii¢iik harfler (a, b, ¢, d) ayn1 sindirim fazinda farkli 6rneklerin istatistiki 6nemini belirtmektedir
(p<0.05). Farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) aymi 6rnegin farkli sindirim fazindaki istatistiki 6nemini
belirtmektedir (p<0.05).)
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Oldukea asidik olan mide pH araliginin (pH 2.5) kullanilan protein yapili emiilgatoriin
izoelektrik noktalasinin (pH 5) altinda kaldigi i¢in parcaciklarin pozitif yiik tasima
egiliminde olmasma ragmen O6l¢iim sonuglarina gore yine de sifirin altinda oldugu
gozlemlenmistir (Chang ve McClements 2016a). Anyonik miisin molekiillerinin
katyonik protein kapli lipit damlaciklariin yilizeylerinde yiik nétralizasyonuna yol
acmasi sifira yakin olmasinin nedeni olarak diisiiniilmektedir (Chang ve McClements
2016b). Simiile edilen ince bagirsak fazi sonrasinda alinan digesta orneklerinin zeta
potansiyel Ol¢iimleri yapildiginda negatif yiik diizeyinin mide fazina gore arttigi
gozlemlenmistir. Bunun sebebi olarak ise safra tuzlari, fosfolipitler, serbest yag asitleri,
peptitler gibi anyonik kolloidal parcaciklarin lipit sindiriminden sonra sistemde
bulunmasina atfedilmektedir. Rafine zeytinyagi negatif yilizey ylikiiniin emiilsiyonlara
gbre daha diisiik olmasi, peynir alt1 suyu proteini izolati icermemesi ve sindiriminde
daha az anyonik serbest yag asitleri olusmasindan kaynakli olabilmektedir (Zhang vd.

2016).
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Sekil 4.9 Zeytinyagi ve ince, orta ve kaba emiilsiyonlarin serbest yag asitleri (SYA)
salinim ytiizdesi
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Ince bagirsak fazinda 2 saat boyunca kaydedilen harcanan NaOH miktarina gore bu faz
sirasinda salinmig olan serbest yag asitleri miktart hesaplanmistir. Sekil 4.9’da da
gorildiigli gibi ince, kaba ve orta emiilsiyonlarin her birinin ilk 10 dakikasinda rafine
zeytinyagina gore daha hizli bir sindirim gergeklesmistir. Farkli boyutlardaki
emiilsiyonlar arasinda serbest yag asitligi salinimi en fazla olan %85.26 + 0.68 ile en
kiiciik pargacik boyutuna sahip ince emiilsiyon olmustur. Orta emiilsiyon sindiriminin
ilk 10 dakikas1 ince emiilsiyona gore daha yavas gerceklesse de 2 saat sonundaki SYA
miktar1 %84.82 + 5.66 olup ince emiilsiyona yakin gerceklesmistir. En biiyiik pargacik
boyutuna sahip kaba emiilsiyonun ilk 10 dakikadaki sindirimi ince ve orta emiilsiyona
gore daha yavas gergeklesmistir; ayni zamanda %79.11 + 2.53 ile en diisiik lipit
sindirimine sahip emiilsiyon olmustur. Rafine zeytinyaginin sindiriminin ise %7.23 +
0.50 ile emiilsiyonlara gore daha diisiik oldugu tayin edilmistir. Yapilan birgok ¢alisma
da oldugu gibi tez ¢alismasi kapsaminda da pargacik boyutunun kiigiilmesiyle birlikte,
ince bagirsak fazinda birim zamanda salinan serbest yag asitleri miktar1 artmistir

(Troncoso vd. 2012, Salvia-Trujillo vd. 2013a, Li vd. 2017).

4.2.3 Zeytinyagi emiilsiyonlarimin biyoerisilebilirligi

Emiilsiyonlarin 3-MCPD biyoerisilebilirligi Sekil 4.10°da gosterilmistir. Emiilsiyonlar
arasinda en kiiciik baslangi¢c parcacik boyutuna sahip ince emiilsiyon en yiiksek 3-
MCPD biyoerisilebilirligine (%95.03 + 4.36) sahip oldugu tespit edilmistir. Orta
emiilsiyon %86.86 £ 3.65; kaba emiilsiyon %68.97 £ 4.29; rafine zeytinyag1 %76.89 +
6.19 3-MCPD biyoerisilebilirligine sahip olmustur. Parcacik boyutu azaldik¢a 3-MCPD
biyoerisilebilirligi artmistir. Literatiirdeki baska bilesiklerle ilgili olan sonuglar bu veriyi
desteklemektedir. Ornegin, Tan vd. (2021) yaptizn calismada A  vitamininin
biyoerisilebilirligi ~10 um pargacik boyutuna sahip kaba emiilsiyonda %51.3’ken ~0.1
um pargacik boyutuna sahip ince emiilsiyonda %95.9’dur. Rafine zeytinyaginin 3-
MCPD biyoerisilebilirliginin daha diisiik olmasi, emiilsiyonlarin misellerin i¢ine daha
hizli bir sekilde dahil edilmesinden kaynaklanmaktadir (Pool vd. 2013). Rafine
zeytinyagl ve kaba emiilsiyonun biyoerisilebilirligi arasinda ¢ok fark olmamasi ise

sindirim sirasinda kismen homojen edilmesinden ve parcacik boyutlarmin ¢ok farkli
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olmayisindan kaynaklanabilmektedir. Bu yiizden kaba emiilsiyon ve zeytinyagi arasinda

kesin bir yorum yapmak dogru olmayacaktir (Zhang vd. 2016).
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Sekil 4.10 Zeytinyagi ve ince, orta ve kaba emiilsiyonlarin 3-MCPD biyoerisilebilirligi
(Farkli kiigiik harfler (a, b, c¢) farkli 6rneklerin istatistiki onemini belirtmektedir (p<0.05).)

Tez ¢alismasinda 3-MCPD biyoerisilebilirligi gida emiilsiyonlarinda azalan pargacik
boyutuna bagli olarak %9-18 artmistir. Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi bazi bilesiklerin

emiilsiyon sistemlerine dahil edilmesiyle biyoerisilebilirliklerinin artmig oldugu

gozlenmistir.
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Cizelge 4. 2 Baz1 bilesiklerin emiilsiyon sistemlerindeki biyoerisilebilirlik degisimleri

Bilesik Sonug¢ Kaynak

Kurkumin  Tasiyict yaga baglh olarak %1-58 artmistir. Ahmed vd. 2012

Salvia-Trujillo vd.

Yag fazinda uzun zincirli trigliseritin 2013b

p-karoten artmastyla %86 yiikselmistir.

Icerigine bagl olarak yag ve su fazindakinden

%29-53 artmustir. Pool vd. 2013

Kuersetin

D; Vitamini  Yag igerigine bagli olarak %20-60 artmistir Oztiirk vd. 2015

Likopen Cig domateste %7.5 iken emiilsiyona Salvia-Trujillo ve
P eklenmesiyle %10-12.5 olmustur. McClements 2016
0 b
A Vitamini Parcacik boyutunun azalmasiyla %51°den Tan vd. 2021

%95.9’a yiikselmistir.

Ayni zamanda McClements (2021) nanoemiilsiyonlarda sindirim, biyoyararlanim ve
potansiyel toksisite {lizerine yaptigi calismada, emiilsiyonlarin hidrofobik biyoaktif
maddelerin biyoyararlanimini artirmasinin istenilen bir durum olmasina ragmen
biyoaktif maddelerin yiiksek diizeyde tliketildiginde veya toksik bir maddenin

biyoyarlanimini artirdiginda saglik {izerine olumsuz etkilerin olabilecegini bildirmistir.

4.2.4 Limon yag eklenen emiilsiyonlarin 6zellikleri

Farkl1 parcacik boyutlarina sahip emiilsiyonlar arasindan en yiiksek biyoerisilebilirlige
ince emiilsiyon kosullarinda oldugu i¢in tez ¢alismasinin bu adiminda ince emiilsiyonun
kosullar1 uygulanmigtir. On denemelerde sindirilemeyen yag olarak portakal ve limon
yagl in vitro sindirim modeli uygulandiginda serbest yag asitleri salinimi sirasiyla
%12.25 ve %2.08 olmustur. Daha az serbest yag asitleri salinimi limon yaginda oldugu
icin emiilsiyonlarin yag fazina %10-20 ve 30 oranlarinda limon yagi eklenmistir. Limon
yag1 sindirilebilir triagilgliserol yerine monoterpen, seskiterpen ve bunlarin
oksijenatlarindan olusur. Triagilgliserol icermedigi icin serbest yag asitlerine
doniisemez (Qian vd. 2012, Rao ve McClements 2012, Rao vd. 2013). Normalde 369.16
+ 3.72 nm parcacik boyutuna sahip emiilsiyonun pargacik boyutu %10 limon yagi
eklendiginde 355.83 £ 6.69 nm, %20 limon yag1 eklendiginde 315.17 = 12.08 nm, %30
limon yagi eklendiginde ise 298.17 + 15.62 nm olmustur (Sekil 4.11). Rao ve
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McClements (2012) limon yagiyla c¢alistiklarinda limon yagi emiilsiyonu pargacik
boyutunu 112-296 nm arasinda bulmustur. Tez ¢alismasinda da 6n denemelerde limon
yag1 emiilsiyonun pargacik boyutunu 175 nm bulunmustur, bu yiizden ince emiilsiyonun
yag fazina belli oranlarda limon yagi eklendiginde parcacik boyutu kiiclilmiistiir.

Pargacik boyut dagilimlarinda ise bir fark bulunamamistir (veri gosterilmemistir).
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Sekil 4.11 Ince emiilsiyonun yag fazina %10-20-30 limon ya@: eklendigindeki parcacik
boyutu

(Farkli kiigiik harfler (a, b) farkli 6rneklerin istatistiki dnemini belirtmektedir (p<0.05).)

4.2.5 Limon yag eklenen emiilsiyonlara in vitro sindirim modelinin uygulanmasi

Yag fazinin %10-20-30’si limon yagindan olusan rafine zeytinyagi emiilsiyonu
orneklerine in vitro sindirim modeli uygulayarak emiilsiyonlarin serbest yag asitleri
salinim1 ve sindirim boyunca degisen 6zellikleri incelenmistir. Sekil 4.12°de goriildigii
gibi agiz fazinda kii¢lik de olsa emdiilsiyonlarin pargacik boyutlarinda yukarida sayilan
sebeplerden dolay1 artis olmustur. Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilen limon

yag1 eklenmis emiilsiyonlarin pargacik boyut dagimlimlarina gore agiz fazinda 3 farkh
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emiilsiyonda da ¢ift modlu hale geldigi goriilmektedir. Bu parcaciklarin topaklagmaya
basladigin1 gostermektedir. Simiile edilen mide fazinda pargacik boyutu 3 farkh
emiilsiyon i¢in de 5 um’den fazla ¢ikmistir. Parcacik boyut dagilimlarina bakildiginda
daha genis bir dagilima sahiptir bu da emiilsiyonlarin midenin asidik ortamda inkiibe
edilmesinin pargacik agregasyonuna sebep olabilecegini gostermektedir (Rao vd. 2013).
Simiile edilen ince bagirsak fazindan sonra alinan 6rneklere (digesta fazi) gore parcacik
boyutu kiiglilmiistir ve pargacik boyut dagilimlarina bakildiginda ¢oklu mod
olugsmustur. Lipaz yag damlaciklarinda bulunan triagilgliserol molekiillerini hidrolize
ederek uzun zincirli serbest yag asitlerine ve monoagilgliserollere doniistiirebilir. Bu
tirtinler sulu faza dogru hareket ettik¢e yag damlaciklarinin boyutunda ve sayisinda bir
azalma beklenebilir (Rao vd. 2013). Ince bagirsak fazindan sonra alinan &rneklerin

santrifiijlenmesi (misel faz) pargacik boyutlarini kiigtiltmiistiir.

® ince Emiilsiyon

Aa
6 Aab :
® % 10 Limon yag1
Aab Ab [ % 20 Limon yagi
B % 30 Limon yag1
Ba
Bab BD 1
Bb
Ccc
C
1 |
_— Db DaCIDb Db
Db Db
, ="a LN

Baslangi¢ Agiz Mide Digesta Misel
Sindirim Fazlan

Parcacik Boyutu (um)
w £ (6]

N

Sekil 4.12 Farkli oranlarda eklenen limon yag1 emiilsiyonlarin sindirim fazlar1 boyutlari

(Farkli kiiciik harfler (a, b) ayni sindirim fazinda farkli 6rneklerin istatistiki 6nemini belirtmektedir
(p<0.05). Farkl1 bityiik harfler (A, B, C, D, E) aynm1 6rnegin farkli sindirim fazindaki istatistiki énemini
belirtmektedir (p<0.05).)
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Sekil 4.13 %10 Limon yagi eklenmis emiilsiyonun sindirim fazlar1 pargacik boyut
dagilimlar
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Sekil 4.14 %20 Limon yag1 eklenmis emiilsiyonun sindirim fazlar1 parcacik boyut
dagilimlari
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Sekil 4.15 %30 Limon yagi eklenmis emiilsiyonun sindirim fazlar1 pargacik boyut
dagilimlar

Sekil 4.16’da gosterildigi gibi limon yagi eklenen rafine zeytinyagi emiilsiyonlari
baslangigta benzer bir sekilde yliksek negatif yiiklere sahiptir. %10 limon yag1 eklenen
emiilsiyonun zeta potansiyel degeri -47.05 £ 0.35 mV, %20 limon yagi eklenen
emiilsiyonun zeta potansiyel degeri -48.2 = 1.7 mV ve %30 limon yag1 eklenen
emiilsiyonunu zeta potansiyel degeri -46.15 £ 1.65 mV’dir. Limon yag1 eklenmemis
olan zeytinyagi emiilsiyonlarinin zeta potansiyel degeri yaklasik -48 mV olup, limon
yag1 eklenmesiyle bu degerden olan sapma istatistiki olarak dnemsiz olmustur (p>0.05).
Rao vd. (2013) yaptig1 ¢aligmada misir yagina belli oranlarda limon yag:1 eklemislerdir
ve zeta potansiyel degerleri ~ -50 mV oldugunu bildirmislerdir. Simiile edilmis agiz
fazindan sonra emiilsiyonlarin negatif yiik biiyiikliigi azalmistir. Bunun sebebi olarak
miisinin parcacik topaklagmasina neden olmasi veya parcacik yiizeylerine adsorbe
olarak parcacik yiikiinii azaltip elektrostatik itmede bir azalmaya sebep olmasi

sayilabilmektedir (Silletti vd. 2007, Rao vd. 2013).
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Sekil 4.16 Farkli oranlarda eklenen limon yag1 emiilsiyonlarin sindirim fazlarinin zeta
potansiyelleri

(Farkli kii¢iik harfler (a, b, ¢) aymi sindirim fazinda farkli 6rneklerin istatistiki 6nemini belirtmektedir
(p<0.05). Farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) aym 6rnegin farkli sindirim fazindaki istatistiki 6nemini
belirtmektedir (p<0.05).)

Simiile edilmis mide fazindan sonra alinan orneklerde pozitif yiike dogru ciddi bir
egilim oldugu Sekil 4.16’da goriilmektedir. Bu negatif yilikiin azalmas1 diisiik pH
degerine baglanabilmektedir. Parcacik yilikii biiyiikliigiiniin azalmasi1 parcgaciklar
arasindaki elektrostatik itmenin giiclinii azaltarak topaklasmasina neden olabilmektedir
(Rao vd. 2013). Simiile edilmis ince bagirsak fazina gegildiginde ise emiilsiyonlarin
negatif yiik biiylikliigli tekrardan artmistir. Lipit sindiriminden sonra safra tuzlari,
fosfolipitler, serbest yag asitleri, peptitler gibi anyonik kolloidal pargaciklarin sistemde

bulunmasi bu artisa neden olabilmektedir (Zhang vd. 2016).
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Sekil 4.17 Farkli oranlarda eklenen limon yagi emdiilsiyonlarinin serbest yag asitleri
salinim ylizdesi

Yag fazma limon yag1 eklenerek hazirlanan emiilsiyonlar 2 saatlik simiile edilmis ince
bagirsak fazi boyunca harcanan NaOH miktarina gore yiizde serbest yag asitleri miktari
Sekil 4.17°de goriildiigii gibi hesaplanmistir. Yag fazina %10 limon yagi eklenen
emiilsiyonlarin serbest yag asitleri salinimi %76.5; %?20 limon yagi eklenen
emiilsiyonlarin serbest yag asitleri salimimi 9%62.2; %30 limon yagi eklenen
emiilsiyonlarin serbest yag asitleri salinim1 %55.3 olmustur. Bu sonuglara gore eklenen
limon yag1 oranmnin artmasiyla salinan serbest yag asitleri yiizdesi azalmistir. Ozellikle
%30 limon yag1 eklenen emiilsiyona bakildiginda limon yaginin triacilgliserollerin
sindirimini engelleyerek sadece yarisinin sindirilebildigi goriilmiistiir. Limon yag1
molekiilleri triagilgliserol molekiiliinii ¢evreleyerek lipazin triagilgliserollerdeki ester
baglarina ulagsmasini engellemis olabildigi diistiniilmektedir (Rao vd. 2013). Benzer bir
calisma olarak Rao vd. (2013) musir yagina belli oranlarda ekledigi limon yag: ile

hazirladiklar1 emiilsiyonlarin serbest yag asitleri yilizdesinin diistiigiinii bildirmislerdir.

52



4.2.6 Limon yag eklenen emiilsiyonlarin biyoerisilebilirligi

Yag fazina farkli oranlarda limon yag1 eklenen emiilsiyonlarin 3-MCPD
biyoerisilebilirligi Sekil 4.18°de gosterilmistir. %10, %20, %30 limon yag1 eklenen
emiilsiyonlarin 3-MCPD biyoerisilebilirlikleri sirasiyla %84.86 + 3.75, %69.15 + 2.72
ve %50.23 = 5.08 oldugu gozlemlenmistir. Sindirilmeyen yag olarak limon yaginin

artan oranlarda eklenmesi 3-MCPD biyoerisilebirligini diisiirmiistiir.
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Sekil 4.18 Yag fazina farkli oranlarda limon yagi eklenen emiilsiyonlarin 3-MCPD
biyoerisilebilirligi

Biyoerisilebilirlik (%)

(Farkli kiigiik harfler (a, b, c¢) farkli 6rneklerin istatistiki dnemini belirtmektedir (p<0.05).)

Rao vd. (2013) misir yagi kullanildiginda B-karoten biyoerisilebilirliginin yaklasik %76
iken limon yaginin kullanilmasiyla biyoerisilebilirligin %5 oldugunu ve misir yagina
belirli oranlarda limon yag1 eklendiginde P-karoten biyoerisilebilirliginin distiigiini

tespit etmislerdir. Ayrica arastirmacilar; limon yagmin sindiriminden sonra misel
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fazinda B-karoten olmasini, simiile edilmis bagirsak sivisinda bulunan safra tuzu ve
fosfolipidlerin olusturdugu misellerden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Serbest
yag asitleri disinda olusan miseller, lipofilik biyoaktif bilesikleri ¢oziindiirme
yetenegine sahip olsalar da serbest yag asitleri, monoagilgliseroller safra tuzlari ve
fosfolipitlerden olusan karisik misellerin ¢oziinme kapasitesinden farkli olmaktadir
(Rao vd. 2013). B-karoten biyoerisilebilirligi {izerine yapilan bir diger c¢alismada
sindirilemeyen yag olarak portakal yagmin kullanilmasi diisiik biyoerisilebilirlik
sonuglanmis; bunun sebebini ise portakal yagi gibi aroma yaglarinin triagilgliserol
bilesenlerini i¢ermediginden serbest yag asitlerine sindirilememesine ve lipofilik
bilesenleri c¢oziindiirebilen ve tasiyabilen daha az sayida karistk misel olmasina
baglamistir (Qian vd. 2012). Tan vd. (2019) enkapsiillenmis D3 vitamininin
biyoerisilebilirliginin yag fazina bagl oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada
yag fazi olarak sindirilemeyen yag kullanildiginda 9%20.7 olan biyoerisilebilirlik,
sindirilen bir yag olan misir yagi kullanildiginda %75.2 olmustur; iki yag ayni oranda
karistirtlarak emiilsiyon hazirlandiginda ise biyoerisilebilirlik %35.6 olmustur. Kisacasi
biyoaktif maddelerin biyoerisilebilirligi emiilsiyon sistemine eklenen sindirilemeyen
yagin etkiledigi sindirim oranini asarak, biyoerisilebilirligi katildig1 orandan daha fazla
diisiirmektedir. Tez calismasinda da %30 oraninda limon yagi eklenmesi sonucu

biyoerisilebilirlik toplamda yaklasik %45 oraninda azalmigstir.

4.3 Sitotoksisite Testleri

2016 yilinda EFSA “Gida Zincirindeki Kontaminasyonlar Paneli (CONTAM)”
yayinladig1 raporda 3-MCPD esterlerinin kanserojen bilesikler oldugunu bildirmistir.
Bu nedenle numunelere sitotoksisite testleri uygulanmistir. Farkli pargacik boyutlarina
sahip ince, orta ve kaba zeytinyagi emiilsiyonlarinin ve yag fazina farkli oranlarda
limon yag1 eklenerek elde edilen emiilsiyonlarin baslangi¢ drnekleri ve simiile edilen in
vitro sindirim modeli sonrasinda alinan misel fazindaki Ornekler igin sitotoksisite
testleri uygulanmistir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi 2013 yilinda kronik oral
maruziyet ile 3-MCPD toksisitesi i¢in ana hedef organin bobrek oldugunu bildirdigi igin
orneklere Fibroblast (L929) hiicrelerinin yani sira bobrek (Vero) hiicreleri de

uygulanmistir. Uygulanan bu oOrneklerin baglangic grubunda sitotoksik bir etkisi

54



olmadigi, hiicre canliliklarinin %100’¢ yakin oldugu goézlemlenmistir. Fakat Sekil
4.19°da gosterildigi gibi fibroblast hiicre hattina uygulanan testler sonucunda ince ve
orta emiilsiyonun misel fazlarmin canliliklar1 %70’den diisiik oldugu bulunmustur. Ince
emiilsiyon misel fazi i¢in tam konsantrasyon uygulandiginda hiicreler %16.75 canlilik
gostermis, konsantrasyon azaltildiginda bile canliligi ~ %20 olmus, ancak uygulanan
1/32 konsantrasyonundan itibaren %100’e yakin canlilik gostermeye baslamistir. Orta
emiilsiyon misel fazi i¢cin tam konsantrasyon uygulandiginda hiicreler %46.1 canlilik
gbstermis ve konsantrasyon azaltildiginda %45-49 arasinda oldugu goézlemlenmis,
ancak uygulanan 1/16 konsantrasyonundan itibaren %100’e yakin canlilik gostermeye
baglamistir. Kaba emiilsiyon ~ %100 canlilik gostererek sitotoksik bir etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. Zeytinyagi ve kaba zeytinyagi emiilsiyonu 6rneklerinin misel
faz1 sitotoksik bir etki gdstermezken, nispeten daha kiigiik parcacik boyutuna sahip ince
ve orta emiilsiyonlar sitotoksik etki gostermistir. Pargacik boyutu biiyiidiikge hiicre
canliligi yiizdesi Sekil 4.19°da goriildiigii gibi artmistir. Uygulanan konsantrasyon- %
hiicre canliligr grafiginden ince ve orta emiilsiyonun ICso degerleri hesaplanmustir. ince
emiilsiyon i¢in ICsq degeri 4.16 £+ 0.32 mg/mL, orta emiilsiyon i¢in 2.18 + 0.23 mg/mL
olarak hesaplanmistir. Ancak, Kesin bir yargiya ulagabilmek icin in vitro olarak

uygulanan bu test sonug¢larinin in vivo testlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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Sekil 4.19 Fibroblast hiicre hattina uygulanan zeytinyagi ve ince, orta, kaba
emiilsiyonlarin misel fazlarinin yiizde hiicre canliliklar1 (%)

(Farkl1 kii¢iik harfler (a, b, ¢, d) ayn1 konsantrasyonda farkli 6rneklerin istatistiki 6nemini belirtmektedir
(p<0.05). Farkli biiyiik harfler (A, B) aym 0Ornegin farkli konsantrasyondaki istatistiki Gnemini
belirtmektedir (p<0.05).)

Vero hiicre hattina uygulanan testlerde drneklerin baslangi¢c fazinin hiicre canliliklari ~
%100°’diir. Fakat bu testler orneklerin misel fazina uygulandiginda orta emiilsiyonun
misel fazinin hiicre canliigi %70’den diisiik oldugu bulunmustur (Sekil 4.20). Orta
emiilsiyonun misel fazi i¢in tam konsantrasyon uygulandiginda hiicreler %58.8 canlilik
gostermistir. Konsantrasyon azaltiginda hiicre canlilifi yine yaklasik %58 olmus, 1/8
konsantrasyondan sonra ise hiicreler ~ %100 canlilik gostermistir. Uygulanan
konsantrasyon - % hiicre canlilig1 grafiginden Vero hiicre hattinda orta emiilsiyonun
misel fazi Ornekleri igin ICsy degeri hesaplanmis ve 1.70 + 0.25 mg/mL olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.20 Vero hiicre hattina uygulanan zeytinyagi ve ince, orta, kaba emiilsiyonlarin
misel fazlarinin yiizde hiicre canliliklar1 (%)

(Farkl kii¢iik harfler (a, b, ¢) aymi konsantrasyonda farkli 6rneklerin istatistiki 6nemini belirtmektedir
(p<0.05).)

Yag fazina farkli oranlarda limon yagi eklenen emiilsiyonlarin baslangic ve misel
fazlarina sitotoksisite testleri uygulanmistir. Bu testlerde fibroblast ve bobrek hiicre
hattina uygulanan 6rneklerin hiicre canliliklart %70’den biiyiiktiir. Hiicre canliliklarinin
%70’den biiyiik olmas1 bu orneklerin sitotoksik bir etkisinin olmadigin1 gostermistir.
Ince ve orta emiilsiyonlarin misel fazinin fibroblast hiicre hattinda gosterdigi sitotoksik
etki emiilsiyonlarin yag fazina limon yagi eklendiginde kaybolmustur. Orta
emiilsiyonunun misel fazinin vero hiicre hattinda gosterdigi sitotoksik etki de
emiilsiyonlarin yag fazina limon yag: ekleyerek kaybolmustur. Kisacasi, orneklere en
diisiik oranda uygulanan %10’luk limon yagi eklenmesi dahi sitotoksik etkiyi ortadan

kaldirmustir.

Schultrich vd. (2021) 3-MCPD’nin bobrek ve karaciger hiicre hattindaki emilimi ve
metabolizmast ile ilgili calismistir. Calisma bulgularina gore insan ve sican bobrek

hiicreleri kullanilan hiicre hattinda mM diizeyde 3-MCPD uygulandiginda (0.01-100
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mM) hiicre canliliginda azalma olmustur. Sitotoksisite testlerinde kullanilan 4 farkli
bobrek hiicresinden ticiinde 30 mM 3-MCPD konsantrasyonundan sonra sitotoksisite
gozlemlemis, birinde ise 1 mM 3-MCPD konsantrasyonundan sonra hiicre
canliliklarinda 6nemli bir diisiis oldugunu bildirmislerdir. Karaciger hiicreleri i¢in
hiicrelerde 10 mM 3-MCPD konsantrasyonundan sonra azalma oldugunu gérmislerdir.
Calismada uyguladiklar1 3-MCPD konsantrasyonlarinin gergekte insanlarin gidalarla
olabilebileceginden c¢ok fazla oldugunu vurgulamislardir. Tee vd. (2011) MTT
yontemiyle yaptigi sitotoksisite testlerinde 2-oleil-3-kloropropandiol’iin 781 mg/kg
seviyesinde hiicresel sitotoksisiteye sebep oldugunu, ICsy degerinin 520 mg/kg
oldugunu gostermistir. Sicanlar iizerinde 4 farkli esteri 50, 200 ve 400 mg/kg
uygulayarak yaptiklar1 deneyde ise organ ve viicutlarinda toksik bir etki olmadigini

LDsp degerinin 400 mg/kg’dan fazla oldugunu belirlemislerdir (Liu vd. 2012).

Toksikolojik olarak 3-MCPD’nin in vitro kosullarda mutajenik oldugu, disi si¢anlarda
kanserojenik kanitlar bulundugu i¢in genotoksik olmayan kanserojen oldugu
bilinmektedir. 3-MCPD esterlerinin toksikolojik 6zellikleri sindirim sisteminde serbest
3-MCPD’ye salinmasiyla olustugu bu yiizden 3-MCPD esterlerinin toksik etki
araliginin serbest 3-MCPD ile ayni oldugu kabul edilmektedir (Barocelli vd. 2011,
Abraham vd. 2013, Anonymous, 2016). Tez ¢alismasinda sindirim sonrast misel
fazindan alinan Orneklerin bazilarinda sitotoksik bir etkinin olmasi 3-MCPD esterinin,

serbest 3-MCPD’ye doniismesinden kaynaklanabilmektedir.
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5. SONUC

Biyoaktif bilesenlerin biyoyararlanimi {izerine yapilan bir¢ok ¢alisma; gida
emiilsiyonlariin bu bilesenlerin biyoyararliligini artirdigini ve pargacik boyutunun
biyoyararlanim {izerinde bilyiik bir etkisi oldugunu gostermistir. Ancak, gida
emiilsiyonlarinin insan sagligina yararli olmayan bilesenlerin emilimini ve toksisitesini
artirtp artirmayacagi tam olarak bilinmemektedir. Potansiyel kanserojen olan 3-MCPD
ve esterleri islenmis gidalarda ve 6zellikle de bitkisel yaglarin rafine edilmesi sirasinda
olugmaktadir. Bir¢ok yemeklik yagda 3-MCPD igerigi tespit edilmesine ragmen gida
emiilsiyonlarinin  viicutta 3-MCPD salimimi ve sitotoksisite {izerine etkileri
arasgtirilmamistir. Bu yilizden tezin ana hedefi gida emiilsiyonlarinin 3-MCPD
esterlerinin viicutta sindirimi sonrasindaki toksisiteleri tizerine etkilerini incelemektir.
Bu kapsamda farkli yemeklik yaglarin 3-MCPD esterleri igerikleri belirlenerek, farkli
parcacik boyutlarina sahip emiilsiyonlarin toksisitesi arastirilmig ve biyoyararlanimin

azaltilmasi i¢in stratejiler gelistirilmistir.

[Ik olarak 6 farkli yemeklik yagin 3-MCPD ve glisidil esterleri igerikleri tespit
edilmistir. Analiz sonucuna gore yaglarin 3-MCPD esterleri igerikleri, en yiiksekten en
diisiige sirasiyla su sekildedir: rafine zeytinyagi, ceviz yagi, findik yagi, misir yagi, soya
yag1, aycicek yagi. Istatistiki sonuglara gore de rafine zeytinyagmin icerdigi 3-MCPD
esteri (1.78 + 0.13 mg/kg) diger yaglara gore en yiiksek olanidir. 3-MCPD igerigi en
yiiksek olan yag zeytinyagi oldugu i¢in bir sonraki analizlerde zeytinyag: kullanilmistir.
Peynir alt1 suyu proteini izolat1 kullanarak 3 farkli parcacik boyutuna sahip emiilsiyon
iiretilmistir: ince, orta ve kaba emiilsiyon. Ince emiilsiyonun pargacik boyutu 369 nm,
orta emiilsiyonun pargacik boyutu 514 nm ve kaba emiilsiyonun parg¢acik boyutu da
1025 nm olmustur. Daha sonra bu emiilsiyonlar ve rafine zeytinyagi in vitro sindirim
modeli kullanilarak simiile edilmis agiz, mide ve ince bagirsak fazlarina maruz
birakilmistir ve her faz sonrasinda parcacik ve zeta potansiyel degisimleri
gozlemlenmistir. Baslangi¢ fazindan agiz fazina gegildiginde pargacik boyutlarinda bir
miktar artis olsa da en fazla pargacik boyutu artist mide fazinda gdzlemlenmistir. ince
bagirsak fazina gecildiginde ise parcacik boyutu kii¢iilmiistiir. Sindirim sirasinda artan
parcacik boyutu misel fazinda iyice azalmistir. Bu o6rneklerin digesta ve misel fazlarinin

parcacik boyutlar1 ise genis bir dagilima sahip oldugu goriilmiistiir. Simiile edilen
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sindirim fazlarindan sonra numunelerin zeta potansiyel degerleri oOl¢iilmiistiir.
Numunelerde negatif ylizey potansiyeli gozlemlenmesine ragmen mide fazinda pozitife
dogru bir egilim godzlemlenmistir. Baslangicta pargacik boyutu biiylidiik¢ce pargacik
yiizeyindeki negatif yiikiin de arttig1 goriilmistiir. Agiz fazina gecildiginde ise negatif
yiikiin biiyiikligli baslangi¢c degerlerine gore azalmistir. Simiile edilen ince bagirsak fazi
sonrasinda alman digesta orneklerinin zeta potansiyel dl¢timleri yapildiginda negatif
yiik diizeyinin mide fazina gére arttid1 gdzlemlenmistir. Ince bagirsak fazinda 2 saat
boyunca kaydedilen harcanan NaOH miktarina gore ylizde serbest yag asitleri miktari
hesaplanmustir. Ince bagirsak fazinda rafine zeytinyagmdan SYA salinimi bu siire
sonunda %7.23 olmasina ragmen emiilsiyonlarin yag fazinda yer aldiginda ise SYA
saliniminin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ince bagirsak fazinda, ince emiilsiyondan
SYA salinimi %85.26, orta emiilsiyondan SYA salinimi1 %84.82, kaba emiilsiyondan
SYA salinimi ise %79.11 olmustur. Emiilsiyonlar arasinda en kii¢iik baslangi¢ pargacik
boyutuna sahip ince emiilsiyon en yiiksek 3-MCPD biyoerisilebilirligine (%95.03) sahip
oldugu tespit edilmistir. Orta emiilsiyon %86.86; kaba emiilsiyon %68.97; rafine
zeytinyag1 %76.89 3-MCPD biyoerisilebilirligine sahip olmustur. Rafine zeytinyaginin
3-MCPD biyoerisilebilirligi ile kaba ve orta emiilsiyonlarinin 3-MCPD
biyoerisilebilirligi arasinda istatistiki agidan bir fark s6z konusu degilken (p>0.05),
rafine zeytinyagi ve ince emiilsiyonun 3-MCPD biyoerisilebilirligi arasinda istatistiki

acidan fark vardir (p<0.05).

Pargacik boyutu azaldikca 3-MCPD biyoerisilebilirligi arttigi sonucuna varildiktan
sonra emiilsiyonlarin yag fazina sindirilmeyen yag olarak belirli oranlarda limon yagi
eklenmistir. Ince emiilsiyonun parcacik boyutu, sadece zeytinyag: igerdiginde 369 nm,
%10 limon yag eklendiginde 355 nm, %20 limon yag: eklendiginde 315 nm, %30
limon yag1 eklendiginde ise 298 nm olarak tespit edilmistir. %10-20-30 limon yag1
iceren emiilsiyonlara in vitro sindirim modeli uygulandiginda agiz fazinda kiigiik de
olsa emiilsiyonlarin pargacik boyutunda artis olmustur. Simiile edilen mide fazinda
parcacik boyutu 3 farkli emiilsiyon i¢in de 5 pm’den biiyiik olarak bulunmustur. ince
bagirsak fazinda ise parcacik boyutu kiigiilmiistiir ve ¢ok tepeli par¢acik boyut dagilimi
saptanmistir. Zeta potansiyel degerleri o6l¢iildiigiinde baslangicta %10 limon yag1

eklenen emiilsiyonun zeta potansiyel degeri -47.05 mV, %20 limon yagi eklenen
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emiilsiyonun zeta potansiyel degeri -48.2 mV ve %30 limon yagi eklenen emiilsiyonun
zeta potansiyel degeri -46.15 mV oldugu ve bu Ornekler arasinda istatistiki agidan
onemli bir fark olmadig1 (p>0.05) tespit edilmistir. Simiile edilmis mide fazindan sonra
alman Orneklerde pozitif yiike dogru ciddi bir egilim olsa da ince bagirsak fazina
gecildiginde emiilsiyonlarin negatif ylik yogunlugu tekrardan artmistir. Yag fazina
limon yag1 eklenerek hazirlanan emiilsiyonlar 2 saatlik simiile edilmis ince bagirsak fazi
boyunca harcanan NaOH miktarina gore yiizde serbest yag asitleri miktar
hesaplanmistir. %10, %20, %30 limon yag1 eklenen emiilsiyonlarin 3-MCPD
biyoerisilebilirlikleri sirasiyla %84.86, %69.15, %50.23 oldugu gézlemlenmistir. Yani
sirastyla 9%10.2, %25.9 ve %44.8 olacak sekilde 3-MCPD biyoerisilebilirligini
diisiirmiistiir. Burada ilgin¢g olan, sindirilmeyen yag olarak limon yaginin artan
oranlarda eklenmesinin, 3-MCPD biyoerisilebirligini katildiklar1 orandan daha yiiksek
oranda azaltmis olmasidir. Bu da ince bagirsak fazinda daha yogun kisa zincirli yag
asidi olmasi sebebiyle daha diisiik konsantrasyonda silomikron olusumuna ve yagda

¢oOziinen bilesenlerin emiliminin etkilenmesine baglanabilir.

Farkli parcactk boyutlarina sahip ince, orta ve kaba Su-i¢cinde-zeytinyag:
emiilsiyonlarinin ve yag fazina farkli oranlarda limon yagi eklenen emiilsiyonlarin
baslangi¢ 6rnekleri ve simiile edilen in vitro sindirim modeli sonrasinda alinan misel
fazindaki ornekler i¢in sitotoksisite testleri uygulanmistir. Fibroblast (L929) ve bobrek
(Vero) hiicrelerine uygulanan bu 6rneklerin baglangi¢ grubunda sitotoksik bir etkisi
olmadig1 hiicre canliliklarinin %100’e yakin oldugu gdzlemlenmistir. Fakat fibroblast
hiicre hattina uygulanan testler sonucunda ince ve orta emiilsiyonun misel fazlarinin
canliliklar1 %70’den diisiik oldugu bulunmustur. Ince emiilsiyon misel fazi igin tam
konsantrasyon uygulandiginda hiicreler %16.75 canlilik gostermis, Orta emiilsiyon misel
fazi i¢in tam konsantrasyon uygulandiginda hiicreler %46.1 canlilik gostermistir. Kaba
emiilsiyon ~ %100 canlilik gostererek sitotoksik bir etkisinin olmadigi gdzlemlenmistir.
Zeytinyag1 drneginin misel fazi sitotoksik bir etki gdstermemistir. Ince emiilsiyon i¢in
ICso degeri 4.16 + 0.32 mg/mL, orta emiilsiyon i¢in 2.17 + 0.23 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Kesin bir yargiya ulagabilmek i¢in in vitro olarak uygulanan bu test

sonuglarinin in vivo testlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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Vero hiicre hattina uygulanan testlerde drneklerin baslangi¢ fazinin hiicre canliliklart ~
%100°’diir. Fakat bu testler orneklerin misel fazina uygulandiginda orta emiilsiyonun
misel fazi i¢in tam konsantrasyon uygulandiginda hiicreler %58.8 canlilik géstermis,
ancak 1/8 konsantrasyondan sonra ise hiicreler ~ %100 canlilik gostermistir. 1Csq degeri
ise 1.70 + 0.25 mg/mL olarak hesaplanmistir. Fibroblast ve bobrek hiicre hattina
uygulanan limon yag1 eklenen emiilsiyonlarin hiicre canliliklar1 %70’den biiyiiktiir. ince
ve orta emiilsiyonlarin misel fazinin fibroblast hiicre hattinda gosterdigi sitotoksik etki
emiilsiyonlarin yag fazina limon yagi eklendiginde kaybolmustur. Orta emiilsiyonunun
misel fazinin vero hiicre hattinda gosterdigi sitotoksik etki de emiilsiyonlarin yag fazina

limon yag1 ekleyerek kaybolmustur.

Sonug olarak gida emiilsiyonlarinin 3-MCPD biyoyararlanimi {izerine etkisi oldugunu,
parcacik boyutu azaldiginda biyoerisilebilirliginin arttig1 gézlemlenmistir. Bu sonuglara
bakilarak biiyiik pargacik boyutuna sahip emiilsiyonlar iireterek ya da emiilsiyonlarin
yag fazina limon yagi gibi sindirilemeyen yag ekleyerek 3-MCPD esterlerinin

sitotoksisitesinin diisiiriilebilecegi soylenebilir.
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