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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

GIDA EMÜLSĠYONLARININ 3-KLOROPROPAN-1,2-DĠOL ESTERLERĠNĠN 

SĠTOTOKSĠSĠTESĠ ÜZERĠNE ETKĠSĠ 

 

AyĢe Nur AKPINAR 

 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 

DanıĢman: Dr. Öğr. Üyesi Cansu Ekin BONACINA 

 

3-kloropropan-1,2-diol (3-MCPD) esterleri potansiyel karsinojenik olarak bilinen gıda iĢleme 

kontaminantıdır. Gıda emülsiyonlarının biyoaktif bileĢiklerin biyorarlanımını artırdığı bilinmesine 

rağmen insan sağlığına zararlı olabilecek bileĢiklerin emilimi ve toksisitesi üzerine etkileri tam olarak 

bilinmemektedir. Tez çalıĢmasının amacı da gıda emülsiyonlarının 3-MCPD esterlerinin in vitro sindirimi 

sonrasındaki toksisiteleri üzerine etkilerini incelemek ve emilimlerinin azaltılması üzerine stratejiler 

geliĢtirmektir. Bu amaç doğrultusunda yemeklik yağların (ceviz, fındık, ayçiçek, soya, mısır ve 

zeytinyağı) 3- MCPD ester içerikleri belirlenmiĢtir. Rafine zeytinyağı en yüksek 3-MCPD ester içeriğine 

sahip yağ olmuĢtur (1.78 ± 0.13 mg/kg). Daha sonra %10 yağ ve %90 su fazından oluĢan emülsiyonlar 

üretilmiĢtir. Farklı parçacık boyutlarında (ince, orta, kaba) emülsiyon elde etmek amacıyla su fazında 

emülgatör olarak %0.15-2 peynir altı suyu proteini izolatı ve 3 ila 10 kpsi basınç aralığındaki mikro 

akıĢkanlaĢtırıcı kullanılmıĢtır. In vitro sindirim modeli kullanılarak serbest yağ asitleri salınımı 

araĢtırılmıĢ ve 3- MCPD biyoeriĢilebilirlikleri hesaplanmıĢtır. Toksisite testi olarak 3-(4,5-dimetiltiyazol-

2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromür testi (MTT) hücre canlılık yöntemi kullanılmıĢtır. Her sindirim fazı 

sonrasında örneklerin parçacık boyutu ve zeta potansiyel ölçümleri yapılmıĢtır. En küçük parçacık 

boyutuna sahip olan ince emülsiyon (369.16 ± 3.72 nm), ince bağırsak fazında en yüksek serbest yağ 

asitleri salınımı göstermiĢtir (%85.27 ± 0.68). Ġnce emülsiyon aynı zamanda en yüksek 3-MCPD 

biyoeriĢilebilirliği göstermiĢtir (%95.03 ± 4.36). Emülsiyonların yağ fazına farklı oranlarda (%10-20-30) 

limon yağı eklendiğinde serbest yağ asitleri salınımı %30’a, biyoeriĢilebilirlik ise %45’e kadar azalmıĢtır. 

Ġnce emülsiyonun misel fazı fibroblast hücre hattında, orta emülsiyonun (514.17 ± 2.27 nm) misel fazı ise 

fibroblast ve Vero hücre hattında toksik etki göstermiĢtir. Emülsiyonların parçacık boyutu arttıkça ve 

emülsiyonların yağ fazına limon yağı eklendiğinde yüzde canlılık artmıĢtır. Özetle; gıda emülsiyonlarında 

3-MCPD esterlerinin emilimi ya büyük parçacık boyutuna sahip emülsiyonlar üreterek ya da yağ fazına 

sindirilemeyen yağ ekleyerek azaltılabilir. 

Mayıs 2022, 70 sayfa 

Anahtar Kelimeler: 3-MCPD, gıda emülsiyonları, gıda bulaĢanları, in vitro sindirim sistemi, 

biyoeriĢilebilirlik, sitotoksisite 
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ABSTRACT 

Master's Thesis 

EFFECT OF FOOD EMULSIONS ON THE CYTOTOXICITY OF 3-

CHLOROPROPANE-1,2-DIOL ESTERS  

AyĢe Nur AKPINAR 
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Graduate School of Natural and Applied Sciences  

Department of Food Engineering  

Supervisor: Asst. Prof. Cansu Ekin BONACINA 

 

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, 

cytotoxicity 
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1. GĠRĠġ 

Yenilebilir yağlar sadece gıda katkısı olarak değil kızartma gibi iĢlemlere ısı transferi 

ortamı hazırlamak, ağız hissini iyileĢtirmek, çeĢitli gıdalara doku ve tat vermek 

amacıyla kullanılmaktadır (Hrncirik ve Duijin 2011). Bu yağların üretimi sırasında 

istenmeyen bileĢikler oluĢabilmektedir. Bu bileĢiklerden bir tanesi de Uluslararası 

Kanser AraĢtırma Ajansı’nın 2012 yılında insanlarda olası karsinojen olarak 

sınıflandırdığı 3-kloropropan-1,2-diol’dür. Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi 2013 

yılında kronik oral maruziyet ile 3-MCPD toksisitesi için ana hedef organın böbrek 

olduğunu, farelerde bağıĢıklık fonksiyonlarını baskıladığı ve doğurganlığı azalttığını 

bildirdiği bir rapor yayımlamıĢtır. Potansiyel kanserojen olan 3-MCPD ve esterleri 

iĢlenmiĢ gıdalarda ve özellikle de bitkisel yağların rafine edilmesi sırasında 

oluĢmaktadır.  

Normal fizyolojik fonksiyonlarda kullanmak ve depolamak için vücuda alınan besinin 

eriĢilebilir kısmı olan biyoyararlılık, besin maddelerinin gastrointestinal sistem içinde 

salınımlarını, çözünmelerini, taĢınmasını, metabolizmasını ve emilimini kontrol eden 

gıda matrisleri tasarlanarak geliĢtirilebilir. Yağ ve su arasındaki ara yüzey alanının 

artması, olumsuz koĢullar altında bileĢenlerin bozulmasına karĢı koruyabilir, 

adsorpsiyon ve biyoyararlanımını değiĢtirebilir. 

Biyoaktif bileĢenlerin biyoyararlanımı üzerine yapılan birçok çalıĢma; gıda 

emülsiyonlarının bu bileĢenlerin biyoyararlılığını artırdığını ve parçacık boyutunun 

biyoyararlanım üzerinde büyük bir etkisi olduğunu göstermiĢtir. Ancak, gıda 

emülsiyonlarının insan sağlığına yararlı olmayan bileĢenlerin emilimini ve toksisitesini 

artırıp artırmayacağı tam olarak bilinmemektedir. Birçok yemeklik yağda 3-MCPD 

esteri içeriği tespit edilmesine rağmen yemeklik yağ kullanılarak üretilen gıda 

emülsiyonlarının vücutta 3-MCPD salınımı ve hücreler üzerinde sitotoksik etkisi 

araĢtırılmamıĢtır. Bu yüzden tezin ana hedefi gıda emülsiyonlarının 3-MCPD 

esterlerinin in vitro sindirimi sonrasındaki hücreler üzerinde toksik etkisini 

incelemektir. Bu kapsamda farklı yemeklik yağların 3-MCPD esterleri içerikleri 

belirlenerek, farklı parçacık boyutlarına sahip emülsiyonların toksisitesi araĢtırılacak ve 

biyoyararlanımın azaltılması için stratejiler geliĢtirilecektir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ  

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 gıda kontaminantıdır (Velisek vd. 1978). 

Asitle hidrolize edilmiĢ bitkisel proteinlerde 3-MCPD yağ esterlerinin (bağlı 3-MCPD) 

oluĢumu ise Velisek vd. (1980) tarafından rapor edilmiĢtir. Yapılan bazı araĢtırmalar 3-

MCPD’nin sadece asitle hidrolize edilen sebze proteinlerinde değil, aynı zamanda et, 

süt, tahıl ürünleri ve bitkisel yağlar gibi iĢlenmiĢ gıdalarda da oluĢabileceğini hatta insan 

sütünde bile tespit edildiğini göstermiĢtir (Zelinkova vd. 2006, Zelinkova vd. 2008). 

ĠĢlenmiĢ yemeklik yağlar için 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve glisidil esterleri 

(GE) önemli kontaminantlardır (Anonymous 2016). Farklı gıda türlerinde tespit edilse 

de yemeklik rafine yağların çoğunda tespit edilmesinin sonucu olarak Stutgart Resmi 

Laboratuvarı, Max-Rubner Enstitüsü iĢbirliği ile bu konuyu araĢtırmıĢ ve 3-MCPD 

esterlerinin rafinasyon prosesinde yüksek sıcaklık ve düĢük nem koĢullarında olan 

deodorizasyon iĢlemi sırasında oluĢtuğunu bulmuĢtur (Freudenstein vd. 2013, Zhao vd 

2016). 

3-MCPD, 2 fonksiyonel alkol grubu ve bir klorür içeren C3H7ClO2 molekül formülüne 

ve 110.54 g/mol bağıl molekül ağırlığına sahip genotoksik olmayan karsinojen bir 

bileĢiktir. ġekil 2.1’de görüldüğü gibi 5 farklı bileĢiğe (2-monokloropropan-1,3-diol, 

2,3-dikloropropan1-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; 

uçucu olmayan, kaynama noktası 213C olan bir bileĢiktir. Yağ ve yağ matrislerinde 

çözünürlüğü yüksektir (Jędrkiewicz vd. 2016).  

Divinova vd. (2004) 24 farklı gıdanın (sosis, peynir, salam, patates cipsi vb.) pH, su, 

klorür, yağ miktarı, gliserol ile 3- MCPD içeriğini incelemiĢ ve 3-MCPD’nin yağ ve 

gliserol ile pozitif, pH ile negatif bir iliĢki olduğu sonucuna varmıĢtır. Fakat 3-MCPD 

oluĢumunun daha iyi gözlemlenmesi proses sıcaklığı, depolama süresi, ester içeriği gibi 

farklı parametrelere de bağlı olacağını da eklemiĢlerdir.  
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ġekil 2.1 Kloropropanoller ve kimyasal yapıları (Lee ve Khor 2015) 

3- MCPD genellikle palmitik, oleik veya stearik yağ asitlerinin mono ve diesterleri yani 

3-MCPD esterleri olarak oluĢabilmektedir (ġekil 2.2). 3-MCPD esterlerinin oluĢumunda 

klor varlığı güçlü bir etkiye sahiptir (Jedrkiewicz vd. 2016). 3-MCPD esterlerinin 

gastrointestinal sistemde salgılanan lipaz enzimi ile hidrolizi sonucu serbest 3-MCPD 

salınmaktadır (Zelinkova vd. 2006). 

 

ġekil 2.2 3-MCPD mono ve diesterleri (Rahn ve Yaylayan 2011) 
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2.2 3-Kloropropan-1,2-Diol Esterlerinin OluĢumu 

Kimyasal olarak 3-MCPD, bir gliserol molekülündeki hidroksil gruplarının bir tanesinin 

klor ile değiĢtirilmesiyle oluĢan bir gliserol klorohidrindir. Bu reaksiyonun sonucu 

olarak ġekil 2.3’te görüldüğü gibi farklı biyolojik aktivite sergileyen iki enantiyomer 

oluĢur (Jędrkiewicz vd. 2016). 

 

ġekil 2.3 L-gliserol molekülünden monokloropropandiol izomerlerinin oluĢması    

(Jędrkiewicz vd. 2016) 

Digliserit (DG) ve monogliserit (MG) varlığı, 3-MCPD ve glisidil esterlerinin 

oluĢumunda önemli etkendir. Yağlarda MG ve DG miktarının artmasıyla 3-MCPD 

oluĢumu hızlanmaktadır. Asidik koĢullarda MG ve DG’den açiloksonyum iyonları ve 

GE oluĢabilmektedir. Açiloksonyum iyonlarının klor ile reaksiyona girmesiyle de 3-

MCPD esterleri oluĢabilmektedir (Bansal vd. 2010, Freudenstein vd. 2013, Zhang vd. 

2013). Asit aracılı ester hidrolizi serbest 3-MCPD salınmasına yol açabilmektedir 

(Buhrke vd. 2011). 

Ġnsan sağlığı açısından zararlı olan 3-MCPD esterlerinin oluĢum mekanizmasını 

anlamak oluĢumunu ve vücuttaki emilimini azaltmak açısından son derece önemli ve 

etkilidir. Genel olarak katyon aracılı ve serbest radikal aracılı mekanizmalar önerilmiĢtir 

(Gao vd. 2019). Rahn ve Yaylayan (2011) yaptıkları çalıĢmada 3-MCPD mono ve di 

yağ esterlerinin oluĢumundaki olası dört mekanizmayı (ġekil 2.4) Ģu Ģekilde 

özetlemiĢtir: RCOO- grubuna nükleofilik yapı içeren bir klor anyonunun saldırarak bu 

grupla yer değiĢtirmesi (ġekil 2.4, yol a), HO- grubuna nükleofilik yapı içeren klor 

anyonunun saldırarak bu grupla yer değiĢtirmesi (ġekil 2.4, yol b), açiloksonyum katyonu 
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oluĢtuktan sonra klor anyonunun sn-3 veya sn-2 karbonlarına saldırmasıyla nükleofilik 

halka açma reaksiyonunun gerçekleĢerek 3-MCPD veya 2-MCPD diesterlerinin oluĢması 

(ġekil 2.4, yol c), epoksi halka oluĢtuktan sonra klor anyonunun sn-3 veya sn-2 

karbonlarına saldırmasıyla nükleofilik halka açma reaksiyonunun gerçekleĢerek 3-MCPD 

veya 2-MCPD monoesterlerinin oluĢmasıdır (ġekil 2.4, yol d). 

DüĢük nem, yüksek sıcaklık koĢullarında DG gruplarının 3-MCPD diester oluĢumu için 

serbest radikal mekanizması ile ilgili ilk çalıĢmayı yapan Zhang vd. (2013) serbest radikal 

aracılı bir mekanizma göstermiĢlerdir (ġekil 2.5). ÇalıĢmada serbest radikal 

mekanizmasının doğrulanması amacıyla DG’nin 120 ve 240C’de klor eklenerek 

reaksiyona sokulmasıyla 3-MCPD diesterlerinin oluĢtuğu gözlemlenmiĢtir. Ayrıca siklik 

açiloksonyum serbest radikali de tespit edilmiĢtir. 

 

ġekil 2.4 Katyon aracılı 3-MCPD ester oluĢum mekanizması (Gao vd. 2019) 
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Zhang vd. (2015a) yaptığı çalıĢmada yine düĢük nem, yüksek sıcaklık koĢullarında 

trigliseritlerin (TG) siklik açiloksonyum veya bir GE radikal ürünü aracılığıyla 3-

MCPD esterlerinin oluĢumunun olası mekanizmalarını bildirmiĢtir (ġekil 2.5). 

ÇalıĢmanın sonuçlarına göre Fe
+2 

ve Fe
+3

 serbest radikal oluĢumunu uyararak TG’den 3-

MCPD ve GE oluĢumunu katalizlemiĢtir. Zhao vd. (2016) MG’den 3-MCPD ester 

oluĢumu için reaksiyon mekanizması bildirmiĢtir ve 3-MCPD ve 2-MCPD esterlerinin 

bir arada bulunmasını ilk kez serbest radikal ara ürünlerinin siklik açiloksonyum 

içermesinden kaynaklı olabileceğini önermiĢtir.  

ġekil 2.5’te görüldüğü gibi üst kısım TG ve DG’den siklik açiloksonyum (ġekil 2.5, yol 

a) ve epoksi (ġekil 2.5, yol b) serbest radikali aracılığıyla olası 3-MCPD diesteri, 2-

MCPD monoesteri ve GE oluĢumunu, alt kısım ise MG’den siklik açiloksonyum serbest 

radikal aracılığıyla (ġekil 2.5, yol c ve d) 2-MCPD ve 3-MCPD esterlerinin mono ve 

diesterleri, 1,2-DG, 1,3-DG oluĢumunu ve H2O molekülünün serbest radikal aracılı 

kaybıyla (ġekil 2.5, yol e) GE oluĢumunu göstermektedir. 
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ġekil 2.5 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE’nin serbest radikal aracılı oluĢum 

 mekanizması (Gao vd. 2019)  

(X: Lipit, lipit oksit vb., Y: H, Cl, C6H6Cl5, Na, K, FeCl3, FeCl2, CuCl2, ZnCl2 vb., *: 3-MCPD ve 2-

MCPD esterlerinin olası oluĢumu, +: 1,2 ve 1,3-DG’lerin oluĢumu) 

 

Kısacası 3-MCPD esterlerinin oluĢum mekanizmalarının (MG, DG ve TG’den katyon 

veya serbest radikal aracılı) belirlenmesi nem içeriği, sıcaklık, katalizör varlığı, asitlik 

ve klor bileĢiklerinin türüne bağlıdır (Gao vd. 2019).  

Yuan vd. (2022) kızartma yağının oksidasyonu ve hidrolizinin MCPD esteri oluĢumu 

üzerindeki etkilerine çalıĢmıĢ ve bazı yağ çeĢitlerinin (soya, ayçiçek, mısır, palm, 

kanola, yer fıstığı yağı) ısı uygulanmadan önceki 3-MCPD içeriklerini ölçmüĢtür. 
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ÇalıĢmaya göre palm yağı 3-MCPD içeriğinin (7.91  0.84 mg/kg) en yüksek, ayçiçek 

yağı 3-MCPD içeriğinin (0.42  0.05 mg/kg) ise en düĢük olduğu gözlemlenmiĢtir.  

Turan vd. (2019) yaptığı çalıĢmaya göre kızarmıĢ mayalı hamurda kızartma sıcaklığı ve 

süresinin arttıkça 3-MCPD ester miktarının arttığı görülmüĢtür. 200C kızartma yağında 

5 dakika süre ile yapılan kızarmıĢ hamurların 3-MCPD ester miktarı 55 g/kg, serbest 

3-MCPD miktarı 50.97 g/kg iken 160C sıcaklığındaki kızartma yağında 5 dakika ile 

yapılan kızartmaların 3-MCPD ester miktarı 14.11 g/kg, serbest 3-MCPD miktarı ise 

17.15 g/kg olmuĢtur. 

Kamikata vd. (2019) 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE’nin zeytinyağı ve yağ 

karıĢımlarında (ayçiçek, zeytinyağı, kanola, soya vb. bitkisel yağlar) bulunması ve kalite 

parametreleri ile korelasyonu üzerine çalıĢmıĢ ve 76 numuneyi incelemiĢlerdir. Sızma 

zeyinyağında genel olarak 3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE tespit 

edilememiĢtir. Rafine zeytinyağında 3-MCPD esterleri 0.28-3.77 mg/kg, 2-MCPD 

esterleri 0.17-1.91 mg/kg, GE 1.88 mg/kg tespit edilmiĢtir. Yağ karıĢımlarında ise 3-

MCPD esterleri 0.18-0.61 mg/kg, GE 0.31-1.84 mg/kg arasında tespit edilmiĢ, 2-MCPD 

esterleri tespit edilmemiĢtir. Sızma zeytinyağı üretiminde yüksek sıcaklık olmadığından 

3-MCPD esterleri, 2-MCPD esterleri ve GE’nin tespit edilememesi beklenir. Kamikata 

vd. (2019)’ye göre sızma zeytinyağında bu esterlerin tespit edilmesi tağĢiĢin göstergesi 

olarak kullanılabilir.  

2.3 3-Kloropropan-1,2-Diol Esterlerinin Sağlık Üzerine Etkisi, Toksikolojik 

ÇalıĢmalar ve Yasal Düzenlemeler 

Avrupa Birliği Gıda Bilimsel Komitesi 2001 yılında yayınladığı rapora göre 3-

MCPD’nin genotoksik olmayan bir kanserojen olarak kabul ettiğini ve maksimum 

tolere edilebilir günlük alım miktarı (TDI) 2 g/kg vücut ağırlığı olması gerektiğini 

açıklamıĢtır (Anonymous 2001). Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı (IARC) 2012 

yılında 3-MCPD’yi insanlarda olası karsinojen (Grup 2B) olarak sınıflandırmıĢtır 

(Anonymous 2012). Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi’nin (EFSA) 2013 yılında 

yayımladığı rapora göre kronik oral maruziyet ile 3-MCPD toksisitesi için ana hedef 
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organ; adenom ve mikrovasküler düzeyde hasar oluĢmasıyla sonuçlanan böbrektir. 

Ayrıca, farelerde bağıĢıklık fonksiyonlarını baskıladığı ve doğurganlığı azalttığı tespit 

edilmiĢtir. EFSA 2014 yılında 3-MCPD esterlerinin sindirim sırasında serbest forma 

geçtiğini ve 3-MCPD ile aynı toksisiteye sahip olduğunu bildirmiĢtir (Anonymous 

2014).  2016 yılında EFSA “Gıda Zincirindeki Kontaminasyonlar Paneli (CONTAM)” 

düzenlemiĢ ve 2-MCPD, 3-MCPD ve GE hakkında yayınladığı raporda, bitkisel 

yağların rafinasyonu sırasında yüksek sıcaklığa maruz kaldıklarında oluĢan bu 

bileĢiklerin kanserojen bileĢikler olduğunu ve TDI miktarının 0.8 g/kg vücut ağırlığı 

değerine düĢürülmesi gerektiğini bildirmiĢtir. Gıda Katkı Maddeleri FAO/WHO Ortak 

Uzmanlar Komitesi (JECFA) ve EFSA tekrar risk değerlendirmesi yaparak TDI 

miktarını 2 g/kg vücut ağırlığı değerine yükseltmiĢtir (Anonymous 2016, Anonymous 

2018). 

3-MCPD esterleri ve GE’nin bebek mamalarında rastlandığını bildiren Almanya Federal 

Risk Değerlendirme Enstitüsü (BfR), bebeklerin çoğunlukla bu mamalarla 

beslenmesinden dolayı bu bulaĢanlara karĢı daha hassas olabileceğini belirtmiĢtir 

(Anonymous 2007). Avrupa Birliği 2020 yılında 3-MCPD maksimum limitleri revize 

etmiĢtir ve 1 Ocak 2021 tarihinden itibariyle geçerli kılmıĢtır. Çizelge 2.1’de görüldüğü 

gibi özel olarak bebek ve küçük çocukların tüketimine yönelik olan gıdaların limitleri 

diğer gıdalara göre daha düĢük olarak belirlenmiĢtir (Anonymous 2020). Türk Gıda 

Kodeksi BulaĢanlar Yönetmeliği’nde, Avrupa Birliği’nin 2020 yılındaki 

düzenlemesinde olduğu gibi soya sosu ve hidrolize bitkisel proteinin 3-MCPD 

maksimum limiti 20 g/kg olarak verilmiĢtir (Anonim 2011). 
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Çizelge 2.1 Avrupa Birliği’nin 2020 yılında belirlediği bazı gıdaların 3-MCPD 

 maksimum limitleri 

Gıda Maddesi Maksimum limit (g/kg) 

Hindistan cevizi, mısır, kanola, ayçiçek, 

soya, palm ve zeytinyağı ve bu yağların 

karıĢımından oluĢan katı ve sıvı yağlar 

1250 

Diğer bitkisel yağlar, balık yağları 2500 

Bebek maması ve bebek ve küçük 

çocuklar için üretilen tahıl bazlı gıda 

üretime yönelik bitkisel yağlar ve katı 

yağlar 

750 

Bebek maması, devam maması, 

bebeklere ve küçük çocuklara yönelik 

özel tıbbi amaçlı gıdalar, küçük çocuk 

maması (toz) 

125 

Bebek maması, devam maması, 

bebeklere ve küçük çocuklara yönelik 

özel tıbbi amaçlı gıdalar, küçük çocuk 

maması (sıvı) 

15 

 

Yapılan çalıĢmalar 3-MCPD esterlerinin karaciğer ağırlığının değiĢmesi, inflamutuar 

hücre inflasyonu ve karaciğer yağ birikimi gibi sorunlara yol açan potansiyel 

hepatoksisiteye sahip olabileceğini göstermektedir (Gao vd. 2019). Liu vd. (2012) 

Ġsviçre farelerinde 3-MCPD mono ve dipalmitik esterlerin akut oral toksisitesi üzerine 

bir çalıĢma yapmıĢtır ve bu çalıĢma sonucunda 3-MCPD monopalmitik esterlerinin 

LD50 değeri (medyan ödürücü doz) 2676.81 mg/kg vücut ağırlığı, 3-MCPD dipalmitik 

esterlerinin LD50 değeri ise 5000 mg/kg vücut ağırlığından yüksek çıkmıĢtır. Bu da 3-

MCPD monoesterlerinin diesterlere göre daha yüksek oral akut toksisitesiye sahip 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca çalıĢmada 3-MCPD esterleri potansiyel akut böbrek 

ve testis toksisitesi de göstermiĢtir. Liu vd. (2016) yaptığı bir diğer çalıĢmasında ise 3-

MCPD’nin 1-stearik, 1-oleik, 1-linoleik, 1-linoleik-2-palmitik ve 1-palmitik-2-linoleik 

asit esterlerini sentezleyerek toksisite üzerindeki etkilerini incelemiĢ ve Ġsviçre 
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farelerinde akut oral toksisitelerini değerlendirmiĢtir. 3-MCPD’nin 1-stearik, 1-oleik, 1-

linoleik, 1-linoleik-2-palmitik ve 1-palmitik-2-linoleik asit esterlerinin LD50 değeri 

sırasıyla 2973, 2081, 2016, 5000, >5000 mg/kg vücut ağırlığı olmuĢtur. LD50 değerinin 

bu Ģekilde farklı çıkması 3-MCPD esterlerinin toksisitesinin yağ asitlerinin 

doymamıĢlık derecesine, zincir uzunluğuna, ikame sayısı ve konumuna göre farklılık 

gösterebileceğini düĢündürmektedir. Bu çalıĢmada ilk kez farelerde timüs ve akciğer 

toksisiteleride gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, 3-MCPD esterlerinin in vivo olarak serbest 3-

MCPD salınımını gerçekleĢtirerek beynin normal iĢlevlerini bozabileceğini 

bildirmiĢlerdir. 

Yenilebilir katı ve sıvı yağlarda 3-MCPD esterleri miktarının azaltılmasına yönelik 

çalıĢmalar günümüzde devam etmektedir. 3-MCPD esterlerinin azaltılması ya 

rafinasyon sırasında kritik reaktanların ham maddeden çıkarılmasıyla ya rafinasyon 

proses koĢullarının değiĢtilmesi ya da rafinasyon sonrasında 3-MCPD esterlerinin 

çıkarılmasıyla mümkün olabilir. Bu iĢlemlerin yağın kalitesini ne derece etkileyeceği 

önemlidir (Matthaus vd. 2011). 

Ramli vd. (2011) fiziksel rafinasyon sırasında degumming (yapıĢkan maddelerin 

uzaklaĢtırılması) ve ağartma iĢlemlerinin 3-MCPD esterlerinin oluĢumdaki etkilerini 

ham palm yağı kullanarak araĢtırmıĢtır. 3-MCPD esterlerinin oluĢumunda yüksek 

sıcaklığın yanında asitliğin de etkili olduğunu belirtmiĢlerdir.  Deodorizasyon sırasında 

yüksek sıcaklık ve süredeki değiĢiklikler dikkate alındığında, ağartma ve deodorizasyon 

öncesinde degumming asit dozunun ayarlanması ve uzaklaĢtırılmasının 3-MCPD 

esterleri oluĢumunu azaltmanın yolları olduğunu belirtmiĢlerdir (Ramli vd. 2011). 

Doğal ağartma killeri ve daha nötr pH'lı asitle aktifleĢtirilmiĢ killerin, 3-MCPD 

esterlerinin oluĢumunu azalttığı düĢünülmektedir.  

2.4 Gıda Emülsiyonları 

Emülsiyon, birbiri içerisinde karıĢmayan genellikle yağ ve su olan 2 sıvıdan birinin 

diğeri içinde küçük damlacıklar halinde dağılmasıyla oluĢur. Emülsiyonlar sulu fazda 

dağılmıĢ yağ damlacıklarından oluĢuyorsa (dondurma, mayonez gibi) su içinde yağ 
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emülsiyonu (Y/S), su damlacıklarının bir yağ fazında dağılmasıyla oluĢuyorsa 

(margarin gibi) yağ içinde su emülsiyonu (S/Y) Ģeklinde kategorize edilmektedir. Bu 

geleneksel emülsiyonların dıĢında yağ içinde su içinde yağ emülsiyonları gibi çoklu 

emülsiyonlar da üretilebilmektedir (McClements ve Decker 2000, McClements 2007). 

Emülsiyonlar 1-100 nm parçacık boyutuna sahipse nanoemülsiyon, 100-1000 nm 

parçacık boyutuna sahipse mikroemülsiyon, 0.5-100 m parçacık boyutuna sahipse 

makroemülsiyon olarak sınıflandırılır (Santana vd. 2013). 

Emülsiyonlar içerdikleri yağ ve suyun farklı yoğunluklara sahip olması ve bu fazlar 

arasındaki yüzey alanını artırmak için gereken enerjiden dolayı termodinamik olarak 

kararsız yapılardır. Bu yüzden daha kararlı emülsiyonlar oluĢturabilmek için emülgatör 

eklenmeli ve homojenizasyon süreci kontrol edilmelidir (McClements 2004). 

Emülgatörler, baĢlıca emülsiyon oluĢumunu kolaylaĢtırdığı ve emülsiyon stabilitesini 

artırdığı için kullanılan, yağ ve su arasındaki ara yüzey gerilimini azaltan, damlacıkların 

birleĢmesini ve topaklanmasını önleyen amfifilik bileĢiklerdir. Gıda endüstrisinde 

kullanılabilecek proteinler (kazein, peynir altı suyu proteini gibi), polisakkaritler (gam 

arabik, pektin gibi), fosfolipitler (lesitin gibi) ve yüzey aktif maddeler dahil olmak üzere 

doğal ve yapay emülgatörler vardır. Tüketicilerin son zamanlarda daha sağlıklı ve doğal 

yaĢamak istemeleri ve alıĢkanlıklarının bu yönde değiĢmesiyle gıda endüstrisi sentetik 

emülgatör yerine doğal alternatiflerle değiĢtirilmesi ve bu yönde yeni ürünler 

üretilmesini talep etmektedir (Jafari vd. 2007, Öztürk ve McClements 2016). Yağ ve su 

arasındaki ara yüzey alanının artması, olumsuz koĢullar altında bileĢenlerin bozulmasına 

karĢı koruyabilir, adsorpsiyon ve biyoyararlanımını değiĢtirebilir (Santana vd. 2013). 

Birçok araĢtırma gıda emülsiyonlarının biyoaktif bileĢiklerin biyoyararlanımını 

artırdığını göstermiĢtir. Resveratrol, kuersetin ve yağda çözünen vitaminler gibi lipolifik 

mikrobesinlerin biyoyararlanımı artırmak için nanoemülsiyonlarda lipit damlacıkları 

kapsüllendiğinde; resveratrol daha yavaĢ ve daha sürekli bir salınım göstererek hedef 

bölgelere daha iyi ulaĢması sağlanmıĢ, kuersetinin biyoyararlanımı 2 kat artmıĢtır. 

Omega-3 yağ asitleri açısından zengin yağlar nanoemülsiyonlara dahil edildiklerinde 

emilim için daha fazla yağ asitlerinin üretildiği görülmüĢtür. Daha küçük parçacık 

boyutuna sahip emülsiyonlar üretildiğinde -karotenin biyoeriĢilebilirliğinin de arttığı 
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bildirilmiĢtir. Uzun zincirli trigliseritleri içeren yağ ile yapılan nanoemülsiyonların in 

vitro sindirimi sırasında oluĢan misellerdeki E vitamini miktarı orta zincirli trigliseritleri 

içeren yağ ile yapılan emülsiyonlardan daha fazla olmuĢtur (Donsi vd. 2011, Pool vd. 

2013, Sugasini ve Lokesh 2013, Yang ve McClements 2013, Joye vd. 2014, Yi vd. 

2014). 

Gıda emülsiyonlarının kararsızlığından ġekil 2.6’da görüldüğü gibi topaklanma, 

birleĢme, yerçekimi ayırma, faz ayrımı gibi mekanizmalar sorumludur. Parçacıklar 

arasındaki van der Waals, hidrofobik gibi çekici kuvvetlerin ve sterik, elektrostatik gibi 

itici kuvvetlerden fazla olduğunda topaklanma eğilimi gösterir ve böylece daha büyük 

partiküller oluĢarak emülsiyonun daha hızlı kremalaĢmasına yol açar. Bu durum 

emülgatör kullanılmasıyla iyileĢtirilebilir. Topaklanmada olduğu gibi birleĢmede de iki 

veya daha fazla damlacığın çekici kuvvetleri itici kuvvetlerden fazla olduğunda 

parçacıklar birleĢme eğiliminde olurlar (McClements ve Jafari 2018).  

 

ġekil 2.6 Suda yağ emülsiyonunun fiziksel olarak kararsız hale gelmesine yol açan 4    

mekanizma (McClements ve Jafari 2018) 
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Emülsiyonlar düĢük ve yüksek enerjili olarak iki Ģekilde üretilmektedir. Kendiliğinden 

emülsiyon oluĢması ve faz inversiyon sıcaklığı yöntemi düĢük enerjili 

emülsiyonlaĢtırmada en çok kullanılan yöntemlerdir. DüĢük enerjili yöntemler daha az 

enerji tüketmelerine rağmen yüksek miktarlarda sentetik sürfaktan kullanılması 

gerekliliği ve uygun yağ tipi seçimindeki sınırlamadan dolayı gıdalarda fazla 

kullanılmazlar. Yüksek enerjili emülsiyonlaĢtırma su ve yağ fazının bileĢimine, 

emülgatör konsantrasyonuna, cihazların tasarımına, iĢlem süresine, enerji giriĢine bağlı 

olan farklı özelliklerde gıda sınıfı emülsiyonlar üretmek için kullanılmaktadır. Yüksek 

enerjili emülsiyonlaĢtırma yöntemi ile emülsiyon üretmek için genellikle yüksek  

emülsiyonlardaki olası değiĢiklikleri göstermektedir (Singh vd. 2009). basınçlı 

homojenizatör, mikroakıĢkanlaĢtırıcı ve ultrasonik homojenizatör kullanılır (Jafari vd. 

2008, McClements ve Rao 2011, Santana vd. 2013, Saffarionpour 2019). 

Biyoaktif bileĢikler insan sağlığına faydalı nutrasötiklerdir ve biyoyararlanımı artırmak 

için emülsiyonlar gibi dağıtım sistemlerine dahil edilirler. Emülsiyonların gıda 

endüstrisindeki uygulamalarının fazla olması nedeniyle biyoaktif bileĢiklerin korunması 

için bu dağıtım sistemlerinin kullanılması uygundur (Shao vd. 2020). 

2.5 Sindirim ve Emilim 

Gastrointestinal sistem (GIS); gıdaların ağızdan vücuda alınarak anüse kadar 

ilerlemesini, gerekli enzim ve hormonların sentez ve salınımını yaparak besinlerin 

vücudumuzda kullanılabilir hale gelmesini, besinlerin sindirimini, emilimini ve atılımını 

sağlar. Sindirim sisteminde ağız, tükürük bezi, yemek borusu, mide, pankreas, safra 

kesesi, ince bağırsak, kalın bağırsak gibi organlar görev almaktadır. Mekanik ve 

kimyasal olmak üzere sindirim iki Ģekilde gerçekleĢir. Ağızda çiğneme ve mide, 

bağırsak hareketleri ile mekanik sindirim gerçekleĢir. Kimyasal sindirim ise mekanik 

olarak parçalanan besinlerin tükürük, mide asitleri, safra, karaciğer, pankreas ve 

bağırsak enzimleri ile değiĢime uğradıktan sonra bağırsak epitelinden dolaĢıma 

geçebilecek forma dönüĢüm sürecidir (Yazıhan 2017). 
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Gıdaların bileĢimi, yapısı ve özellikleri, ağızda meydana gelen karmaĢık fizikokimyasal, 

fizyolojik ve biyokimyasal süreçlere bağlı olarak yutma ve çiğneme sırasında önemli 

ölçüde değiĢir. Gıda tükürük ile karıĢtırıldığında pH, iyonik güç ve sıcaklığı değiĢir. 

Tükürük, açlık sırasında pH 5.5-6.1 arasındayken gıda ağıza alınarak uyarıldığında pH 

7-8 arasında olur. Tükürük dakikada yaklaĢık 0.3-0.7 mL salgılanır ve su (%99), 

mineraller (<%1) ve protein (%0.1-0.2) içerir. Ağızda seyreltme ve karıĢtırma, matris 

dağılımı, faz geçiĢleri, parçalanma ve birleĢme gibi iĢlemler gerçekleĢir (McClements 

vd. 2009).  

Bolus (gıdanın ağızda çiğnenmesi sonucu ortaya çıkan karıĢım) yutulduktan sonra hızla 

yemek borusu ve mideye geçer. Mide enzimleri, mineraller ve çeĢitli yüzey aktif 

bileĢikler içeren asidik sindirim suları ile karıĢtırılır ve ayrıca midenin kasılmaları 

nedeniyle bolus mekanik karıĢtırmaya maruz kalır (McClements vd. 2009). Midede pH 

ortalama 1-3 civarındadır. Midenin yüksek asitliği, enzim aktivasyonu, gıda 

bileĢenlerinin hidrolizi ve bakterilerin öldürülmesi gibi önemli fizyolojik rol oynar. 

Mideden salgılanan HCI gastrointestinal sistemde önemli bir role sahiptir. HCl, 

pepsinojenin pepsine dönüĢümü ve pepsinin aktivasyonunda, Ca
++

 ve Fe
++

 gibi 

mineralleri redükte ederek bağırsaktan emiliminin kolaylaĢtırılmasında, 

mikroorganizmaların öldürülmesinde rol alır. Midede, seyreltme, karıĢtırma, parçacık 

parçalanması ve birleĢmesi, rekabetçi adsorpsiyon, kimyasal sindirim (gastrik lipaz) 

iĢlemleri gerçekleĢir. (McClements vd. 2009, Yazıhan 2017). 

Ġnce bağırsak, sindirim ve emilimin birlikte gerçekleĢtiği sindirim sisteminin en önemli 

organıdır ve üç bölümden oluĢmaktadır: duodenum (onikiparmak bağırsağı), jejunum ve 

ileum. Bağırsak iç yüzeyinde villus adı verilen milyonlarca çıkıntı emilimin 

gerçekleĢmesini sağlar. Kimüs (mide ve bağırsaklardan salgılanan sindirim salgıları ile 

kısmen sindirilerek bulamaç haline gelmiĢ yoğun gıda kütlesi) mideden duodenuma 

aktarılır ve burada sodyum bikarbonat, safra tuzları, fosfolipitler ve karaciğer, pankreas 

ve safra kesesi tarafından salgılanan enzimler ile karıĢtırılır. Safra tuzları, 

konsantrasyonlarına bağlı olarak pankreatik lipazın aktivitesini artırabilir veya inhibe 

edebilir. Sodyum bikarbonat ise pankreas enzimlerinin en verimli Ģekilde çalıĢtığı 

duodenumda pH’ nın midede yüksek asidik (pH 1-3) seviyesinin nötre (pH 5.8-6.5) 
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yükselmesini sağlar. Safra tuzları, su içinde yağ emülsiyonlarına adsorbe olan yüzey 

aktif moleküllerdir. Bu nedenle, mekanik karıĢtırma sırasında lipit damlacık 

deformasyonunu ve parçalanmasını kolaylaĢtırabilir, lipit damlacıklarını topaklanmaya 

karĢı stabilize edebilir ve hidrofobik materyalleri çözündürüp taĢıyabilen miseller 

oluĢturabilirler. Jejunumun birincil fonksiyonu emilimdir; Ģeker, amino asit ve yağ 

asitlerinin emildiği bölgedir. Ġleum, jejunum tarafından emilmeyen (B12 vitamini ve 

safra asiti gibi) besinlerin emildiği kısımdır (Aktümsek 2001, McClements vd. 2009, 

Rogers 2011, Anonim 2021). 

Gıda emülsiyonlarının ağız içine alındıktan sonra ve gastrointestinal sistemden geçerken 

yapısal özelliklerinin nasıl değiĢtiği hakkında çok az Ģey bilinmektedir. ġekil 2.7’de 

gastrointestinal (GI) sistemden geçerken 

 

ġekil 2.7 Gastrointestinal sistemden geçerken emülsiyonlardaki olası değiĢikliklerin 

 Ģematik gösterimi (Singh vd. 2009) 
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Ġnce bağırsakta emilmeyen içerik; çekum, kolon, rektum ve anal kanal bölümlerinden 

oluĢan kimyasal sindirimin ve villusun olmadığı kalın bağırsağa geçer. Pratikte kalın 

bağırsak denildiğinde kolon anlaĢılmaktadır. Kolonun ana fizyolojik iĢlevleri, su ve 

elektrolitlerin emilmesi, polisakkaritlerin ve proteinlerin fermantasyonu, safra tuzlarının 

tekrardan emilmesi, dıĢkı maddesinin oluĢması ve depolanıp atılmasıdır (McClements 

vd. 2010, Çomak Göçer vd. 2016). Normal olarak, lipitler midede ve ince bağırsakta 

tamamen sindirilir, ancak özellikle özel olarak tasarlanmıĢ emülsiyon bazlı taĢıyıcı 

sistemlerinde olan sindirilmemiĢ bazı lipitler, üst GI yolundan geçebilir. Sindirilemeyen 

bir lipit fazı (mineral yağ veya alkan gibi) kullanılarak hazırlanan su içinde yağ 

emülsiyonlarındaki damlacıklar kolona ulaĢabilir. Kolon, üst GI kanalında 

sindirilmeyen gıda bileĢenlerini, örneğin diyet lifleri, proteinler ve peptitleri fermente 

edebilen çok sayıda farklı anaerobik bakteri türü içerir. Bu nedenle, diyet lifi matrisleri 

içinde kapsüllenmiĢ herhangi bir lipit ancak bakteriyel fermantasyon nedeniyle kolona 

ulaĢtıktan sonra salınabilir. Bazı sindirilmemiĢ gıda bileĢenlerinin, kolonik 

mikrobiyotanın normal metabolik aktivitesine müdahale edebileceği ve bunun da alt GI 

sisteminin ve hatta tüm vücudun sağlık durumunu değiĢtirebileceği ileri sürülmüĢtür. 

Gıda bileĢenlerinin normal sindirilebilirliğini değiĢtirebilecek herhangi bir dağıtım 

sistemi tasarlarken bu faktörü dikkate almak önemlidir (McClements ve Li 2010). 

Ġnsan vücuduna besinlerin alımı, sadece bir gıdadaki besin maddesinin miktarına değil, 

aynı zamanda biyoyararlanımına da bağlıdır (Schonfeldt vd. 2016). Biyoyararlanım ve 

biyoeriĢilebilirlik farklı anlamlar taĢıyan terimlerdir. BiyoeriĢilebilirlik, gastrointestinal 

lümen (boĢluk) içindeki gıda matrisinden salınan ve böylece bağırsak emilimi için 

uygun hale getirilen bir bileĢiğin fraksiyonudur. Biyoyararlılık ise, normal fizyolojik 

fonksiyonlarda kullanmak ve depolamak için vücuda alınan besinin eriĢilebilir kısmıdır. 

BiyoeriĢilebilirlik, sadece sindirilmiĢ gıda matrisinin bileĢiminden değil, aynı zamanda 

matrisin pH, sıcaklık ve dokusu gibi fizikokimyasal özelliklerden de etkilenir (Parada 

ve Aguilera 2007, Rein vd. 2012). Gıda veya ilaç matrislerinden zayıf salınım, 

gastrointestinal sıvılarda düĢük çözünürlük, gastrointestinal sistemde metabolizma veya 

kimyasal dönüĢüm, düĢük epitel hücre geçirgenliği gibi nedenlerden dolayı lipofilik 

maddelein oral biyoyararlanımı sınırlı olabilir. Bu ajanların biyoyararlanımı, özellikle 

gastrointestinal sistem içinde salınımlarını, çözünmelerini, taĢınmasını, metabolizmasını 
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ve emilimini kontrol eden gıda matrisleri tasarlanarak geliĢtirilebilir (McClements vd. 

2014). Biyoaktif bileĢenlerin ve ilaçların biyoyararlanımı ve biyoeriĢebilirliğinin 

iyileĢtirilmesi için çeĢitli yaklaĢımlar değerlendirilmiĢtir. Bunlar arasında moleküllerin 

çözünürlüklerini veya emilim yerlerini geliĢtirmek için teknolojik ve kimyasal 

modifikasyonları, koloidal sistemlerin (miseller ve veziküller) tasarımı ve 

nanosistemlerin (nanopartiküller) kullanımı bulunmaktadır (Yang vd. 2008).  

Gastrointestinal sindirim sistemini simüle etmek için statik ve dinamik modeller 

kullanılmaktadır. Sindirim sistemindeki iĢlemlere maruz kalması istenen numunenin 

genellikle hareketsiz olduğu in vitro modeller, hidrasyon, karıĢtırma ve kayma kuvveti 

gibi çeĢitli fiziksel iĢlemlerin göz ardı edildiği statik modellerdir. In vivo modeller ise 

dinamik modellerdir ve fiziksel, mekaniksel iĢlemlerin yanında zamana bağlı 

değiĢiklikler de simüle edilmektedir (Chen vd. 2011). 

In vitro sindirim modellerinde oluĢan herhangi bir fizikokimyasal değiĢikliğin doğasını 

ve oranını aydınlatmaya yardımcı olmak için bileĢim, mikroyapı, lipit parçacık boyutu 

dağılımı, lipit parçacık yükü, ara yüzey bileĢimi, genel reoloji, spesifik bileĢenlerin 

difüzyon katsayıları ve spesifik bileĢenler arasındaki bağlanma etkileĢimleri iĢlem 

sırasında belirli yerlerden örnek alarak ölçülebilir (McClements vd. 2009, Chen vd. 

2011). Ġnsan sindirim sisteminde meydana gelen karmaĢık fizikokimyasal ve fizyolojik 

süreçleri doğru bir Ģekilde taklit etmek son derece zordur. Bu nedenle, in vitro 

çalıĢmaların hayvanlar ve insanlar kullanılarak in vivo çalıĢmalarla birleĢtirilmesi 

tavsiye edilir. Ek olarak, belirli bir numuneyi test etmek için kullanılan herhangi bir in 

vitro yöntemin güvenilir olmasını sağlamak için in vitro-in vivo korelasyonların 

kurulması önemlidir (McClements ve Li 2010).  

In vitro çalıĢmalar diğer yöntemlere göre daha kolay, hızlı ve güvenilirdir. Bunun yanı 

sıra in vivo çalıĢmalarda karĢılaĢılan etik sorunlar bu çalıĢmalarda olmadığı için in vitro 

çalıĢmalar günümüzde çok tercih edilmektedir. Ayrıca, in vivo çalıĢmalarda 

kemirgenlerin kullanımında biyolojik mekanizmalardaki farklılıklar, gıda alım 

kontrolündeki farklılıklar, enerji metabolizmaları arasındaki farklılıklardan kaynaklı 
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olarak sınırlamalar vardır. Örneğin, sıçanlarda safra kesesi olmaması, lipitlerin sindirimi 

ve emilimini anlamada büyük bir fark yaratır (McClements vd. 2009, Chen vd. 2011).  

BiyoeriĢilebilirlik genellikle ġekil 2.8’de görüldüğü gibi birkaç aĢama içeren bir in vitro 

sindirim prosedürü ile belirlenir: gıda matrisinden kurtulma, sindirim koĢulları sırasında 

dönüĢüm ve bağırsak epitel hücreleri tarafından emilim (Carbonell Capella vd. 2014). 

 

ġekil 2.8 Gıda matrisinin biyoyararlanım sürecindeki adımların Ģeması (Carbonell    

Capella vd. 2014) 

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

Toksinler, belli bir dozda veya belli bir zaman diliminde ağız, solunum veya deri 

yoluyla alındığında biyolojik sistemlerin fonksiyonlarını bozarak zararlı etkilere sebep 

olan maddelerdir. Doğal toksinler, mikrobiyel toksinler ve kimyasal kirleticiler 

gıdalarda bulunan toksik maddelerdir. Kimyasal kirliliği sıfır olan gıda olmadığı gibi 

her gıda maddesi de birden fazla kimyasal kirletici taĢıyabilir. Anne sütü bile dikloro 

difenil trikloroetan, hekzaklorosiklohekzan ve poliklorofenibifeniller gibi klorlu 

bileĢikler dahil olmak üzere 100’den fazla kimyasal kirlilik içerir. Alınan doza bağlı 

olarak her kimyasal madde zararlı etkilere sahip olabilir (Ayaz ve Yurttagül 2008). 

Doğal toksinler sadece insan ve hayvan sağlığı için bir risk oluĢturmaz, aynı zamanda 

insanların sağlıklı gıdalara eriĢimini azaltarak gıda güvenliğini ve beslenmesini de 

etkiler. Gıda iĢlemede eğer tetikleyici Ģeyler var ise gıdada toksik bileĢikler oluĢabilir. 
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Örneğin; derin kızartma iĢleminde yanlıĢ uygulamalar, aynı yağın birçok kez kullanımı 

toksik bileĢik oluĢmasında neden olur (Çakmak Demircigil 2011, Anonim 2018). 

Toksik bileĢikler için biyoeriĢilebilirlik, midede gıda matrisinden serbest kalan ve ince 

bağırsakta emilim için mevcut olan toksin miktarını ifade eder (Gonzalez Arias vd. 

2012). Toksik maddeler belirli bir konsantrasyonda membranlardan geçerek 

etkinliklerini gösterebilirler. Alınan toksik maddenin dozuna ve absorpsiyon hızına 

bağlı olarak bu konsantrasyon değiĢir ve kan dolaĢımı ile organizmaya dağılır. Toksik 

maddelerin emilimi; vücuda alınıĢ (maruz kalma) yolları, maddenin konsantrasyonu, 

maddenin kimyasal ve fiziksel özelliklerine bağlıdır. GI kanaldan toksik maddelerin 

absorbe olma hızının belirlenmesinde fiziksel özellikler önemli rol oynamaktadır. Katı 

toksik maddeler sindirim kanalında önce küçük granül ve partikül haline geçerler ve 

daha sonra bu tanecikler mide ve bağırsak sıvısında çözünerek absorbe olurlar. Toksik 

maddelerin membranlardan 4 çeĢit geçiĢ Ģekilleri vardır: pasif difüzyon (basit difüzyon), 

aktif taĢıma, kolaylaĢtırılmıĢ difüzyon, endositoz (pinositoz) (Özyazgan 2002). 

Versantvoort vd. (2004) gıdalardan kaynaklı bulaĢanların biyoyararlanımının 

değerlendirilmesinde in vitro bir sindirim modelinin geliĢtirilmesi ve uygulanabilirliği 

üzerine yaptıkları çalıĢmada in vitro sindirim modeli kullanarak gıdalardan kaynaklı 

bulaĢanların biyoeriĢilebilirliğini tekrarlanabilir bir Ģekilde belirlemenin teknik olarak 

mümkün olduğunu göstermiĢtir. Gıdalardaki azami bulaĢan konsantrasyonunun düĢük 

olması, kimüste bulunan bulaĢan madde konsantrasyonlarının belirlenmesini sağlamak 

için çok hassas analitik teknikler gerektirebileceğine dikkat edilmesini önermiĢlerdir. 

Seefelder vd. (2008) bitkisel yağlardaki 3-MCPD esterlerinin 3-MCPD oluĢumundaki 

etkisini anlamak için bir çalıĢma yapmıĢlardır. ÇalıĢmada bağırsak modeli kullanarak 

bağırsak lipazının 3-MCPD di ve mono esterlerini in vitro substratlar olarak kabul 

edildiğini göstermiĢtir. 3-MCPD mono esterlerinden 3-MCPD salınımı 3-MCPD 

diesterlerinden salınıma göre daha hızlı olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Abraham vd. (2013) 3-MCPD esterlerinden 3-MCPD’nin oral biyoyararlanımını in vivo 

olarak ölçmüĢlerdir. Sıçanlar üzerinde yaptıkları uygulamada 3-MCPD 
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konsantrasyonları kanda, çeĢitli organlarda, dokularda ve bağırsak boĢluğunda 

ölçülmüĢtür. Sonuçların 3-MCPD esterinin gastrointestinal kanalda enzimatik 

hidrolizinden 3-MCPD’ nin salındığı ve kana, organlara ve dokulara dağıldığını 

göstermektedir. Zamanla kanda ölçülen 3-MCPD konsantrasyonlarına dayanarak 

biyoyararlanımın toplam nispi miktarı hesaplanmıĢ ve 3-MCPD diesterinin 

uygulanmasından sonra biyoyaralanım 3-MCPD’ ye göre %14 daha düĢük çıkmıĢtır. 

Deneysel verilerin sınırlı olmasını da göz önünde bulundurarak risk değerlendirmesi 

yapıldığında GI sistemdeki 3-MCPD diesterlerin %100 hidrolizinin varsayılmasının 

doğru olacağını aktarmıĢlardır. Bu yüzden 3-MCPD yağ asidi esterlerinden 3-MCPD'ye 

maruz kalma seviyesinin, aynı molar miktarda 3-MCPD’ ye maruz kalma ile aynı 

olduğunu önermiĢlerdir. 

Buhrke vd. (2011) 3-MCPD yağ asidi esterlerinin insan bağırsağında ne kadar hidrolize 

edildiğini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada bağırsak bariyeri için hücresel bir in vitro model 

olan farklılaĢtırılmıĢ Caco-2 hücreleri kullanılmıĢtır. 3-MCPD monoesterleri hızlı bir 

Ģekilde hidrolize edilerek serbest 3-MCPD salınımı gerçekleĢmiĢtir ve böylece insan 

bağırsağında serbest 3-MCPD yükünü artıracağı sonucuna varılmıĢtır. 3-MCPD 

diesterleri hücreler tarafından emilerek metabolize edilmiĢtir yani bağırsak hücrelerinin 

3-MCPD diesterlerini detoksifiye etme kapasitesine sahip olabileceği Ģeklide 

yorumlanabilir. Serbest 3-MCPD ise hücreler tarafından adsorbe edilmemiĢtir.  

Barocelli vd. (2011) 3-MCPD ve palmitik esterleri için 90 günlük bir toksikolojik 

çalıĢma yapmıĢtır. 3-MCPD için en çok etkilenen organların böbrek ve erkek farelerde 

testislerin olduğunu ve dipalmitik esterlerinin uygulanmasıyla da farelerde aynı etkilerin 

daha hafif olduğunu gözlemlemiĢtir.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

Tez çalıĢması boyunca kullanılan rafine, fındık yağı, ceviz yağı, ayçiçek yağı, soya yağı 

ve mısır yağı yerel marketlerden temin edilmiĢ ve +4C’de muhafaza edilmiĢtir. 

Sindirilemeyen yağ olarak kullanılan limon ve portakal yağı Arifoğlu firmasından temin 

edilmiĢtir.  3-MCPD analizleri için 3-kloro-1,2-propanediol ve 3-kloro-1,2-propane-

1,1,2,3,3-d5-diol standartları Sigma-Aldrich firmasından temin edilmiĢtir. Fenilboronik 

asit, monobazik sodyum fosfat dihidrat, pepsin, lipaz, safra ve domuz gastrik musin tip 

2 Sigma-Aldrich firmasından, dibazik sodyum fosfat Riedel-de Haen firmasından, 

emülgatör olarak kullanılan peynir altı suyu proteini izolatı Hard Line Nutrition 

firmasından temin edilmiĢtir. 

3.2 3-MCPD ve Glisidil Esterlerinin Belirlenmesi 

3-MCPD ve glisidil esterlerinin toplam miktar analizi için örnek hazırlama DGF (2011) 

metodu C-VI 18 (10) uygulama A’ya göre yapılmıĢtır. Buna göre 0.1 g örnek, 100 L 

d5-3-MCPD-1,2-bis-palmitoyl standardı ile 100 L metil tersiyer bütil eter içinde 

çözünmüĢ ve 200 L metanollü %2’lik (ağırlık/hacim) sodyum hidroksit çözeltisi 

eklenerek serbest 3-MCPD ve GE oluĢturulmuĢtur. Reaksiyon %25’lik (hacim/hacim) 

sülfürik asit çözeltisi eklenerek hazırlanmıĢ asidik sodyum klorür çözeltisinden 600 L 

eklenerek durdurulmuĢ ve istenmeyen polar bileĢikler 600 L izohekzan ile çift 

ekstraksiyon yapılarak uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonra 600 L dietileter-etilasetat 

karıĢımı (3:2) ile ekstrakte edilip 50 L fenilboronik asit (PBA) ile türevlendirme 

yapılmıĢtır. Elde edilen ekstrakt azot gazı altında kurutulup 500 L izooktan ile 

çözünerek Gaz Kromatografisi Kütle Spektrometresi (GC-MS, Agilent 7890A) cihazına 

enjekte edilmiĢtir. 

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

yapılmıĢtır. Bu yöntemde, reaksiyonu sonlandırmak için asidik sodyum klorür yerine 
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asidik sodyum bromür çözeltisi kullanılmıĢ ve uygulama A’daki aynı iĢlem basamakları 

uygulanmıĢtır.  

3-MCPD ve GE bileĢiklerinin analizi, Cheng vd. (2016) yöntemine göre yapılmıĢtır. 

GC-MS’te ayırma iĢlemi kapiler kolon (Restek Rxi-17 kolon, 30 m x 0.25 mm x 0.25 

m) ile sağlanmıĢtır. Enjeksiyon splitless mod kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. TaĢıyıcı 

gaz olarak 1.18 mL/dk sabit akıĢ hızında helyum kullanılmıĢtır.  Fırın sıcaklık programı 

80C’de baĢlatılmıĢ; dakikada 5C artıĢla 155C’ye ardından dakikada 60C artıĢla 

300C’ye yükseltilmiĢtir. Miktar belirlenmesi, 3- MCPD-d5 için m/z= 150, 3-MCPD 

için m/z= 147 karakteristik iyonlar izlenerek gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ġekil 3.1’deki standart kurve oluĢturmak için 3-MCPD ve GE ile kontamine olmadığı 

düĢünülen natürel sızma zeytinyağı 0.1 g tartılıp 100 L glisidol standardı eklendikten 

sonra uygulama A’ya göre analiz edilmiĢtir. Glisidol çözeltileri 8 farklı 

konsantrasyonda (0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mg/kg) hazırlanmıĢtır (Çizelge 3.1). GE 

miktarı hesabında kullanılacak olan standart kurvenin eğimi 0.5177 olarak bulunmuĢtur. 

Determinasyon katsayısının 0.995 olması da ölçümlerin birbirleri ile uyumlu çıktığını 

göstermektedir. 

Çizelge 3.1 Standart kurve için gerekli olan farklı konsantrasyonlardaki glisidol 

 çözeltilerinin hesaplanan 3-MCPD esterleri içerikleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Glisidol standardı konsantrasyonu 

(mg/kg) 

Analiz sonucu hesaplanan 3-MCPD 

Esteri miktarı (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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ġekil 3.1 Standart kurve 

 

Yapılan analizinin doğruluğu ve güvenilirliği son derece önemli olduğu için, tespit 

limiti (Limit of Detection-LOD) ve ölçüm limiti (Limit of Quantification-LOQ) 

belirlenmiĢtir. Standart kurve çizmek için kullanılan en düĢük konsantrasyon 0.1 mg/kg 

Glisidol, 10 kez analiz edilerek ölçüm yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçların ortalaması ve 

standart sapması alınarak LOD (                         ) ve LOQ 

(                          )  değerleri hesaplanmıĢtır. Sonuçlara göre 

LOD değeri 0.0664 mg/kg, LOQ değeri ise 0.0833 mg/kg olarak bulunmuĢtur. 

y = 0,5177x + 0,0034 

R² = 0,995 
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Glisidil esterlerinin miktarı, uygulama A’dan elde edilen değer ile uygulama B’den elde 

edilen değerin farkının standart kurveden elde edilen dönüĢüm faktörü ile çarpılması ile 

elde edilmiĢtir:  

Uygulama A: 3-MCPD esterleri ve GE miktarı (mg/kg) = 
                        

                           
   

Uygulama B: 3-MCPD ester miktarı (mg/kg) = 
                       

                          
   

Glisidil Esterleri miktarı (mg/kg) = (Uygulama A – Uygulama B) x 1/m  

m: Standart kurveden elde edilen eğim (0.5177) 

 

3.3 Serbest 3-MCPD analizi 

SindirilmiĢ emülsiyon ve yemeklik yağların serbest 3-MCPD miktarlarını tespit etmek 

için Küsters vd. (2010) metoduna göre yapılmıĢtır. Serbest 3-MCPD’nin belirlenmesi 

için deiyonize su içinde 10 g/mL konsantrasyonlu 3-MCPD-d5 için standart ile bir 

stok çözelti hazırlanmıĢtır. 10 g numune santrifüj tüpüne tartılmıĢtır. Üzerine 10 g/mL 

3-MCPD-d5 stok çözeltisinden 25 L eklenip homojenleĢtirilmiĢtir. Türevlendirme 

reaktifi olarak 5 g PBA'nın 19 mL aseton ve 1 mL deiyonize su içinde çözünmesiyle 

hazırlanan PBA’dan 200 L eklenmiĢtir. Daha sonra 90C’ye hazırlanmıĢ su 

banyosunda 30 dakika ısıtılmıĢtır. Süre sonunda su banyosundan alınarak oda 

sıcaklığına gelmesi sağlanmıĢtır. Üzerine 2 mL hekzan eklenip 3000 rpm’de 2 dakika 

santrifüjlenmiĢtir. Hekzan tabakası ayrıldıktan sonra üst faz viallere alınarak GC-MS’te 

okuma yapılmıĢtır. 

GC-MS’te ayırma iĢlemi kapiler kolon (Restek Rxi-17 kolon, 30 m x 0.25 mm x 0.25 

m) ile sağlanmıĢtır. Enjeksiyon splitless mod kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. TaĢıyıcı 

gaz olarak 0.7 mL/dk sabit akıĢ hızında helyum kullanılmıĢtır.  Fırın sıcaklık programı 

50C’de baĢlatılmıĢ, dakikada 10C artıĢla 210C’ye ardından 5 dakikada 30C artıĢla 

300C’ye yükseltilmiĢtir. Miktar belirlenmesi, 3- MCPD-d5 için m/z= 150, 3-MCPD 

için m/z= 147 karakteristik iyonlar izlenerek gerçekleĢtirilmiĢtir. 



26 

 

Örnek analizlerinden önce ġekil 3.2’deki standart kurveyi çizebilmek için 3-MCPD 

standardı 8 farklı konsantrasyonda (0.1; 0.09; 0.07; 0.05; 0.02; 0.01; 0.004; 0.001 

mg/kg) hazırlanmıĢ ve örnek yerine distile su kullanılmıĢtır (Çizelge 3.2). 

Standart kurveden elde edilen denklem kullanılarak örneklerin serbest 3-MCPD 

içerikleri hesaplanmıĢtır:  

Serbest 3-MCPD miktarı (mg/kg) = 

(

        
 
              

           
 
              

 )      

      
  

Standart kurve çizmek için kullanılan en düĢük konsantrasyon 0.001 mg/kg 3-MCPD 

standardı 10 kez analiz edilerek ölçüm yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçların ortalaması ve 

standart sapması alınarak LOD ve LOQ değerleri hesaplanmıĢtır. Sonuçlara göre LOD 

değeri 0.0028 mg/kg, LOQ değeri ise 0.0049 mg/kg olarak bulunmuĢtur. 

Çizelge 3.2 Standart kurve çizmek için gerekli olan farklı konsantrasyonlardaki 3-

MCPD  çözeltilerinin hesaplanan 3-MCPD içerikleri 

 

 

3-MCPD standardı konsantrasyonu 

(g/mL) 

Analiz sonucu hesaplanan 3-MCPD 

Esteri miktarı  

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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ġekil 3.2 Serbest 3-MCPD standart kurvesi 

 

3.4 Emülsiyon OluĢumu 

ÇalıĢma kapsamında emülsiyonlar 3 tekerrür olacak Ģekilde taze üretilerek 

kullanılmıĢtır. Su içinde yağ (Y/S) emülsiyonu hazırlamak için ağırlıkça %10 yağ fazı 

ve %90 su fazı olacak Ģekilde karıĢtırılmıĢtır. Su fazı için sodyum fosfat monobazik ve 

sodyum fosfat dibazik kimyasallarından elde edilen 10 mM tampon çözelti pH 7 

değerine ayarlanarak kullanılmıĢtır. Farklı parçacık boyutlarına sahip emülsiyonlar elde 

etmek için su fazı, bir gün öncesinde peynir altı suyu proteini izolatının tampon çözelti 

içerisinde 2 saat karıĢtırılmasıyla hazırlanmıĢtır ve 24 saat boyunca 4C’de 

buzdolabında bekletilmiĢtir. Analizin yapılacağı gün buzdolabından çıkartılarak 

yaklaĢık 2 saat karıĢtırılarak oda sıcaklığına gelmesi sağlanmıĢtır. Daha sonra filtre 

edilerek pH değeri 7’ye ayarlanmıĢtır. Su fazı ve yağ fazı, ön homojenizasyon amacıyla 

2 dakika boyunca ultra-turrax cihazında (IKA T18 Basic) karıĢtırılmıĢtır. Daha küçük 

parçacık boyutuna sahip homojen emülsiyonlar üretmek için ikinci aĢama olarak mikro 

akıĢkanlaĢtırma cihazı kullanılmıĢtır. Ġnce, orta ve kaba emülsiyonlar üretebilmek için 

farklı basınç (3, 4, 6, 10 kpsi), geçiĢ sayısı (1, 2, 3) ve emülgatör konsantrasyonu (%2, 

y = 40,077x + 0,043 

R² = 0,991 
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1, 0.5, 0.2, 0.15, 0.1) uygulamaları denenmiĢtir. Her deneme sonrasında parçacık 

boyutları ölçülmüĢtür.  

3-MCPD’nin emilimini azaltmak amacıyla eklenen sindirilemeyen yağlar ağırlıkça %10 

yağ içeren Y/S emülsiyonunun yağ fazına %10, %20 ve %30 olacak Ģekilde eklenmiĢtir. 

Örneğin yağ fazının %10’u limon yağı olması için 2 g limon yağı 18 g zeytinyağı 

kullanılmıĢtır. Her bir örnek 3 tekerrür olacak Ģekilde hazırlanmıĢ ve aynı gün içerisinde 

gerekli ölçümler yapılana kadar +4C’de muhafaza edilmiĢtir. 

3.5 In vitro Sindirim Modelinin Uygulanması 

In vitro sindirim modeli Minekus vd. (2014) yöntemine göre yapılmıĢtır. Ağız ve mide 

fazlarının sonunda % 0.5 (ağırlık/ağırlık) yağ içermesi için ağız fazına baĢlamadan önce 

numunenin yağ konsantrasyonu %2 olacak Ģekilde ayarlanmalıdır. Bu nedenle 

numuneler, pH 7’ye ayarlanmıĢ 10 mM fosfat tamponu ile seyreltilmiĢtir. Yağın 

sindirimini simüle etmek için 0.4 g yağ, 3.6 g peynir altı suyu proteini izolatı çözeltisi 

ve 16 g fosfat tamponu karıĢtırılarak ağız fazına hazır hale getirilmiĢtir. 

Sindirim modeli için analizden önce yapay tükürük stok çözeltisi (YTSÇ), mide stok 

çözeltisi (MSÇ) ve bağırsak stok çözeltisi (BSÇ) hazırlanmıĢtır. Sodyum klorür (1.594 

g), Amonyum Nitrat (0.328 g), Potasyum Fosfat (0.636 g), Potasyum Klorür (0.202 g), 

Potasyum Sitrat (0.308 g), Ürik Asit Sodyum Tuzu (0.021 g), Üre (0.198 g), Laktik Asit 

Sodyum Tuzu (0.146 g) son hacmi 1 L olacak Ģekilde çift damıtılmıĢ su içinde 

çözündürerek YTSÇ; Sodyum Klorür (2 g) ve Hidroklorik Asit (7 mL) son hacmi 1 L 

olacak Ģekilde çift damıtılmıĢ su içinde çözündürerek MSÇ; Kalsiyum Klorür (4.15 g) 

ve Sodyum Klorür (32.87 g) son hacmi 150 mL olacak Ģekilde çift damıtılmıĢ su içinde 

çözündürerek BSÇ hazırlanmıĢ ve buzdolabında saklanmıĢtır. 

Simüle edilen sindirim sırasında pH ayarlaması yaparken kullanılması için 0.1 N HCl, 1 

N HCl, 0.1 N NaOH ve 1 N NaOH çözeltileri hazırlanmıĢtır. 
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3.5.1 Ağız fazı 

Ağız fazı için analizden 24 saat önce 0.6 g domuz gastrik musin tip 2 ile 20 mL YTSÇ 

karıĢtırılarak yapay tükürük test çözeltisi (YTTÇ) hazırlanmıĢ ve gece boyunca 

karıĢtırılmıĢtır. %2 yağ içeren 20 mL numune ve YTTÇ 37C’ye ayarlanmıĢ su 

banyosunda 15 dakika bekletilmiĢtir. 15 dakika sonunda YTTÇ ile numune 

karıĢtırılmıĢ, NaOH ve HCl ile pH değeri 6.8’e ayarlandıktan sonra 37C’de inkübatör 

çalkalayıcısında (Nüve-ST 30) 10 dakika 100 rpm’de karıĢtırılmıĢtır. Süre sonunda ağız 

fazından parçacık boyutu ve zeta potansiyel ölçümü için örnek ayrılarak soğutulmuĢtur. 

3.5.2 Mide fazı 

Mide fazı için analizden 45 dakika önce 0.064 g pepsin ile 20 mL MSÇ 30 dakika 

karıĢtırılarak mide test çözeltisi (MTÇ) hazırlanmıĢtır. KarıĢtırıldıktan sonra 37C’de 15 

dakika boyunca su banyosunda bekletilmiĢtir. Süre sonunda ağız fazından alınan NaOH 

ve HCl kullanılarak pH 2.5’e ayarlanan 20 mL bolus numunesi ile 20 mL MTÇ 

karıĢtırılmıĢtır. pH değeri NaOH ve HCl ile 2.5’e yeniden ayarlanmıĢtır. Ġnkübatör 

çalkalayıcısında 37C 100 rpm’de 2 saat boyunca sürekli olarak karıĢtırılmıĢtır. Süre 

sonunda parçacık boyutu ve zeta potansiyel ölçümleri için örnek ayrılarak 

soğutulmuĢtur. 

3.5.3 Ġnce bağırsak fazı 

Simüle edilen sindirimin ince bağırsak fazı için otomatik titrasyon (pH-Stat Metrohm 

916 Ti-Touch model) cihazı kullanılmıĢtır. Ġnce bağırsak fazı için 24 saat önceden 

0.1875 g safra tuzları ile 3.5 mL fosfat tamponu birkaç saat çözünme sağlanana kadar 

karıĢtırılmıĢtır ve gece boyunca buzdolabında saklanmıĢtır. Ġnce bağırsak fazından 45 

dakika önce 0.06 g lipaz ile 2.5 mL fosfat tamponu 30 dakika boyunca karıĢtırılmıĢtır. 

Ġnce bağırsak fazından 15 dakika önce 2.5 mL lipaz, 3.5 mL safra tuzu ve 1.5 mL BSÇ 

cam tüplere aktarılarak 37C su banyosunda bekletilmiĢtir.  
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Mide fazı sonunda alınan 30 mL gastrik kimüs pH değeri 6.95-6.99 olacak Ģekilde 

NaOH ve HCl çözeltileri ile ayarlanmıĢtır. 37C’de olan su banyosuna koyulan gastrik 

kimüs bulunan beher içerisine pH-Stat’ın aparatları (pH elektrodu, karıĢtırıcı, büret ucu) 

yerleĢtirilmiĢtir. 0.1 M NaOH ile otomatik titrasyon baĢlatılmıĢtır. pH değeri 7 olunca 

safra tuzu ve BSÇ eklenmiĢtir. pH değeri tekrar 7 olduğunda lipaz enzimi eklenmiĢ ve 

simüle edilen ince bağırsak fazı baĢlamıĢtır. 2 saat boyunca lipit sindiriminden serbest 

yağ asitlerini (SYA) nötrleĢtirmek için harcanan 0.1 M NaOH miktarı cihaza 

kaydedilmiĢtir. Serbest yağ asitleri miktarı aĢağıdaki denklem kullanılarak 

hesaplanmıĢtır: 

      
                      

        
 

VNaOH: Harcanan NaOH miktarı (L), 

     : NaOH molaritesi,  

      : Kullanılan yağın moleküler ağırlığı (g/mol), 

      : Sindirim sistemindeki yağın ağırlığıdır (g). 

Ġnce bağırsak fazı bittikten sonra numuneden 20 mL alınarak oda sıcaklığında 40 dakika 

4000 rpm’de santrifüj cihazı (Hettich Universal 320 model) ile santrifüj edilmiĢ ve süre 

sonunda üstte toplanan misel fazı gerekli ölçümlerin yapılması için ayrı bir tüpe 

aktarılmıĢtır. 

3.6 BiyoeriĢilebilirlik 

3-MCPD’nin biyoeriĢilebilirliği hesabı için in vitro sindirim modelinde simüle edilen 

ince bağırsak fazı sonrasında numuneden 10 g alınarak 4000 rpm 40 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. Santrifüj edildikten sonra üstte toplanan misel fazı baĢka bir tüpe 

aktarılmıĢtır. Bağırsak fazı (digesta) ve santrifüj sonrası misel fazının 3-MCPD 

içeriklerini tespit etmek için serbest 3-MCPD analizi yapılmıĢtır. Çıkan sonuçlara göre 

yüzde biyoeriĢilebilirlik (BA) misel fazda tespit edilen 3-MCPD konsantrasyonunun 
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digestada tespit edilen 3-MCPD miktarına oranının 100 ile çarpılmasıyla bulunmuĢtur 

(Pool vd. 2013):  

   ( )   
                             

                               
       

3.7 Parçacık Boyutu Ölçümleri 

ÇalıĢmada parçacık boyutu ölçümü Malvern Master Sizer 3000 cihazı kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Master Sizer cihazında yapılan ölçümlerin temel ilkesi; küçük 

parçacıkların ıĢığı büyük açılarda dağıtması, büyük parçacıkların ıĢığı küçük açılarda 

dağıtmasına dayanmaktadır. Kullanılan yağın refraktif indeks ve yoğunluk gibi bilgileri 

cihazın programına iĢlenmiĢ ve 3 tekerrür olarak hazırlanmıĢ örneklerin her biri için 2 

okuma yapılmıĢ, ölçümlerin ortalaması ve standart sapması Microsoft Office Excel 

programı kullanılarak hesaplanmıĢtır. Tez çalıĢmasında parçacık boyutları, yüzey 

ağırlıklı ortalama çap (d32) olarak verilmiĢtir. 

3.8 Zeta Potansiyel Ölçümleri 

ÇalıĢma kapsamında zeta potansiyel ölçümü ODTÜ Merkez AraĢtırma 

Laboratuvarı’nda bulunan ZetaSizer cihazı ile yapılmıĢtır. Zeta potansiyel parçacığın 

içinde bulunduğu sıvının pH değerine bağlı olduğu için numunelerin baĢlangıç, ağız ve 

digesta fazı için pH 7’ye ayarlanmıĢ fosfat tamponu ile seyreltilmiĢ, numunelerin mide 

fazı ise pH 2.5’e ayarlanmıĢ fosfat tamponu ile seyreltilmiĢtir. 

3.9 Sitotoksisite Analizi 

Gıda emülsiyonlarınında 3-MCPD toksisitesi üzerine etkisini belirlemek amacıyla 

toksisite testleri için Hitit Üniversitesi’nde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum-bromür testi (MTT) uygulanmıĢtır. Hücre kültüründe büyütülen 

sağlıklı L929 fibroblast ve vero (böbrek) hücrelerinin dehidrogenaz enzim aktivitesinin 

ölçülmesi esasına dayanan bu metodun uygulanması için hücreler bu enzimlerin 
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değiĢime uğrattığı MTT maddesine maruz bırakılmıĢtır. Enzim aktivitesi canlı 

hücrelerde gözlenirken ölen hücrelerde gözlenmemektedir. Analizden 1 gün önce 

plakalara kuyucuk baĢına 10000 hücre olacak Ģekilde sayımı yapılan hücrelerle 100 L 

medyum hazırlanarak ekim yapılmıĢ ve 24 saat 37C ve %5 CO2 ortamda inkübe 

edilerek hücrelerin yüzeye yapıĢması sağlanmıĢtır. Süre sonunda seri dilüsyonlar 

halinde (100 mg/mL- 1.5625 mg/mL) hazırlanan örnekler ilave edilmiĢ ve 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresinin sonunda vasat uzaklaĢtırılmıĢ ve 50 L 

MTT çözeltisi eklenerek 2 saat karanlıkta inkübasyona bırakılmıĢ ve süre sonunda MTT 

ortamdan uzaklaĢtırılarak 100 L dimetil sülfoksit (DMSO) eklenerek reaksiyon 

sonlandırılmıĢtır. Peynir altı suyu proteini izolatı çözeltisi baĢlangıç ve misel fazları için 

kontrol olarak kullanılmıĢtır. Ġnkübasyonu yapılan hücreler 570 nm absorbans değerinde 

spektrofotometrede okumaları yapılmıĢ ve Microsoft Excel programı kullanılarak % 

canlılık hesaplanmıĢtır: 

Canlılık (%) = 
         

           
      

TS EN ISO 10993–5 standardına göre hücre canlılığı kontrol grubunun %70’i ise 

madde sitotoksik değil, %70’den azsa maddenin potansiyel olarak sitotoksik kabul 

edilmiĢtir ve sitotoksik örnekler için hücre canlılığının %50’lik inhibisyonunu yansıtan 

(IC50) konsantrasyonu canlılık-konsantrasyon grafiklerinden belirlenmiĢtir 

(Anonymous, 2009). 

3.10 Ġstatistiksel Analiz 

Tüm analizler üç tekerrür halinde yapılmıĢtır. Ortalamalar ve standart sapmalar bu 

değerlerden hesaplanmıĢtır. Elde edilen veriler istatistiksel SPSS paket programı (SPSS 

Statistics 20, IBM) kullanılarak varyans analizi (ANOVA) yapılmıĢtır. Örnekler 

arasında %5 anlamlılık düzeyinde çoklu karĢılaĢtırmalar için Tukey testi kullanılmıĢtır 

(p<0.05). 

 



33 

 

4. BULGULAR VE TARTIġMA 

Yapılan tez çalıĢması kapsamında gıda emülsiyonlarının 3-MCPD esterlerinin 

sitotoksisitesi üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmada 6 farklı yemeklik yağın 3-MCPD 

esterleri ve GE miktarı tespit edildikten sonra diğer analizler için en yüksek 3-MCPD 

esteri içeren yağ ile devam edilmiĢtir. Ġnce, orta ve kaba emülsiyonlar üretilerek 

parçacık boyutunun 3-MCPD’nin biyoeriĢilebilirliği ve sitotoksisitesindeki değiĢimleri 

ve simüle edilen sindirim sistemi boyunca değiĢen özellikleri incelenmiĢtir. 

Sindirilemeyen yağ olarak; düĢük serbest yağ asitleri salınımına sahip limon yağı 

kullanılmıĢtır. BiyoeriĢilebilirliği en yüksek olan emülsiyonun aynı koĢullarda sadece 

yağ fazına farklı oranlarda sindirilemeyen yağ eklenerek üretilmesiyle 3-MCPD’nin 

biyoeriĢilebilirliği ve sitotoksisitesindeki değiĢimleri ve simüle edilen in vitro sindirim 

sistemi boyunca değiĢen özellikleri araĢtırılmıĢtır. 

4.1 3-MCPD ve Glisidil Esterleri Ġçeriklerinin Belirlenmesi 

Gıda emülsiyonlarının 3-MCPD esterleri üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla 

öncelikle 6 farklı rafine yemeklik yağın (zeytinyağı, fındık yağı, ceviz yağı, ayçiçek 

yağı, soya yağı ve mısır yağı) 3-MCPD esterleri ve GE içerikleri tespit edilmiĢtir 

(Çizelge 4.1). Analiz sonucuna göre yağların 3-MCPD esterleri içerikleri, en yüksekten 

en düĢüğe sırasıyla Ģu Ģekildedir: zeytinyağı, ceviz yağı, fındık yağı, mısır yağı, soya 

yağı, ayçiçek yağı. Ġstatistiki sonuçlara göre de zeytinyağının içerdiği 3-MCPD esteri 

diğer yağlara göre önemli ölçüde daha yüksektir (p<0.05). Yağlar içerdiği GE 

miktarlarına göre sıralandığında ise ceviz yağı en yüksek, ayçiçek yağı ise en düĢük GE 

içeriğine sahip yağ olarak bulunmuĢtur. Rafine ceviz yağının yüksek GE içermesinin, 

ham yağında yüksek serbest asit dolayısıyla yüksek kısmi gliserit (özellikle digliserit) 

bulunması, bu nedenle de rafinasyon iĢlemlerinde uygulanan yüksek sıcaklıklarda söz 

konusu kısmi gliseritlerin glisidil esterlerine dönüĢmesinden kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. 
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Çizelge 4.1 Farklı rafine yemeklik yağların 3-MCPD esterleri ve GE içerikleri 

Yemeklik Yağlar 3-MCPD esterleri (mg/kg) GE (mg/kg) 

Fındık Yağı 0.47 ± 0.01
b 

2.01 ± 0.18
b 

Mısır Yağı 0.21 ± 0.01
c 

0.27 ± 0.04
de 

Ceviz Yağı 0.55 ± 0.01
b 

4.78 ± 0.13
a 

Zeytinyağı  1.77 ± 0.13
a 

0.67 ± 0.30
c 

Ayçiçek Yağı 0.17 ± 0.01
c 

0.06 ± 0.02
e 

Soya Yağı 0.18 ± 0.02
c 

0.37 ± 0.04
d 

Sonuçlar aritmetik ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. Aynı sütundaki farklı küçük harfler (a, b, 

c, d, e) ortalamalar arasındaki farkın istatistiki olarak önemli olduğunu göstermektedir (p<0.05). 

Kamikata vd. (2019) Brezilya’daki marketlerden satın aldığı 13 farklı markaya ait 

zeytinyağının 3-MCPD esterleri içeriğini ölçmüĢler ve numunelerin 0.28-3.77 mg/kg 

arasında 3-MCPD esterleri içerdiğini bildirmiĢlerdir. Kuhlman (2011) rafine yağların 3-

MCPD esterleri ve GE içeriklerini araĢtırmıĢtır. ÇalıĢmaları sonucunda ayçiçek yağı 

örneklerinin 0.1-2.1 mg/kg 3-MCPD esteri, 0.1-0.4 mg/kg GE; soya yağı örneklerinin 

0.1-0.5 mg/kg 3-MCPD esteri, 0.1-0.6 mg/kg GE; zeytinyağı örneklerinin 0.3-1.2 mg/kg 

3-MCPD esteri, 0.1-0.4 mg/kg GE; mısır yağının 0.2 mg/kg 3-MCPD esteri, 0.7 mg/kg 

GE; ceviz ve fındık yağının ise tesadüfi olarak 19 mg/kg 3-MCPD esteri içerdiğini 

tespit etmiĢlerdir. Hung vd. (2017) sızma zeytinyağının tağĢiĢini tespit etmek amacıyla 

3-MCPD esterlerinin tanımlanması üzerine bir çalıĢma yapmıĢtır. Tayvan, Amerika 

BirleĢik Devletleri, Ġtalya ve Ġspanya’dan temin ettikleri 42 farklı zeytinyağı (15 tane 

rafine zeytinyağı) numunesinin 3-MCPD ester içeriklerini ölçmüĢlerdir ve rafine 

zeytinyağı 0.97-7.61 mg/kg 3-MCPD esteri içerdiği tespit edilmiĢtir (Hung vd. 2017). 

Literatürdeki bu çalıĢmalar, tez çalıĢması kapsamında tespit edilen 6 farklı yağın 3-

MCPD esteri ve GE içeriklerini doğrular nitelikte olduğu gözlemlenmiĢtir.  
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4.2 Hazırlanan Emülsiyonların Özellikleri 

4.2.1 Farklı parçacık boyutlarına sahip zeytinyağı emülsiyonunun özellikleri  

3-MCPD ve glisidil esterleri tespit edilen yemeklik yağlardan en yüksek 3-MCPD 

içeriğine sahip olan rafine zeytinyağı tez çalıĢmasının bu aĢamasında emülsiyonun yağ 

fazı olarak kullanılmıĢtır. 100-450 nm parçacık boyutuna sahip ince emülsiyon, 500-900 

nm parçacık boyutuna sahip orta emülsiyon ve 1000-1200 nm parçacık boyutuna sahip 

kaba emülsiyon üretebilmek için denemeler yapılmıĢ ve bu denemeler sonucunda 

üretilen emülsiyonların parçacık boyutları ġekil 4.1’de gösterilmiĢtir. %2 peynir altı 

suyu proteini izolatı kullanıldığında ve 10 kpsi basınçta 3 geçiĢ uygulandığında 369.16 

 3.72 nm parçacık boyutuna sahip ince emülsiyon üretilmiĢtir. %2 peynir altı suyu 

proteini izolatı kullanıldığında ve 6 kpsi basınçta 3 geçiĢ uygulandığında 514.17  2.27 

nm parçacık boyutuna sahip orta emülsiyon üretilmiĢtir. %0.15 peynir altı suyu proteini 

izolatı kullanıldığında ve 3 kpsi basınçta 3 geçiĢ uygulandığında 1025  11.18 nm 

parçacık boyutuna sahip kaba emülsiyon üretilmiĢtir. Zhang vd. (2016) mikro 

akıĢkanlaĢtırıcı kullanarak %8 mısır yağı ve %92 su fazı (peynir altı suyu proteini 

izolatı içeren) ile farklı parçacık boyutuna sahip emülsiyonlar üretmiĢtir. AraĢtırmacılar, 

170 nm parçacık çapına sahip ince emülsiyonu 11 kpsi 5 geçiĢ uygulayarak ve 640 nm 

parçacık çapına sahip orta emülsiyonu 7 kpsi 3 geçiĢ uygularak üretmiĢtir. Li vd. (2017) 

mikro akıĢkanlaĢtırıcı kullanarak %8 zeytinyağı ve %92 su fazı (%1 peynir altı suyu 

proteini izolatı içeren) ile farklı parçacık boyutuna sahip emülsiyonlar üretmiĢtir. 

AraĢtırmacılar, 150 nm parçacık çapına sahip ince emülsiyonu 12 kpsi 3 geçiĢ 

uygulayarak ve 400 nm parçacık çapına sahip orta emülsiyonu 7 kpsi 3 geçiĢte 

üretmiĢtir. Literatürdeki bu bulgular ile tez çalıĢmasında üretilen emülsiyon parçacık 

boyutları benzerdir. 
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ġekil 4.1 Farklı emülgatör oranları ile hazırlanan ve farklı basınçların uygulanmasıyla   

elde edilen emülsiyonların parçacık boyutları 

(Farklı küçük harfler (a, b, c) ortalamalar arasındaki farkın istatistiki olarak önemli olduğunu 

göstermektedir (p<0.05)). 

 

Farklı koĢullarda üretilen emülsiyonların parçacık boyut dağılımları ġekil 4.2’de 

gösterilmiĢtir. Parçacık boyut dağılımının dar olması sistemdeki parçacık çaplarının 

birbirine yakın olduğunu göstermektedir. ġekil 4.2’de görüldüğü gibi parçacık boyut 

dağılımı en geniĢ olan kaba emülsiyondur. Ġnce ve orta emülsiyonlar ise tek modlu 

partikül boyutu dağılımı göstermiĢtir. Bu sonuçlar, Li vd. (2017) çalıĢmasında bulduğu 

sonuçlarla benzerlik göstermektedir. 
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ġekil 4.2 Farklı koĢullarda üretilen ince, orta, kaba emülsiyonun parçacık boyut   

dağılımları 

4.2.2 Zeytinyağı emülsiyonlarına in vitro sindirim modelinin uygulanması 

Rafine zeytinyağı ve ince, orta ve kaba emülsiyonlar simüle edilmiĢ ağız, mide ve ince 

bağırsak modellerine maruz bırakılmıĢtır ve her faz sonrasında parçacık boyutu ölçümü 

için örnekler alınmıĢtır. ġekil 4.3’te görüldüğü gibi ince, orta ve kaba emülsiyonların 

ağız fazı sonrasında alınan bolusun parçacık boyutu sırasıyla 0.61  0.02 m, 0.8  0.03 

m ve 1.28  0.09 m çıkmıĢtır. BaĢlangıç parçacık boyutlarına göre yaklaĢık olarak 

ince emülsiyonda 0.24 m, orta emülsiyonda 0.38 m ve kaba emülsiyonda 0.25 m 

artıĢ gözlemlenmiĢtir.  

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

10 100 1000 10000 100000

N
is

b
i 

D
a

m
la

cı
k

 H
a

cm
i 

(%
) 

Parçacık Boyutu (nm) 

Ġnce Emülsiyon Orta Emülsiyon Kaba Emülsiyon



38 

 

 

ġekil 4.3 Rafine zeytinyağı ve ince, orta, kaba emülsiyonların sindirim fazları parçacık         

boyutları 

(Farklı küçük harfler (a, b, c) aynı sindirim fazında farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir 

(p<0.05). Farklı büyük harfler (A, B, C, D, E) aynı örneğin farklı sindirim fazındaki istatistiki önemini 

belirtmektedir (p<0.05).) 

 

Mide fazı sonrasında her 3 emülsiyonun da parçacık boyutu artmıĢtır (ġekil 4.3). Daha 

küçük parçacıklar adsorbe edilmiĢ bir miktar protein içeriyorsa, proteoliz nedeniyle 

midede parçacık agregasyonu olasılığı vardır ve bu da parçacık boyutunda bir artıĢa yol 

açmaktadır (Singh vd. 2009). Emülsiyonun peynir altı suyu proteini izolatı içermesi, 

mide fazında parçacık özelliklerindeki değiĢikliğin ara yüzey protein tabakasının pH 

değiĢikliğine ve pepsin kaynaklı hidrolizinden sonra parçacıklar arası sterik ve 

elektrostatik itmenin azalmasına bağlanabilmektedir (Singh ve Sarkar 2011, GümüĢ vd. 

2017). Buna ek olarak ağız fazında kullanılan anyonik müsin moleküllerinin asidik 

mide sıvılarında katyonik protein kaplı parçacıkların köprülenme flokülasyonu da mide 

fazındaki parçacık boyutu artıĢının nedeni olarak gösterilmektedir (Zhang vd. 2016). 
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Simüle edilmiĢ ince bağırsak fazından sonra alınan numunelerin parçacık boyutu mide 

fazına göre daha küçüktür (ġekil 4.3). Emülsiyon parçacıklarının asidik mide 

koĢullarında topaklaĢıp nötr bağırsak koĢullarında ise bu topakların dağılma olasılığı 

parçacık boyutundaki küçülmeye sebep olarak gösterilebilir (Zhang vd. 2016). Ayrıca 

parçacık boyutunun daha küçük olması nötr koĢullarda yağ damlacıklarının lipaz 

tarafından sindirilmesiyle damlacık topaklaĢmasındaki azalma ile açıklanabilir (Xu vd. 

2020).  

Sindirim sırasında artan parçacık boyutu misel fazında düĢmüĢtür. Ġnce bağırsak 

fazından sonra numunenin santrifüjlenerek sindirilmemiĢ yağ damlacıkları ve kalsiyum 

sabunları gibi misel fazının toplanması sırasında çözünmeyen kolloidal parçacıkların 

uzaklaĢtırılması parçacık boyutunu daha da düĢürmüĢ olabilir (Tan vd. 2021). 

ġekil 4.4 ve ġekil 4.5’te görüldüğü gibi ince ve orta emülsiyonlarda ağız fazına 

geçildiğinde parçacık boyut dağılımlarının daha belirgin bir Ģekilde çift modlu hale 

gelmiĢ yani parçacıkların bir kısmının topaklaĢmaya baĢladığını göstermiĢtir. Küçük 

parçacık boyutuna sahip ince ve orta emülsiyonlarda bu kümeleĢme ve topaklaĢmalara 

sindirim modelinin ağız fazında kullanılan müsinin neden olduğu olduğu 

düĢünülmektedir. Kaba emülsiyon (ġekil 4.6) ve rafine zeytinyağında (ġekil 4.7) ise 

baĢlangıca göre farklı bir çift modlu görünümün olmaması, karıĢtırma sırasında 

birleĢmeye duyarlı olacak kadar küçük lipit damlacık boyutlarına sahip olmamasından 

kaynaklanmaktadır (Zhang vd. 2016). Bu örneklerin digesta ve misel fazlarının geniĢ bir 

dağılıma sahip olduğu gösterilmiĢtir. Bu geniĢ dağılımın sebebi; ince bağırsak fazında 

sindirilmemiĢ lipit damlacıkları, miseller, veziküller, çözünmeyen kalsiyum tuzları gibi 

digestanın birçok farklı kolloidal parçacık içermesinden kaynaklı olabilmektedir (Zhang 

vd. 2016). 
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ġekil 4.4 Ġnce emülsiyon sindirim fazları parçacık boyutu dağılımı 

 

 

ġekil 4.5 Orta emülsiyon sindirim fazları parçacık boyutu dağılımı 
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ġekil 4.6 Kaba emülsiyon sindirim fazları parçacık boyutu dağılımı 

 

 

ġekil 4.7 Zeytinyağı sindirim fazları parçacık boyutu dağılımı 

Simüle edilen sindirim fazlarından sonra numunelerin zeta potansiyel değerleri 

ölçülmüĢtür. ġekil 4.8’de görüldüğü üzere numunelerde negatif yüzey potansiyeli 
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gözlemlenmesine rağmen mide fazında pozitife doğru bir eğilim gözlemlenmiĢtir. 

Parçacık yüzeyindeki negatif yükün yüksek olması emülgatör olarak kullanılan peynir 

altı suyu proteini izolatının güçlü bir negatif yüke sahip olmasından kaynaklanmaktadır. 

Ġnce, orta ve kaba emülsiyonların baĢlangıç zeta potansiyelleri sırasıyla -48.23  1.51 

mV, -50.4  0.5 mV ve -53.9  4 mV’dir. Parçacık boyutu arttıkça parçacık yükünün 

negatif yük yoğunluğu da artmıĢtır. Bu durum, ya ince emülsiyonun arayüzeyindeki 

emülgatörün eksik olmasından ya kaba emülsiyonda adsorbe edilmemiĢ emülgatör 

olduğundan ya da lipit fazındaki serbest yağ asitlerinin, mineral iyonlarının oluĢturduğu 

anyonik veya katyonik safsızlıklardan kaynaklanabilmektedir (Tan vd. 2021, Zhang vd. 

2015b). Ağız fazına geçildiğinde ise negatif yükün yoğunluğu baĢlangıç değerlerine 

göre azalmıĢtır. Bu azalma müsin moleküllerinin parçacık yüzeyleriyle olan 

etkileĢiminden kaynaklı olabilmektedir (Öztürk vd. 2015).  

 

ġekil 4.8 Rafine zeytinyağı ve ince, orta ve kaba emülsiyonların sindirim fazları zeta 

 potansiyelleri 

(Farklı küçük harfler (a, b, c, d) aynı sindirim fazında farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir 

(p<0.05). Farklı büyük harfler (A, B, C, D) aynı örneğin farklı sindirim fazındaki istatistiki önemini 

belirtmektedir (p<0.05).) 
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Oldukça asidik olan mide pH aralığının (pH 2.5) kullanılan protein yapılı emülgatörün 

izoelektrik noktalasının (pH 5) altında kaldığı için parçacıkların pozitif yük taĢıma 

eğiliminde olmasına rağmen ölçüm sonuçlarına göre yine de sıfırın altında olduğu 

gözlemlenmiĢtir (Chang ve McClements 2016a). Anyonik müsin moleküllerinin 

katyonik protein kaplı lipit damlacıklarının yüzeylerinde yük nötralizasyonuna yol 

açması sıfıra yakın olmasının nedeni olarak düĢünülmektedir (Chang ve McClements 

2016b). Simüle edilen ince bağırsak fazı sonrasında alınan digesta örneklerinin zeta 

potansiyel ölçümleri yapıldığında negatif yük düzeyinin mide fazına göre arttığı 

gözlemlenmiĢtir. Bunun sebebi olarak ise safra tuzları, fosfolipitler, serbest yağ asitleri, 

peptitler gibi anyonik kolloidal parçacıkların lipit sindiriminden sonra sistemde 

bulunmasına atfedilmektedir. Rafine zeytinyağı negatif yüzey yükünün emülsiyonlara 

göre daha düĢük olması, peynir altı suyu proteini izolatı içermemesi ve sindiriminde 

daha az anyonik serbest yağ asitleri oluĢmasından kaynaklı olabilmektedir (Zhang vd. 

2016). 

 

ġekil 4.9 Zeytinyağı ve ince, orta ve kaba emülsiyonların serbest yağ asitleri (SYA) 
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Ġnce bağırsak fazında 2 saat boyunca kaydedilen harcanan NaOH miktarına göre bu faz 

sırasında salınmıĢ olan serbest yağ asitleri miktarı hesaplanmıĢtır. ġekil 4.9’da da 

görüldüğü gibi ince, kaba ve orta emülsiyonların her birinin ilk 10 dakikasında rafine 

zeytinyağına göre daha hızlı bir sindirim gerçekleĢmiĢtir. Farklı boyutlardaki 

emülsiyonlar arasında serbest yağ asitliği salınımı en fazla olan %85.26  0.68 ile en 

küçük parçacık boyutuna sahip ince emülsiyon olmuĢtur. Orta emülsiyon sindiriminin 

ilk 10 dakikası ince emülsiyona göre daha yavaĢ gerçekleĢse de 2 saat sonundaki SYA 

miktarı %84.82  5.66 olup ince emülsiyona yakın gerçekleĢmiĢtir. En büyük parçacık 

boyutuna sahip kaba emülsiyonun ilk 10 dakikadaki sindirimi ince ve orta emülsiyona 

göre daha yavaĢ gerçekleĢmiĢtir; aynı zamanda %79.11  2.53 ile en düĢük lipit 

sindirimine sahip emülsiyon olmuĢtur. Rafine zeytinyağının sindiriminin ise %7.23  

0.50 ile emülsiyonlara göre daha düĢük olduğu tayin edilmiĢtir. Yapılan birçok çalıĢma 

da olduğu gibi tez çalıĢması kapsamında da parçacık boyutunun küçülmesiyle birlikte, 

ince bağırsak fazında birim zamanda salınan serbest yağ asitleri miktarı artmıĢtır 

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

4.2.3 Zeytinyağı emülsiyonlarının biyoeriĢilebilirliği 

Emülsiyonların 3-MCPD biyoeriĢilebilirliği ġekil 4.10’da gösterilmiĢtir. Emülsiyonlar 

arasında en küçük baĢlangıç parçacık boyutuna sahip ince emülsiyon en yüksek 3-

MCPD biyoeriĢilebilirliğine (%95.03  4.36) sahip olduğu tespit edilmiĢtir. Orta 

emülsiyon %86.86  3.65; kaba emülsiyon %68.97  4.29; rafine zeytinyağı %76.89  

6.19 3-MCPD biyoeriĢilebilirliğine sahip olmuĢtur. Parçacık boyutu azaldıkça 3-MCPD 

biyoeriĢilebilirliği artmıĢtır. Literatürdeki baĢka bileĢiklerle ilgili olan sonuçlar bu veriyi 

desteklemektedir. Örneğin, Tan vd. (2021) yaptığı çalıĢmada A vitamininin 

biyoeriĢilebilirliği ~10 m parçacık boyutuna sahip kaba emülsiyonda %51.3’ken ~0.1 

m parçacık boyutuna sahip ince emülsiyonda %95.9’dur. Rafine zeytinyağının 3-

MCPD biyoeriĢilebilirliğinin daha düĢük olması, emülsiyonların misellerin içine daha 

hızlı bir Ģekilde dahil edilmesinden kaynaklanmaktadır (Pool vd. 2013). Rafine 

zeytinyağı ve kaba emülsiyonun biyoeriĢilebilirliği arasında çok fark olmaması ise 

sindirim sırasında kısmen homojen edilmesinden ve parçacık boyutlarının çok farklı 
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olmayıĢından kaynaklanabilmektedir. Bu yüzden kaba emülsiyon ve zeytinyağı arasında 

kesin bir yorum yapmak doğru olmayacaktır (Zhang vd. 2016). 

 

ġekil 4.10 Zeytinyağı ve ince, orta ve kaba emülsiyonların 3-MCPD biyoeriĢilebilirliği 

(Farklı küçük harfler (a, b, c) farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir (p<0.05).) 

 

Tez çalıĢmasında 3-MCPD biyoeriĢilebilirliği gıda emülsiyonlarında azalan parçacık 

boyutuna bağlı olarak %9-18 artmıĢtır. Çizelge 4.2’de görüldüğü gibi bazı bileĢiklerin 

emülsiyon sistemlerine dahil edilmesiyle biyoeriĢilebilirliklerinin artmıĢ olduğu 

gözlenmiĢtir.  
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Çizelge 4. 2 Bazı bileĢiklerin emülsiyon sistemlerindeki biyoeriĢilebilirlik değiĢimleri 

BileĢik Sonuç Kaynak 

Kurkumin TaĢıyıcı yağa bağlı olarak %1-58 artmıĢtır. Ahmed vd. 2012 

-karoten 
Yağ fazında uzun zincirli trigliseritin 

artmasıyla %86 yükselmiĢtir. 

Salvia-Trujillo vd. 

2013b 

 

Kuersetin 
Ġçeriğine bağlı olarak yağ ve su fazındakinden 

%29-53 artmıĢtır. 
Pool vd. 2013 

D3 Vitamini Yağ içeriğine bağlı olarak %20-60 artmıĢtır Öztürk vd. 2015 

Likopen 
Çiğ domateste %7.5 iken emülsiyona 

eklenmesiyle %10-12.5 olmuĢtur. 

Salvia-Trujillo ve 

McClements 2016 

A Vitamini  
Parçacık boyutunun azalmasıyla %51’den 

%95.9’a yükselmiĢtir. 
Tan vd. 2021 

 

Aynı zamanda McClements (2021) nanoemülsiyonlarda sindirim, biyoyararlanım ve 

potansiyel toksisite üzerine yaptığı çalıĢmada, emülsiyonların hidrofobik biyoaktif 

maddelerin biyoyararlanımını artırmasının istenilen bir durum olmasına rağmen 

biyoaktif maddelerin yüksek düzeyde tüketildiğinde veya toksik bir maddenin 

biyoyarlanımını artırdığında sağlık üzerine olumsuz etkilerin olabileceğini bildirmiĢtir. 

4.2.4 Limon yağı eklenen emülsiyonların özellikleri 

Farklı parçacık boyutlarına sahip emülsiyonlar arasından en yüksek biyoeriĢilebilirliğe 

ince emülsiyon koĢullarında olduğu için tez çalıĢmasının bu adımında ince emülsiyonun 

koĢulları uygulanmıĢtır. Ön denemelerde sindirilemeyen yağ olarak portakal ve limon 

yağı in vitro sindirim modeli uygulandığında serbest yağ asitleri salınımı sırasıyla 

%12.25 ve %2.08 olmuĢtur. Daha az serbest yağ asitleri salınımı limon yağında olduğu 

için emülsiyonların yağ fazına %10-20 ve 30 oranlarında limon yağı eklenmiĢtir. Limon 

yağı sindirilebilir triaçilgliserol yerine monoterpen, seskiterpen ve bunların 

oksijenatlarından oluĢur. Triaçilgliserol içermediği için serbest yağ asitlerine 

dönüĢemez (Qian vd. 2012, Rao ve McClements 2012, Rao vd. 2013). Normalde 369.16 

 3.72 nm parçacık boyutuna sahip emülsiyonun parçacık boyutu %10 limon yağı 

eklendiğinde 355.83  6.69 nm, %20 limon yağı eklendiğinde 315.17  12.08 nm, %30 

limon yağı eklendiğinde ise 298.17  15.62 nm olmuĢtur (ġekil 4.11). Rao ve 
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McClements (2012) limon yağıyla çalıĢtıklarında limon yağı emülsiyonu parçacık 

boyutunu 112-296 nm arasında bulmuĢtur. Tez çalıĢmasında da ön denemelerde limon 

yağı emülsiyonun parçacık boyutunu 175 nm bulunmuĢtur, bu yüzden ince emülsiyonun 

yağ fazına belli oranlarda limon yağı eklendiğinde parçacık boyutu küçülmüĢtür. 

Parçacık boyut dağılımlarında ise bir fark bulunamamıĢtır (veri gösterilmemiĢtir).  

 

 

ġekil 4.11 Ġnce emülsiyonun yağ fazına %10-20-30 limon yağı eklendiğindeki parçacık 

 boyutu 

 (Farklı küçük harfler (a, b) farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir (p<0.05).) 

 

4.2.5 Limon yağı eklenen emülsiyonlara in vitro sindirim modelinin uygulanması  

Yağ fazının %10-20-30’si limon yağından oluĢan rafine zeytinyağı emülsiyonu 

örneklerine in vitro sindirim modeli uygulayarak emülsiyonların serbest yağ asitleri 

salınımı ve sindirim boyunca değiĢen özellikleri incelenmiĢtir. ġekil 4.12’de görüldüğü 

gibi ağız fazında küçük de olsa emülsiyonların parçacık boyutlarında yukarıda sayılan 

sebeplerden dolayı artıĢ olmuĢtur. ġekil 4.13, ġekil 4.14 ve ġekil 4.15’te verilen limon 

yağı eklenmiĢ emülsiyonların parçacık boyut dağımlımlarına göre ağız fazında 3 farklı 
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emülsiyonda da çift modlu hale geldiği görülmektedir. Bu parçacıkların topaklaĢmaya 

baĢladığını göstermektedir. Simüle edilen mide fazında parçacık boyutu 3 farklı 

emülsiyon için de 5 m’den fazla çıkmıĢtır. Parçacık boyut dağılımlarına bakıldığında 

daha geniĢ bir dağılıma sahiptir bu da emülsiyonların midenin asidik ortamda inkübe 

edilmesinin parçacık agregasyonuna sebep olabileceğini göstermektedir (Rao vd. 2013). 

Simüle edilen ince bağırsak fazından sonra alınan örneklere (digesta fazı) göre parçacık 

boyutu küçülmüĢtür ve parçacık boyut dağılımlarına bakıldığında çoklu mod 

oluĢmuĢtur. Lipaz yağ damlacıklarında bulunan triaçilgliserol moleküllerini hidrolize 

ederek uzun zincirli serbest yağ asitlerine ve monoaçilgliserollere dönüĢtürebilir. Bu 

ürünler sulu faza doğru hareket ettikçe yağ damlacıklarının boyutunda ve sayısında bir 

azalma beklenebilir (Rao vd. 2013). Ġnce bağırsak fazından sonra alınan örneklerin 

santrifüjlenmesi (misel faz) parçacık boyutlarını küçültmüĢtür. 

 

ġekil 4.12 Farklı oranlarda eklenen limon yağı emülsiyonların sindirim fazları boyutları 

(Farklı küçük harfler (a, b) aynı sindirim fazında farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir 

(p<0.05). Farklı büyük harfler (A, B, C, D, E) aynı örneğin farklı sindirim fazındaki istatistiki önemini 

belirtmektedir (p<0.05).) 
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ġekil 4.13 %10 Limon yağı eklenmiĢ emülsiyonun sindirim fazları parçacık boyut 

 dağılımları 

 

ġekil 4.14 %20 Limon yağı eklenmiĢ emülsiyonun sindirim fazları parçacık boyut 
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ġekil 4.15 %30 Limon yağı eklenmiĢ emülsiyonun sindirim fazları parçacık boyut 

 dağılımları 

ġekil 4.16’da gösterildiği gibi limon yağı eklenen rafine zeytinyağı emülsiyonları 

baĢlangıçta benzer bir Ģekilde yüksek negatif yüklere sahiptir. %10 limon yağı eklenen 

emülsiyonun zeta potansiyel değeri -47.05  0.35 mV, %20 limon yağı eklenen 

emülsiyonun zeta potansiyel değeri -48.2  1.7 mV ve %30 limon yağı eklenen 

emülsiyonunu zeta potansiyel değeri -46.15  1.65 mV’dir. Limon yağı eklenmemiĢ 

olan zeytinyağı emülsiyonlarının zeta potansiyel değeri yaklaĢık -48 mV olup, limon 

yağı eklenmesiyle bu değerden olan sapma istatistiki olarak önemsiz olmuĢtur (p>0.05). 

Rao vd. (2013) yaptığı çalıĢmada mısır yağına belli oranlarda limon yağı eklemiĢlerdir 

ve zeta potansiyel değerleri ~ -50 mV olduğunu bildirmiĢlerdir. Simüle edilmiĢ ağız 

fazından sonra emülsiyonların negatif yük büyüklüğü azalmıĢtır. Bunun sebebi olarak 

müsinin parçacık topaklaĢmasına neden olması veya parçacık yüzeylerine adsorbe 

olarak parçacık yükünü azaltıp elektrostatik itmede bir azalmaya sebep olması 

sayılabilmektedir (Silletti vd. 2007, Rao vd. 2013). 
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ġekil 4.16 Farklı oranlarda eklenen limon yağı emülsiyonların sindirim fazlarının zeta 

 potansiyelleri 

(Farklı küçük harfler (a, b, c) aynı sindirim fazında farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir 

(p<0.05). Farklı büyük harfler (A, B, C, D) aynı örneğin farklı sindirim fazındaki istatistiki önemini 

belirtmektedir (p<0.05).) 

Simüle edilmiĢ mide fazından sonra alınan örneklerde pozitif yüke doğru ciddi bir 

eğilim olduğu ġekil 4.16’da görülmektedir. Bu negatif yükün azalması düĢük pH 

değerine bağlanabilmektedir. Parçacık yükü büyüklüğünün azalması parçacıklar 

arasındaki elektrostatik itmenin gücünü azaltarak topaklaĢmasına neden olabilmektedir 

(Rao vd. 2013). Simüle edilmiĢ ince bağırsak fazına geçildiğinde ise emülsiyonların 

negatif yük büyüklüğü tekrardan artmıĢtır. Lipit sindiriminden sonra safra tuzları, 

fosfolipitler, serbest yağ asitleri, peptitler gibi anyonik kolloidal parçacıkların sistemde 

bulunması bu artıĢa neden olabilmektedir (Zhang vd. 2016). 
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ġekil 4.17 Farklı oranlarda eklenen limon yağı emülsiyonlarının serbest yağ asitleri 

 salınım yüzdesi 

Yağ fazına limon yağı eklenerek hazırlanan emülsiyonlar 2 saatlik simüle edilmiĢ ince 

bağırsak fazı boyunca harcanan NaOH miktarına göre yüzde serbest yağ asitleri miktarı 

ġekil 4.17’de görüldüğü gibi hesaplanmıĢtır. Yağ fazına %10 limon yağı eklenen 

emülsiyonların serbest yağ asitleri salınımı %76.5; %20 limon yağı eklenen 

emülsiyonların serbest yağ asitleri salınımı %62.2; %30 limon yağı eklenen 

emülsiyonların serbest yağ asitleri salınımı %55.3 olmuĢtur. Bu sonuçlara göre eklenen 

limon yağı oranının artmasıyla salınan serbest yağ asitleri yüzdesi azalmıĢtır. Özellikle 

%30 limon yağı eklenen emülsiyona bakıldığında limon yağının triaçilgliserollerin 

sindirimini engelleyerek sadece yarısının sindirilebildiği görülmüĢtür. Limon yağı 

molekülleri triaçilgliserol molekülünü çevreleyerek lipazın triaçilgliserollerdeki ester 

bağlarına ulaĢmasını engellemiĢ olabildiği düĢünülmektedir (Rao vd. 2013). Benzer bir 

çalıĢma olarak Rao vd. (2013) mısır yağına belli oranlarda eklediği limon yağı ile 

hazırladıkları emülsiyonların serbest yağ asitleri yüzdesinin düĢtüğünü bildirmiĢlerdir. 
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4.2.6 Limon yağı eklenen emülsiyonların biyoeriĢilebilirliği 

Yağ fazına farklı oranlarda limon yağı eklenen emülsiyonların 3-MCPD 

biyoeriĢilebilirliği ġekil 4.18’de gösterilmiĢtir. %10, %20, %30 limon yağı eklenen 

emülsiyonların 3-MCPD biyoeriĢilebilirlikleri sırasıyla %84.86  3.75, %69.15  2.72 

ve %50.23  5.08 olduğu gözlemlenmiĢtir. Sindirilmeyen yağ olarak limon yağının 

artan oranlarda eklenmesi 3-MCPD biyoeriĢilebirliğini düĢürmüĢtür.  

 
ġekil 4.18 Yağ fazına farklı oranlarda limon yağı eklenen emülsiyonların 3-MCPD 

 biyoeriĢilebilirliği 

(Farklı küçük harfler (a, b, c) farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir (p<0.05).) 

 

Rao vd. (2013) mısır yağı kullanıldığında -karoten biyoeriĢilebilirliğinin yaklaĢık %76 

iken limon yağının kullanılmasıyla biyoeriĢilebilirliğin %5 olduğunu ve mısır yağına 

belirli oranlarda limon yağı eklendiğinde -karoten biyoeriĢilebilirliğinin düĢtüğünü 

tespit etmiĢlerdir. Ayrıca araĢtırmacılar; limon yağının sindiriminden sonra misel 
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fazında -karoten olmasını, simüle edilmiĢ bağırsak sıvısında bulunan safra tuzu ve 

fosfolipidlerin oluĢturduğu misellerden kaynaklanabileceğini bildirmiĢlerdir. Serbest 

yağ asitleri dıĢında oluĢan miseller, lipofilik biyoaktif bileĢikleri çözündürme 

yeteneğine sahip olsalar da serbest yağ asitleri, monoaçilgliseroller safra tuzları ve 

fosfolipitlerden oluĢan karıĢık misellerin çözünme kapasitesinden farklı olmaktadır 

(Rao vd. 2013). -karoten biyoeriĢilebilirliği üzerine yapılan bir diğer çalıĢmada 

sindirilemeyen yağ olarak portakal yağının kullanılması düĢük biyoeriĢilebilirlik 

sonuçlanmıĢ; bunun sebebini ise portakal yağı gibi aroma yağlarının triaçilgliserol 

bileĢenlerini içermediğinden serbest yağ asitlerine sindirilememesine ve lipofilik 

bileĢenleri çözündürebilen ve taĢıyabilen daha az sayıda karıĢık misel olmasına 

bağlamıĢtır (Qian vd. 2012). Tan vd. (2019) enkapsüllenmiĢ D3 vitamininin 

biyoeriĢilebilirliğinin yağ fazına bağlı olduğunu bildirmiĢlerdir. Yaptıkları çalıĢmada 

yağ fazı olarak sindirilemeyen yağ kullanıldığında %20.7 olan biyoeriĢilebilirlik, 

sindirilen bir yağ olan mısır yağı kullanıldığında %75.2 olmuĢtur; iki yağ aynı oranda 

karıĢtırılarak emülsiyon hazırlandığında ise biyoeriĢilebilirlik %35.6 olmuĢtur. Kısacası 

biyoaktif maddelerin biyoeriĢilebilirliği emülsiyon sistemine eklenen sindirilemeyen 

yağın etkilediği sindirim oranını aĢarak, biyoeriĢilebilirliği katıldığı orandan daha fazla 

düĢürmektedir. Tez çalıĢmasında da %30 oranında limon yağı eklenmesi sonucu 

biyoeriĢilebilirlik toplamda yaklaĢık %45 oranında azalmıĢtır. 

4.3 Sitotoksisite Testleri 

2016 yılında EFSA “Gıda Zincirindeki Kontaminasyonlar Paneli (CONTAM)” 

yayınladığı raporda 3-MCPD esterlerinin kanserojen bileĢikler olduğunu bildirmiĢtir. 

Bu nedenle numunelere sitotoksisite testleri uygulanmıĢtır. Farklı parçacık boyutlarına 

sahip ince, orta ve kaba zeytinyağı emülsiyonlarının ve yağ fazına farklı oranlarda 

limon yağı eklenerek elde edilen emülsiyonların baĢlangıç örnekleri ve simüle edilen in 

vitro sindirim modeli sonrasında alınan misel fazındaki örnekler için sitotoksisite 

testleri uygulanmıĢtır. Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi 2013 yılında kronik oral 

maruziyet ile 3-MCPD toksisitesi için ana hedef organın böbrek olduğunu bildirdiği için 

örneklere Fibroblast (L929) hücrelerinin yanı sıra böbrek (Vero) hücreleri de 

uygulanmıĢtır. Uygulanan bu örneklerin baĢlangıç grubunda sitotoksik bir etkisi 
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olmadığı, hücre canlılıklarının %100’e yakın olduğu gözlemlenmiĢtir. Fakat ġekil 

4.19’da gösterildiği gibi fibroblast hücre hattına uygulanan testler sonucunda ince ve 

orta emülsiyonun misel fazlarının canlılıkları %70’den düĢük olduğu bulunmuĢtur. Ġnce 

emülsiyon misel fazı için tam konsantrasyon uygulandığında hücreler %16.75 canlılık 

göstermiĢ, konsantrasyon azaltıldığında bile canlılığı ~ %20 olmuĢ, ancak uygulanan 

1/32 konsantrasyonundan itibaren %100’e yakın canlılık göstermeye baĢlamıĢtır. Orta 

emülsiyon misel fazı için tam konsantrasyon uygulandığında hücreler %46.1 canlılık 

göstermiĢ ve konsantrasyon azaltıldığında %45-49 arasında olduğu gözlemlenmiĢ, 

ancak uygulanan 1/16 konsantrasyonundan itibaren %100’e yakın canlılık göstermeye 

baĢlamıĢtır. Kaba emülsiyon ~ %100 canlılık göstererek sitotoksik bir etkisinin 

olmadığı gözlemlenmiĢtir. Zeytinyağı ve kaba zeytinyağı emülsiyonu örneklerinin misel 

fazı sitotoksik bir etki göstermezken, nispeten daha küçük parçacık boyutuna sahip ince 

ve orta emülsiyonlar sitotoksik etki göstermiĢtir. Parçacık boyutu büyüdükçe hücre 

canlılığı yüzdesi ġekil 4.19’da görüldüğü gibi artmıĢtır. Uygulanan konsantrasyon- % 

hücre canlılığı grafiğinden ince ve orta emülsiyonun IC50 değerleri hesaplanmıĢtır. Ġnce 

emülsiyon için IC50 değeri 4.16  0.32 mg/mL, orta emülsiyon için 2.18  0.23 mg/mL 

olarak hesaplanmıĢtır. Ancak, kesin bir yargıya ulaĢabilmek için in vitro olarak 

uygulanan bu test sonuçlarının in vivo testlerle desteklenmesi gerekmektedir.  
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ġekil 4.19 Fibroblast hücre hattına uygulanan zeytinyağı ve ince, orta, kaba 

 emülsiyonların misel fazlarının yüzde hücre canlılıkları (%) 

(Farklı küçük harfler (a, b, c, d) aynı konsantrasyonda farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir 

(p<0.05). Farklı büyük harfler (A, B) aynı örneğin farklı konsantrasyondaki istatistiki önemini 

belirtmektedir (p<0.05).) 

Vero hücre hattına uygulanan testlerde örneklerin baĢlangıç fazının hücre canlılıkları ~ 

%100’dür. Fakat bu testler örneklerin misel fazına uygulandığında orta emülsiyonun 

misel fazının hücre canlılığı %70’den düĢük olduğu bulunmuĢtur (ġekil 4.20). Orta 

emülsiyonun misel fazı için tam konsantrasyon uygulandığında hücreler %58.8 canlılık 

göstermiĢtir. Konsantrasyon azaltığında hücre canlılığı yine yaklaĢık %58 olmuĢ, 1/8 

konsantrasyondan sonra ise hücreler ~ %100 canlılık göstermiĢtir. Uygulanan 

konsantrasyon - % hücre canlılığı grafiğinden Vero hücre hattında orta emülsiyonun 

misel fazı örnekleri için IC50 değeri hesaplanmıĢ ve 1.70  0.25 mg/mL olarak 

bulunmuĢtur. 
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ġekil 4.20 Vero hücre hattına uygulanan zeytinyağı ve ince, orta, kaba emülsiyonların 

 misel fazlarının yüzde hücre canlılıkları (%) 

(Farklı küçük harfler (a, b, c) aynı konsantrasyonda farklı örneklerin istatistiki önemini belirtmektedir 

(p<0.05).) 

Yağ fazına farklı oranlarda limon yağı eklenen emülsiyonların baĢlangıç ve misel 

fazlarına sitotoksisite testleri uygulanmıĢtır. Bu testlerde fibroblast ve böbrek hücre 

hattına uygulanan örneklerin hücre canlılıkları %70’den büyüktür. Hücre canlılıklarının 

%70’den büyük olması bu örneklerin sitotoksik bir etkisinin olmadığını göstermiĢtir. 

Ġnce ve orta emülsiyonların misel fazının fibroblast hücre hattında gösterdiği sitotoksik 

etki emülsiyonların yağ fazına limon yağı eklendiğinde kaybolmuĢtur. Orta 

emülsiyonunun misel fazının vero hücre hattında gösterdiği sitotoksik etki de 

emülsiyonların yağ fazına limon yağı ekleyerek kaybolmuĢtur. Kısacası, örneklere en 

düĢük oranda uygulanan %10’luk limon yağı eklenmesi dahi sitotoksik etkiyi ortadan 

kaldırmıĢtır. 

Schultrich vd. (2021) 3-MCPD’nin böbrek ve karaciğer hücre hattındaki emilimi ve 

metabolizması ile ilgili çalıĢmıĢtır. ÇalıĢma bulgularına göre insan ve sıçan böbrek 

hücreleri kullanılan hücre hattında mM düzeyde 3-MCPD uygulandığında (0.01-100 
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mM) hücre canlılığında azalma olmuĢtur. Sitotoksisite testlerinde kullanılan 4 farklı 

böbrek hücresinden üçünde 30 mM 3-MCPD konsantrasyonundan sonra sitotoksisite 

gözlemlemiĢ, birinde ise 1 mM 3-MCPD konsantrasyonundan sonra hücre 

canlılıklarında önemli bir düĢüĢ olduğunu bildirmiĢlerdir. Karaciğer hücreleri için 

hücrelerde 10 mM 3-MCPD konsantrasyonundan sonra azalma olduğunu görmüĢlerdir. 

ÇalıĢmada uyguladıkları 3-MCPD konsantrasyonlarının gerçekte insanların gıdalarla 

olabilebileceğinden çok fazla olduğunu vurgulamıĢlardır. Tee vd. (2011) MTT 

yöntemiyle yaptığı sitotoksisite testlerinde 2-oleil-3-kloropropandiol’ün 781 mg/kg 

seviyesinde hücresel sitotoksisiteye sebep olduğunu, IC50 değerinin 520 mg/kg 

olduğunu göstermiĢtir. Sıçanlar üzerinde 4 farklı esteri 50, 200 ve 400 mg/kg 

uygulayarak yaptıkları deneyde ise organ ve vücutlarında toksik bir etki olmadığını 

LD50 değerinin 400 mg/kg’dan fazla olduğunu belirlemiĢlerdir (Liu vd. 2012).  

Toksikolojik olarak 3-MCPD’nin in vitro koĢullarda mutajenik olduğu, diĢi sıçanlarda 

kanserojenik kanıtlar bulunduğu için genotoksik olmayan kanserojen olduğu 

bilinmektedir. 3-MCPD esterlerinin toksikolojik özellikleri sindirim sisteminde serbest 

3-MCPD’ye salınmasıyla oluĢtuğu bu yüzden 3-MCPD esterlerinin toksik etki 

aralığının serbest 3-MCPD ile aynı olduğu kabul edilmektedir (Barocelli vd. 2011, 

Abraham vd. 2013, Anonymous, 2016). Tez çalıĢmasında sindirim sonrası misel 

fazından alınan örneklerin bazılarında sitotoksik bir etkinin olması 3-MCPD esterinin, 

serbest 3-MCPD’ye dönüĢmesinden kaynaklanabilmektedir.  
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5. SONUÇ 

Biyoaktif bileĢenlerin biyoyararlanımı üzerine yapılan birçok çalıĢma; gıda 

emülsiyonlarının bu bileĢenlerin biyoyararlılığını artırdığını ve parçacık boyutunun 

biyoyararlanım üzerinde büyük bir etkisi olduğunu göstermiĢtir. Ancak, gıda 

emülsiyonlarının insan sağlığına yararlı olmayan bileĢenlerin emilimini ve toksisitesini 

artırıp artırmayacağı tam olarak bilinmemektedir. Potansiyel kanserojen olan 3-MCPD 

ve esterleri iĢlenmiĢ gıdalarda ve özellikle de bitkisel yağların rafine edilmesi sırasında 

oluĢmaktadır. Birçok yemeklik yağda 3-MCPD içeriği tespit edilmesine rağmen gıda 

emülsiyonlarının vücutta 3-MCPD salınımı ve sitotoksisite üzerine etkileri 

araĢtırılmamıĢtır. Bu yüzden tezin ana hedefi gıda emülsiyonlarının 3-MCPD 

esterlerinin vücutta sindirimi sonrasındaki toksisiteleri üzerine etkilerini incelemektir. 

Bu kapsamda farklı yemeklik yağların 3-MCPD esterleri içerikleri belirlenerek, farklı 

parçacık boyutlarına sahip emülsiyonların toksisitesi araĢtırılmıĢ ve biyoyararlanımın 

azaltılması için stratejiler geliĢtirilmiĢtir. 

Ġlk olarak 6 farklı yemeklik yağın 3-MCPD ve glisidil esterleri içerikleri tespit 

edilmiĢtir. Analiz sonucuna göre yağların 3-MCPD esterleri içerikleri, en yüksekten en 

düĢüğe sırasıyla Ģu Ģekildedir: rafine zeytinyağı, ceviz yağı, fındık yağı, mısır yağı, soya 

yağı, ayçiçek yağı. Ġstatistiki sonuçlara göre de rafine zeytinyağının içerdiği 3-MCPD 

esteri (1.78 ± 0.13 mg/kg) diğer yağlara göre en yüksek olanıdır. 3-MCPD içeriği en 

yüksek olan yağ zeytinyağı olduğu için bir sonraki analizlerde zeytinyağı kullanılmıĢtır. 

Peynir altı suyu proteini izolatı kullanarak 3 farklı parçacık boyutuna sahip emülsiyon 

üretilmiĢtir: ince, orta ve kaba emülsiyon. Ġnce emülsiyonun parçacık boyutu 369 nm, 

orta emülsiyonun parçacık boyutu 514 nm ve kaba emülsiyonun parçacık boyutu da 

1025 nm olmuĢtur. Daha sonra bu emülsiyonlar ve rafine zeytinyağı in vitro sindirim 

modeli kullanılarak simüle edilmiĢ ağız, mide ve ince bağırsak fazlarına maruz 

bırakılmıĢtır ve her faz sonrasında parçacık ve zeta potansiyel değiĢimleri 

gözlemlenmiĢtir. BaĢlangıç fazından ağız fazına geçildiğinde parçacık boyutlarında bir 

miktar artıĢ olsa da en fazla parçacık boyutu artıĢı mide fazında gözlemlenmiĢtir. Ġnce 

bağırsak fazına geçildiğinde ise parçacık boyutu küçülmüĢtür. Sindirim sırasında artan 

parçacık boyutu misel fazında iyice azalmıĢtır. Bu örneklerin digesta ve misel fazlarının 

parçacık boyutları ise geniĢ bir dağılıma sahip olduğu görülmüĢtür. Simüle edilen 
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sindirim fazlarından sonra numunelerin zeta potansiyel değerleri ölçülmüĢtür. 

Numunelerde negatif yüzey potansiyeli gözlemlenmesine rağmen mide fazında pozitife 

doğru bir eğilim gözlemlenmiĢtir. BaĢlangıçta parçacık boyutu büyüdükçe parçacık 

yüzeyindeki negatif yükün de arttığı görülmüĢtür. Ağız fazına geçildiğinde ise negatif 

yükün büyüklüğü baĢlangıç değerlerine göre azalmıĢtır. Simüle edilen ince bağırsak fazı 

sonrasında alınan digesta örneklerinin zeta potansiyel ölçümleri yapıldığında negatif 

yük düzeyinin mide fazına göre arttığı gözlemlenmiĢtir. Ġnce bağırsak fazında 2 saat 

boyunca kaydedilen harcanan NaOH miktarına göre yüzde serbest yağ asitleri miktarı 

hesaplanmıĢtır. Ġnce bağırsak fazında rafine zeytinyağından SYA salınımı bu süre 

sonunda %7.23 olmasına rağmen emülsiyonların yağ fazında yer aldığında ise SYA 

salınımının daha fazla olduğu görülmüĢtür. Ġnce bağırsak fazında, ince emülsiyondan 

SYA salınımı %85.26, orta emülsiyondan SYA salınımı %84.82, kaba emülsiyondan 

SYA salınımı ise %79.11 olmuĢtur. Emülsiyonlar arasında en küçük baĢlangıç parçacık 

boyutuna sahip ince emülsiyon en yüksek 3-MCPD biyoeriĢilebilirliğine (%95.03) sahip 

olduğu tespit edilmiĢtir. Orta emülsiyon %86.86; kaba emülsiyon %68.97; rafine 

zeytinyağı %76.89 3-MCPD biyoeriĢilebilirliğine sahip olmuĢtur. Rafine zeytinyağının 

3-MCPD biyoeriĢilebilirliği ile kaba ve orta emülsiyonlarının 3-MCPD 

biyoeriĢilebilirliği arasında istatistiki açıdan bir fark söz konusu değilken (p>0.05), 

rafine zeytinyağı ve ince emülsiyonun 3-MCPD biyoeriĢilebilirliği arasında istatistiki 

açıdan fark vardır (p<0.05). 

Parçacık boyutu azaldıkça 3-MCPD biyoeriĢilebilirliği arttığı sonucuna varıldıktan 

sonra emülsiyonların yağ fazına sindirilmeyen yağ olarak belirli oranlarda limon yağı 

eklenmiĢtir. Ġnce emülsiyonun parçacık boyutu, sadece zeytinyağı içerdiğinde 369 nm, 

%10 limon yağı eklendiğinde 355 nm, %20 limon yağı eklendiğinde 315 nm, %30 

limon yağı eklendiğinde ise 298 nm olarak tespit edilmiĢtir. %10-20-30 limon yağı 

içeren emülsiyonlara in vitro sindirim modeli uygulandığında ağız fazında küçük de 

olsa emülsiyonların parçacık boyutunda artıĢ olmuĢtur. Simüle edilen mide fazında 

parçacık boyutu 3 farklı emülsiyon için de 5 m’den büyük olarak bulunmuĢtur. Ġnce 

bağırsak fazında ise parçacık boyutu küçülmüĢtür ve çok tepeli parçacık boyut dağılımı 

saptanmıĢtır. Zeta potansiyel değerleri ölçüldüğünde baĢlangıçta %10 limon yağı 

eklenen emülsiyonun zeta potansiyel değeri -47.05 mV, %20 limon yağı eklenen 
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emülsiyonun zeta potansiyel değeri -48.2 mV ve %30 limon yağı eklenen emülsiyonun 

zeta potansiyel değeri -46.15 mV olduğu ve bu örnekler arasında istatistiki açıdan 

önemli bir fark olmadığı (p>0.05) tespit edilmiĢtir. Simüle edilmiĢ mide fazından sonra 

alınan örneklerde pozitif yüke doğru ciddi bir eğilim olsa da ince bağırsak fazına 

geçildiğinde emülsiyonların negatif yük yoğunluğu tekrardan artmıĢtır. Yağ fazına 

limon yağı eklenerek hazırlanan emülsiyonlar 2 saatlik simüle edilmiĢ ince bağırsak fazı 

boyunca harcanan NaOH miktarına göre yüzde serbest yağ asitleri miktarı 

hesaplanmıĢtır. %10, %20, %30 limon yağı eklenen emülsiyonların 3-MCPD 

biyoeriĢilebilirlikleri sırasıyla %84.86, %69.15, %50.23 olduğu gözlemlenmiĢtir. Yani 

sırasıyla %10.2, %25.9 ve %44.8 olacak Ģekilde 3-MCPD biyoeriĢilebilirliğini 

düĢürmüĢtür. Burada ilginç olan, sindirilmeyen yağ olarak limon yağının artan 

oranlarda eklenmesinin, 3-MCPD biyoeriĢilebirliğini katıldıkları orandan daha yüksek 

oranda azaltmıĢ olmasıdır. Bu da ince bağırsak fazında daha yoğun kısa zincirli yağ 

asidi olması sebebiyle daha düĢük konsantrasyonda Ģilomikron oluĢumuna ve yağda 

çözünen bileĢenlerin emiliminin etkilenmesine bağlanabilir.  

Farklı parçacık boyutlarına sahip ince, orta ve kaba su-içinde-zeytinyağı 

emülsiyonlarının ve yağ fazına farklı oranlarda limon yağı eklenen emülsiyonların 

baĢlangıç örnekleri ve simüle edilen in vitro sindirim modeli sonrasında alınan misel 

fazındaki örnekler için sitotoksisite testleri uygulanmıĢtır. Fibroblast (L929) ve böbrek 

(Vero) hücrelerine uygulanan bu örneklerin baĢlangıç grubunda sitotoksik bir etkisi 

olmadığı hücre canlılıklarının %100’e yakın olduğu gözlemlenmiĢtir. Fakat fibroblast 

hücre hattına uygulanan testler sonucunda ince ve orta emülsiyonun misel fazlarının 

canlılıkları %70’den düĢük olduğu bulunmuĢtur. Ġnce emülsiyon misel fazı için tam 

konsantrasyon uygulandığında hücreler %16.75 canlılık göstermiĢ, orta emülsiyon misel 

fazı için tam konsantrasyon uygulandığında hücreler %46.1 canlılık göstermiĢtir. Kaba 

emülsiyon ~ %100 canlılık göstererek sitotoksik bir etkisinin olmadığı gözlemlenmiĢtir. 

Zeytinyağı örneğinin misel fazı sitotoksik bir etki göstermemiĢtir. Ġnce emülsiyon için 

IC50 değeri 4.16  0.32 mg/mL, orta emülsiyon için 2.17  0.23 mg/mL olarak 

hesaplanmıĢtır. Kesin bir yargıya ulaĢabilmek için in vitro olarak uygulanan bu test 

sonuçlarının in vivo testlerle desteklenmesi gerekmektedir.  
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Vero hücre hattına uygulanan testlerde örneklerin baĢlangıç fazının hücre canlılıkları ~ 

%100’dür. Fakat bu testler örneklerin misel fazına uygulandığında orta emülsiyonun 

misel fazı için tam konsantrasyon uygulandığında hücreler %58.8 canlılık göstermiĢ, 

ancak 1/8 konsantrasyondan sonra ise hücreler ~ %100 canlılık göstermiĢtir. IC50 değeri 

ise 1.70  0.25 mg/mL olarak hesaplanmıĢtır. Fibroblast ve böbrek hücre hattına 

uygulanan limon yağı eklenen emülsiyonların hücre canlılıkları %70’den büyüktür. Ġnce 

ve orta emülsiyonların misel fazının fibroblast hücre hattında gösterdiği sitotoksik etki 

emülsiyonların yağ fazına limon yağı eklendiğinde kaybolmuĢtur. Orta emülsiyonunun 

misel fazının vero hücre hattında gösterdiği sitotoksik etki de emülsiyonların yağ fazına 

limon yağı ekleyerek kaybolmuĢtur. 

Sonuç olarak gıda emülsiyonlarının 3-MCPD biyoyararlanımı üzerine etkisi olduğunu, 

parçacık boyutu azaldığında biyoeriĢilebilirliğinin arttığı gözlemlenmiĢtir. Bu sonuçlara 

bakılarak büyük parçacık boyutuna sahip emülsiyonlar üreterek ya da emülsiyonların 

yağ fazına limon yağı gibi sindirilemeyen yağ ekleyerek 3-MCPD esterlerinin 

sitotoksisitesinin düĢürülebileceği söylenebilir. 
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