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OZET

BITKIiSEL YAGLARDA ISIL iISLEM SONUCU ORTAYA
CIKAN 3-MCPD VE BiYOAKTIF BILESEN DEGISIMININ
INFRARED TEMELLI HIZLI ANALIZ TEKNIKLERI iLE

BELIiRLENMESI

Hakan BASDOGAN

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dog Dr. Salih KARASU

Birinci c¢alismanin amaci gida proses kaynakli kontaminant olarak tanimlanan 3-
monokloropropan-1,2-diol (3-MCPD) bilesigini tespit etmek amaci ile alternatif bir
yontem olarak NIR teknolojisi kullanarak yeni bir analiz yontemi gelistirmektir. Gc-Ms
analizinin uzun ve maliyetli bir analiz olmas1 nedeniyle giinliik olarak yapilip, tiretimi

yonlendirebilmesi pratikte miimkiin goériinmemektedir.

Bu neden dolayi, daha hizli ve maliyet acisindan daha ekonomik yollara ihtiyac

duyulmaktadir. NIR teknolojisi su agamada en alternatif yontem goriinmektedir

NIR ile yapilan Verifikasyon sonuglarina gére metot performans degerleri; ortalama geri
kazanim %96, tekrarlanabilirlikte max % RSD : 3,7 olarak hesaplanmis ve tespit limiti
(LOD) : 0,10 mg/kg , 6lgiim limiti (LOQ): 0,30 mg/kg olarak bulunmustur. Yapilan
verifikasyon calismasi sonucunda belirsizlik hesab1 yapilmistir. Olgiim belirsizlik degeri

% 95 giliven araliginda k=2 igin genisletilmis belirsizlik degeridir ve % 8,5 olarak

Xi



bulunmustur. Bu veriler 15181nda yapilan verifikasyon ¢aligsmasi sonuglart NIR ile yapilan

3-MCPD kalibrasyonun etkin bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Ikinci bir ¢alisma olarak; kabak ¢ekirdegi yaginin fizikokimyasal 6zellikleri, yag asidi,
sterol, fenolik bilesimi, in-vitro sitotoksisite testi ve anti-inflamatuar aktivitesi {izerine
pres sicakliginin etkisini arastirmay1 ve bu farkliliklarin infrared temelli FTIR yontemi
ile belirlenmesi amaglamigtir. Bu amagla 100°C (PSO2) ve 150°C (PSO3) pres
sicakliginda elde edilen yaglar, soguk pres yagi (PSO1) ile karsilastirilmistir. 150°C'de
pres sicakligmin uygulanmasi sterol miktarinda 6nemli bir azalmaya neden olurken,
100°C'de 6nemli bir degisiklige neden olmamistir. PSO2 ve PSO3 orneklerinin toplam
fenolik igerigi, antioksidan kapasite degerleri ve bireysel fenolik icerigi, PSO1'den
onemli dl¢iide diisiiktli. 30 mg/mL PSO1, PSO2 ve PSO3 numuneleri, hiicreler tizerinde
strasiyla %75, %48 ve %39 inhibisyon orani ile sitotoksik bir etki sergiledi, bu da pres
sicakliginin kabak cekirdegi yaginin sitotoksik etkisini azalttigim1 gdsterdi. PSO1, %79
ila %59 arasinda degisen anti-inflamatuar aktivite gosterirken, ayni konsantrasyonlarda
PSO2 ve PSO3 yaklasik olarak %58 ila %49 sergilemistir. Ayrica FTIR ile ¢caligmalar
kalibre edilmeye calisismis, belirgin bir ayra¢c bulunamamistir. Bu ¢alisma, soguk pres
yaginin biyoaktif 6zelliklerinin yiiksek pres sicakligindan olumsuz etkilenebilecegini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: 3-MCPD, NIR, kabak c¢ekirdegi yagi, sitotoksik etki,

antienflamatuar aktivite

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

DETERMINATION OF 3-MCPD AND BIOACTIVE
COMPONENT CHANGE RESULTING FROM HEAT
TREATMENT IN VEGETABLE OILS BY INFRARED-BASED
RAPID ANALYSIS TECHNIQUES

Hakan BASDOGAN

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih KARASU

The aim of the first study our aim is to develop a new analysis method using NIR
technology as an alternative method to detect 3-monochloropropane-1,2-diol (3-MCPD),
which is defined as a food process-derived contaminant. Since Ge-Ms analysis is a long
and costly analysis, it does not seem possible in practice to be able to do it on a daily basis

and direct production.

For this reason, faster and more cost-effective ways are needed. NIR technology seems
to be the most alternative method at this stage.

Method performance values according to the results of the Verification with NIR; The
mean recovery was calculated as 96%, the reproducibility max % RSD: 3.7, and the
detection limit (LOD): 0.10 mg/kg, the measurement limit (LOQ): 0.30 mg/kg. As a result
of the verification study, uncertainty calculation was made. The measurement uncertainty

value is the expanded uncertainty value for k=2 at the 95% confidence interval and was
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found to be 8.5%. In the light of these data, the results of the verification study show that
the 3-MCPD calibration with NIR can be used effectively.

As a second study; The aim of this study was to investigate the effect of press temperature
on the physicochemical properties, fatty acid, sterol, phenolic composition, in-vitro
cytotoxicity test and anti-inflammatory activity of pumpkin seed oil and to determine
these differences by infrared-based FTIR method. For this purpose, oils obtained at 100°C
(PSO2) and 150°C (PSO3) press temperatures were compared with cold press oil (PSO1).
The application of the press temperature at 150°C caused a significant decrease in the
amount of sterol, while it did not cause a significant change at 100°C. Total phenolic
content, antioxidant capacity values and individual phenolic content of PSO2 and PSO3
samples were significantly lower than PSO1. Samples of 30 mg/ml PSO1, PSO2 and
PSO3 exhibited a cytotoxic effect on cells with an inhibition rate of 75%, 48% and 39%,
respectively, indicating that the pressing temperature reduced the cytotoxic effect of
pumpkin seed oil. PSO1 showed anti-inflammatory activity ranging from 79% to 59%,
while PSO2 and PSO3 at the same concentrations showed approximately 58% to 49%. In
addition, studies were tried to be calibrated with FTIR, but no clear reagent could be
found. This study showed that the bioactive properties of cold press oil can be adversely

affected by high press temperature.

Keywords: 3-MCPD, NIR, pumpkin seed oil, cytotoxic effect, anti-inflammatory activity

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING

Xiv



1

GIRIS

3-Monokloropropan-1,2-diol (3-MCPD), 1978'de ilk kez asit hidrolize bitkisel protein
(HVP) ve soya sosu iiriinlerinde tespit edildiginden beri gida isleme kontaminanti olarak
bilinmektedir (Velisek vd., 1980). 3-MCPD, 1,3-dikloro-propan-2 -ol (3-DCP) gibi
bilinen genotoksik hayvan karsinojenlerini de igeren kimyasal kirletici grubu olan
kloropropanollerin bir iiyesidir. Kloropropanoller potansiyel toksisiteleri ve olas1 saglik
etkileri konusunda bir¢ok arastirmanin konusu olmustur. Arastirmalar devam etmekle
birlikte 3-MCPD'nin insan bobreklerine ve tireme organlarina zarar verdigi bildirilmistir
(Xing vd.,2019). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC), laboratuvar
hayvanlarinda yapilan calismalarda 3-MCPD'nin neden oldugu kanser vakalarina
dayanarak 3-MCPD'yi insanlar i¢in muhtemelen kanserojen olarak nitelendirmektedir
(IARC, 2012). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA, 2016) 3-MCPD'nin kritik
etkisinin bobrek toksisitesi oldugunu bildirmistir. Bu arastirma verilerine dayanarak,
EFSA (2016), toplam serbest 3-MCPD ve esterleri i¢in tolere edilebilir giinlik alim
miktarint 0.8 g / kg viicut agirligr olarak belirlemistir. JECFA (2016) ise, serbest 3-
MCPD ve esterleri i¢in giinde maksimum 4 pg / kg viicut agirlig1 seklinde bir provizyonel

maksimum tolere edilebilir giinliikk alim (PMTDI) miktar1 agiklamustir.

3-MCPD, serbest formunda, farkli yag asitleri ile ester formunda veya her iki formda da
gidalarda siklikla bulunan bir bilesiktir. 3-MCPD bilesigi, tahil iiriinleri, kahve, bebek
mamasi, yemeklik s1v1 ve kat1 yaglar gibi diger bir¢ok gida maddesinde, yaygin olarak
mono- veya di-esterleri seklinde bulunmustur. 3-MCPD'nin serbest formu, asit-hidrolize
bitkisel protein soya sosunda, 10 iilkeden 2.035 gida 6rnegi anketinde toplanan verilere
gore, 3-MCPD seviyeleri 1.779 mg / kg'a kadar bulunmustur (Lee & Khor, 2015). 3-
MCPD esterleri, gastro-intestinal kanaldaki serbest 3-MCPD formuna hizla hidrolize
edilebilir (Abraham vd., 2013). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesinin (2016) bilimsel
goriisiine gore, esterlerden en yiiksek 3-MCPD seviyeleri (> 5.210 pg / kg) palm
yaglarinda bulundu, ancak cogu bitkisel sivi ve kati yaglar da Onemli miktarlar
icermekteydi. ( Baer vd., 2010; Habermeyer vd., 2011; Jedrkiewicz vd., 2016; Schilter
vd., 2011). Guinliik diyette ekmek, eriste, et, kek ve biskiivi gibi biiyiik miktarlarda yenen
gidalarin 3-MCPD alimina 6nemli dl¢iide katkida bulundugu goriilmektedir.
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Bu gidalarda yiiksek alim, iirlinde yiiksek bir 3-MCPD seviyesinden ziyade yenen
miktardan kaynaklanmaktadir. Ayrica sosis kiliflari, cay posetleri, kahve filtresi gibi gida
kaplama malzemelerinde siklikla bulunan anahtar bilesik epiklorhidrin de gidalar
etkileyebilir ve 3-MCPD bu tip kaplama malzemeleriyle temas eden gidalarda da ortaya
¢ikabilir. Dolayisiyla, 3-MCPD'nin, sadece diisiik seviyelerde mevcut olmalarina ragmen,
bu kontaminanti iceren yiyeceklerin g¢esitliligi gbéz Onlinde bulunduruldugunda
kaginmanin zor oldugu goriilmekte ve tiiketiciler zaman zaman kisa bir siire i¢in yiiksek

seviyelerde 3-MCPD'ye maruz kalabilirler (Baer vd.,2010; Chung vd., 2008)

Ikinci ¢aligma olan balkabag: ¢ekirdegi yagina baktigimiz zaman: Balkabag: ¢ekirdegi
yag1 %73-80, esas olarak linoleik (% 36-61) ve oleik asitler (% 21-47) igerigine sahiptir.
Kabak ¢ekirdegi yaginin bu doymamis yag asidi bilesimi, gidalarin besinsel faydalarini
tyilestirmesini saglar. Koyu yesilimsi bir renge ve giiclii findik aromasina sahip yag esas
olarak salata sosu i¢in kullanilir. Fenolik bilesiklerin, tokoferollerin ve sterollerin varligi
kabak cekirdeginin bir bagka faydali 6zelligidir (Parry, Cheng, Moore, & Yu, 2008).
Sebzelerdeki fitokimyasallarin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.
Gida matrislerindeki antioksidan aktiviteye bagli olarak kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser ve yaslanma gibi ¢esitli patolojilerin gelisme riskinin azaldigini gosteren ¢ok fazla

calisma vardir (Hang vd., 2004; Wan ve ark., 2014).

Son yillarda, tiiketici egilimi, esas olarak bu yaglarin beslenme ve saglik yararlar
olduguna dair artan kanitlar nedeniyle diinya ¢apinda soguk-preslenmis yaglara dogru
degismistir (Nederal ve ark., 2012). Soguk-preslenmis yaglar herhangi bir kimyasal ve 1s1
uygulamasi olmadan {retildiginden, besin bilesenleri ve duyusal o6zellikleri rafine
yaglardan daha iyi korunur. Esansiyel yag asitleri, fenolik maddeler ve tokoferoller gibi
dogal antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bilesenler icerdiginden beslenme
ve duyusal agidan bir tiir fonksiyonel gida olarak atfedilirler (Akcicek & Karasu, 2018;
Tekin-Cakmak, Karasu, Kayacan-Cakmakoglu, & Akman, 2021; Tekin & Karasu, 2020).
"Soguk-preslenmis yag" yaga herhangi bir sicaklik uygulamasi yapilmadigr anlamina
gelse de, siirtinme ve yiiksek calisma basinglar1 nedeniyle presleme islemi sirasinda

sicaklik kendiliginden artar (Nederal ve ark., 2012).

Kabak ¢ekirdeginden yag elde etmek i¢in hem sicak hem de sofuk pres islemleri
kullanilir. Bununla birlikte, geleneksel yontemde, su ve tuzla bir hamur olusturduktan

sonra, hamur 100-130 °C'de 60 dakikaya kadar kavrulur.



Bu da protein fraksiyonu pihtilasmasina katkida bulunur ve lipit fraksiyonunun
preslenerek kolayca ¢ikarilmasina neden olur(Raczyk, Siger, Radziejewska-Kubzdela,
Ratusz, & Rudzinska, 2017 ). Bu agidan bakildiginda, balkabagi tohumlarinin yagi
iiretmek i¢in kavrulmasi ve soguk pres islemlerinde yiiksek presleme sicakligimin yani

sira yagin besin kalitesini etkiler.
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 3-MCPD'nin Yapisi
K3-MCPD (CAS kayit No. 96-24-2), soluk ve hos bir kokuya sahip renksiz, hafif yagh
bir stvidir. 3- MCPD, kaynama noktas1 213°C’dir ve 1.3204 g/cm® (20°C) yogunluga

sahiptir. Su ve etanol i¢inde kolayca ¢dziiniir.

QHECI
HOmCom H
&H,oH
(S)-(+)—3-k|oro;;ropan-1,2—dio|

gH,OH  sn-1 CH,OH
HOwCwH  sp2 ————» Cl-C:>-¢H
CH,OH sn-3 CH,OH
L-gliserol (propan-1,2,3-triol) 2-k|0ropr0pan—h1,3-dio|
C')H:OH
HOw-C=H
ch,ci

(R)-(-)-3-kloropropan-1,2-diol

Sekil 1.1 Monoklropropandiol izomerleri ve prokiral molekiil L-gliserol ile iliskisi
(Hamlet vd., 2002)

Stabilitesi:

3-MCPD ve 2-MCPD'nin stabiliteleri heniiz gida sistemlerinde ilgilenilen pH ve sicaklik
araliklar1 tizerinde tam olarak arastirilmamistir. 3-MCPD ve 2-MCPD, sulu alkalin ortam
icinde nispeten kararsizdir ve ara epoksit glisidol yoluyla gliserole ayristirilir. Bu
reaksiyon, 6zellikle ticari hidrolize bitkisel proteinlerde 3-MCPD seviyesini azaltmak i¢in
yaygin olarak kullanilir (Hamlet vd., 2002). Dolezal ve Velisek (1992,1995),
monokloropropandiollerin bozunma reaksiyonlarini, 5 - 9 pH araliginda ve 25 ila 85 ° C
sicakliklarda sulu model sistemlerinde incelenmisler ve 3-MCPD'nin stabilitesinin hem

pH hem de sicakliga ¢cok duyarl oldugunu bulmuslardir.



Tepkimeleri:

3-MCPD, hem alkollerin hem de alkil kloritlerin karakteristik reaksiyonlarina girer ve
asitler, alkoller, aldehidler, amonyak, amino bilesikleri, ketonlar ve tiyollerle kolayca

reaksiyona girer (Velisek vd., 1991).3-MCPD’nin tipik reaksiyonlar1 Sekil 2’de

verilmistir.
2-chloro-2-hydroxy propy ester 2.2 dihydroxy- propyl ester
Hg— o—-ﬁ—
He—on II '_OII
H ('— H (—Oll
o —DR k(:vll Rc‘!lh IL —
Ii’ T !If"ﬂ)ll li(l_()._
H (_O'll IIC—OII !LC“—O
Zalkoxy (or phenoxy }-pn)pane-l 2-dicd 3MCPD -chlommﬂh\l 2-alky-[1 2 }-dioxolane
H,C—NH, e
T, l! T,
Hpou nooc—cu-\u -l
H.C—OH H c—o R
Xaminopropane-1.2-diol 4-chloromethyl-2.2-dilkyi-| 1 3]-dinxolane
l}.\x'ﬁ) 1y —\1n HCOOH
I SO
bis(2,3-dihydroxy propy hamine HOo—oH
trisi 2. 3-dihydroxypropyhamine N-(23-dihydroxypropyh-amiro acid

Sekil 1.2 3-MCPD'nin tipik reaksiyonlar1 (Hamlet vd., 2002).

1.1.2. 3-MCPD Olusum Mekanizmasi

3-MCPD'nin olusum yollari ii¢ gruba ayrilabilir. Ilk yol, hidroklorik asidin artik bitkisel
yag ile reaksiyonu olan asit hidrolizidir (HVP iiretiminde kullanilir). Ikinci yol, asit-HVP
varligindan bagimsiz olan 1s1l islemdir. Bu sekilde, malzemede dogal olarak bulunabilen
veya isleme sirasinda ilave edilebilen lipitler ve sodyum kloriirden 3- MCPD olusur. Isi,
yiyecekleri sadece endiistriyel {iretim sirasinda degil ayn1 zamanda ev yemeklerinde
pisirme veya kizartma gibi islemler sirasinda da etkileyebilir. Ugiincii ve son zamanlarda
en ¢ok incelenen yol, serbest 3-MCPD'nin bagli (esterlenmis) formundan salinmasidir. 3-
MCPD, genellikle palmitik, oleik veya stearik yag asitlerinin mono ve diesterlerinin bir
karigimi olarak ortaya cikabilir. 3-MCPD esterlerinin olusum mekanizmasi simdiye kadar
tam olarak anlagilamamistir. Collier ve arkadaslar tarafindan 1991'de yayinlanan bir

hipotez, triagilgliserol reaksiyonuna dayanan bir mekanizma 6nerdi;
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Buradaki 6nemli bir adim, bir kloropropandiol diester ile sonuglanan komsu ester gruplari
tarafindan aktive edilen konumlarda agil grubunun kloriir anyonu tarafindan niikleofilik
yer degistirmesidir. Daha yeni bir varsayima gore, 3-MCPD esterlerin olusumu, bir ara
madde olarak siklik asiloksonyum iyonu boyunca ilerler ve bu, mono- ve di
acilgliserollerden (MAG ve DAG) hidroksil gruplarinin atilmasindan tiiretilir (Bakhiya
vd., 2011). Rahn ve Yaylayan (2011), palmitin sistemlerindeki bu ara iyon olusumunu
kizilotesi (IR) spektroskopisi ve bir izotop etiketleme teknigi kullanarak izleyerek bu
hipotez i¢in daha fazla kanit saglamistir. Yukaridaki varsayimlarin her ikisi de, 3-MCPD
esterlerinin olusumu {izerinde giiglii bir etkiye sahip olarak gdriinen kloriir iyonlariin

varligini dikkate almaktadir (Shimizu vd., 2013).

3-MCPD, sindirim sirasinda insan gastrointestinal sistemindeki lipaz katalizli hidroliz
yoluyla esterlestirilmis formundan salinabilir. Robert ve arkadaslar1 tarafindan 2004
yilinda memeli, bitki ve mantar lipazlari, bitkisel yag veya yag, su ve sodyum kloriirden
olusan bir model kullanilarak kloropropanollerin olusumunu simiile eder. Ug y1l sonra
Seefelder vd. (2008) ester formundan 3-MCPD salim seviyesini 6l¢mek i¢in basit bir
bagirsak modeli kullanmistir. Mono ve diesterler pankreatik lipaz ve domuz safra 6ziitii
ile inkiibe edilmistir. Monoesterler bir dakika sonra neredeyse tamamen hidrolize
edilmistir. Diesterlerden 3-MCPD salinimi daha yavasti, bir dakika sonra%45'e, iki
dakika sonra% 65'e ve yaklasik bir saat sonra neredeyse% 100'e ulagsmistir. Ayrica,
yazarlar, 3-MCPD esterlerinin, insan sindirimi sirasinda agilgliseroller i¢in bilinen ile
ayn1 metabolik yola sahip olduklarini, burada pankreatik lipazlarin gliserolii sadece 1- ve
3-monoagilgliserollerden  salgiladiginm1  ileri  siirmiislerdir.  Triagilgliseroller,
diagilgliserollere hidrolize edilir ve lipoproteinlere dahil edilir. Bununla birlikte, bu
hipotez spekiilatif goriinliyordu, ¢linkii ¢aligmalar zaten diester formundan serbest 3-
MCPD'nin kismen serbest birakildigini kanitladi. Ayrica, lipoproteinler lenfatik sistem
yoluyla biyolojik olarak temin edilebilir (Chon vd., 2007). Lipolitik enzimlerle ilgili son
arastirmalara gore, triagilgliserolleri tamamen hidrolize edebilen ii¢ enzim vardir (Lass
vd., 2011). Dolayisiyla, bu enzimlerin diester formundan serbest 3-MCPD
salgilayabilecegi varsayilabilir (Abraham vd., 2013). Simdiye kadar, yukarida belirtilen
onerileri dogrulamak igin higbir in-vivo arastirma yapilmamustir; bu nedenle, insan
saghig riski degerlendirilirken 3-MCPD esterlerinin %100 hidrolizi varsayimi dikkate

alinmalidir.



Yukarida agiklanan 3-MCPD'nin olusum yollarinin yani sira bagka yollar da onerildi.
Myszkowski ve Zielinski (1965), monokloropropandioliin alil alkol, klor ve sudan
olusabilecegini varsaymistir. Collier ve dig. (1991) karbonhidratlardan (pentosan ve
pektin) ve hidroklorik asitten 3-MCPD olusumu olasiligini bildirmistir. Cerbulis ve dig.
(1984) ¢ig keg¢inin siitiinde kiiglik fakat nemli miktarlarda 3-MCPD diesterlerinin izole
edildigini gostermistir; bu nedenle yazarlar, bu bilesiklerin gidada dogal olarak
olustugunu varsaymiglardir. Bununla birlikte, bu Oneriler daha sonraki caligmalarda

kanitlanmamustir (Jedrkiewicz vd., 2016).
1.1.2.1 Asit hidrolizi

Ticari olarak hidroliz, 4-24 saat boyunca 100 °C- 130 °C'de 4-6 M hidroklorik asit
kullanilarak gergeklestirilir, bunu sodyum hidroksit ile nétralizasyon izler. Bu islem
sirasinda asidin artik bitkisel yag ile reaksiyonundan 3-MCPD olusur. Hammaddelerdeki
hidroklorik asit, triagilgliseroller, fosfolipidler ve gliserol, kloropropanollerin ana
onciileridir (FAO, WHO ,2007). Velisek vd. (1978) ve Davidek vd. (1980) tarafindan
hidrolize bitkisel protein liretimi sirasinda gliserol ve hidroklorik asitten klorohidrin
olusumu dogrulanmustir. Collier vd. (1991) ve Hamlet vd.(2002) daha sonra asidik
kosullar altinda triagilgliserollerden kloropropanollerin 1s1 kaynakli olusumunu agiklayan
bir mekanizma &nermislerdir. Onerilen mekanizmaya gore komsu ester gruplari
tarafindan aktive edilen pozisyonlarda acil grubu ile kloriir anyonu arasinda niikleofilik
yer degistirme gerceklesir. Ortaya c¢ikan ara iirlin, hidrolitik kosullar altinda
kloropropanol saglayan bir kloropropandiol diesterdir. (Baer vd.,2010; Davidek vd.,1980;
Velisek vd., 1978)

1.1.2.2 Is1l islem

3-MCPD, pisirme ve 1zgara gibi normal {liretim ve pigirme islemleri sirasinda lipitlerden
ve sodyum kloriirden olustugu goriilmektedir (FAO, WHO, 2007). Trigliseritlerin ytliksek
sicakliktaki hidrolizi sonucunda salinan serbest gliserol, klorlu bilesiklerle reaksiyon
verebilir (Massey, 2007; Massey & Hamlet, 2007). 3-MCPD olusumu ayrica su, sodyum
kloriir ve gliserol, fosfolipid veya triolein bazli model sistemler iizerinde yapilan
caligmalardan edinilen bilgilere gore diger faktorlere de baghdir. Oncii olarak gliserol ile
3 MCPD iiretimi, %30 neme kadar artis gosterir, ancak daha yiiksek nem seviyelerine
¢ikildiginda 3-MCPD firetimi azalir. Ayrica, ¢ok diisiik su igeriklerinde bile gliserol 3-
MCPD iiretebilmektedir.



Bu nedenle 3-MCPD, diisiik su igerigine sahip gidalarda (<% 15) gliserol etkisiyle
olusabilirken, yiiksek nem igerigine sahip gidalarda ise lesitin gibi diger onciilerin
etkisiyle olusabilmektedir. Modeller, 3-MCPD iiretiminin 160 ° C'nin {izerinde artan
sicakliklarda arttigini, pH'dan biiylik olgiide etkilendigini ve pH 6'nin {izerinde
stabilitesini koruyamadigini gostermistir (Stadler & Lineback,2009; Calta vd.,2004;
FAO, WHO, 2007; Hamlet, Sadd & Gray, 2003; Reece vd., 2005).

1.1.2.3 Esterler

Yapilan ¢alismalarda, pisirme islemi sirasinda firin sinifi lipaz ile muamele edildiklerinde
ekmekten 6nemli miktarda 3-MCPD'nin serbest kaldig1 bildirilmistir. Ayrica hidrolitik
enzimlerin  kloropropanollerin  olusumunda dogrudan rol oynayabilecegi de
goriilmektedir. Lipaz, bitkisel yag veya yag, su ve sodyum kloriir iceren model
caligmalarda, 3-MCPD iiretiminin karisimdaki lipaz aktivitesi ile orantili oldugu
bulunmustur. Tuz ve yag i¢ceren kurutulmus tuzlu yiyeceklerde, belirli bilesenlerin kalinti
lipaz aktiviteleri, depolama ve isleme siiresi boyunca istenmeyen kontamininantlarin
olusumunu yansitabileceginden {iriin takip edilmelidir (FAO, WHO, 2007; Robert,
Oberson & Stadler,2004; Stadler, 2007).

1.1.2.4 Oncii Bilesige Bagh Olusum

3-MCPD olusumu hidroklorik asit, hipoklordz, gliserol, acilgliseroller ve alil alkol gibi
bilesiklere bagli olarak farkli yollarla olusturulabilir, ancak gidalardaki en olast olusum
kaynaklart sodyum kloriir (klor kaynagi) ve gliserol / agcilgliseroldiir (Stadler &
Lineback,2009).

-Gliserolden

Gliseroliin hidroklorik asit ile reaksiyonlari, 3-MCPD ve 1,3-DCP olusumuna neden olur.
3-MCPD, hidroklorik asit veya kuru hidrojen kloriir gazinin tek bagina gliserol tizerindeki
etkisiyle veya asetik asit gibi bir organik asit katalizorii varliginda olusabilir. Sulu
sistemlerde mekanizma kloriir anyonunun niikleofilik bir yerdegistirme reaksiyonu (Sn2)
ile devam eder. Bu reaksiyonlar yaklagik 100 °C'lik sicakliklarda uzun siireli 1sitma
gerektirir. Gliserol ve propilen glikol gibi cesitli polioller, sekerleme {irlinleri ve
kurutulmus meyve ve sebzeler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli gidalarda nem tutucu ve
lezzet arttiricilar olarak kullanilir. Gliserol (ve serbest yag asitleri) ayrica islenmis

gidalarda trigliseritlerin yiiksek sicaklikta hidrolizi ile de olusur.



Bu mekanizma, kizartma yaginin 170- 190 °C sicakliklara ulastigi, yiiksek nemli
kizartilmig gidalarin hazirlanmasinda 6zellikle 6nemlidir (Lawson, 1995). Bu kosullar
ayrica pismis, 1zgara ve kavrulmus tiriinlerin kabuk boélgelerinde de bulunur. Bu kosullar
altinda ilave edilen veya olusturulan gliserol, gida maddesinde bulunan kloriir anyonlar1

ile reaksiyona girebilir.
-Alil alkolden

3-MCPD ve 2-MCPD, alil alkoliin (prop-2-en-1-ol) ¢ift bag1 boyunca hipoklorik asit
(HOCI) ilavesiyle olusturulabilir. Alil alkoliin klor ve su ile reaksiyonunun, %88
monokloropropandioller ve % 9 dikloropropanoller verecek sekilde 50 - 60 ° C'de hizla
ilerledigi bildirilmektedir(Hamlet vd., 2002). Alil alkol, sarimsak ve ilgili tiirlerde
bulunan bir sistein amino asidi olan alinin [(S) -alil-I-sistein siilfoksit] 'in termal ayrisma
triinidiir (Kubec ve dig., 1997). Bu bilesiklerde alil alkolden 3-MCPD ve diger
kloropropanollerin olusumu ¢ok olasidir, ¢iinkii herhangi bir islem prosediiriinde
kullanilan klorlu su hipoklorik asit ve klor (CI2) igerecektir. Kuru toz bilesenlerin
tiretilmesi i¢in ¢ig sogan ve sarimsagin (%98 su) dehidrasyonundan kloropropanol

seviyelerinin 6nemli dl¢iide artmas1 muhtemeldir.

Lipidlerden ve hidroklorik asitten

Collier ve dig. (1991), gliserol, triagil gliseroller ve fosfolipitlerin 5.5 M hidroklorik asit
ile reaksiyonlarimi izleyerek asit-HVP'de kloropropandiol olusumunu incelediler.
Kloropropandiollerin verimi triagilgliseroller> fosfolipidler> gliserol seklinde azaldigi
bulundu. 3-MCPD / 2-MCPD izomerlerinin hem gliserol hem de fosfatidilkolinden
dagilimi, iki birincil metilen (CH2) ve bir ikincil metinden (CH), yani yaklasik 2: 1'deki
istatistiksel ikame ile uyumluydu. Her ne kadar fosfat ve fosforil kolin 1yi ayrilan gruplar
olsa da, kolay intramolekiiler izomerizasyona bagli olarak az regioselektiflik (yer se¢imi)
gosterirler. Asetik asit ile gliserol ilavesinden ve trigiserit ile reaksiyondan gozlemlenen
verim ve izomer orani, siklik bir alkiloksonyum ara maddesinin olusumu i¢in kanit
saglamistir. Kloropropandiol izomer oranlar1 bagka hicbir gida maddesinde
incelenmemistir ve bu nedenle potansiyel mekanizmalarin, Onciillerin bir gdstergesi
olabilir. Asit HVP'de olusan 3-MCPD'nin kiral bir ayrilmasi bunun rasemik bir karigim
oldugunu gostermistir. Her iki enantiyomer ayrica alkali ile muamele edildiginde esit

bozunma oranlar1 gostermistir (Hamlet vd., 2002).



Sulu hidroklorik asit ile karbonhidratlardan

Collier vd. (1991) ¢oziiniir pentosan (arabinoksilans) ve pektinin (esas olarak metil-
esterlenmis galakturonik asit, metilasyon derecesi 33.7) reaksiyonundan 3-MCPD
olusumuna kadar karbonhidratlar, 11 saat boyunca 5.5 M HCI ile 1sitildi. Ham soya
kiispesi (lipitler) ile karsilagtirildiginda toplam kloropropandioliin veriminin azalmasi,
karbonhidrat Onciillerinin  olast  formasyonuna baglandi. Kloropropandiollerin
karbonhidratlar parcalarindan ziyade hidroklorik asidin pentosan ve pektin ile iliskili artik

lipitlerle reaksiyonundan kaynaklanmasi daha olasidir.

1.1.3 Gidalarda 3-MCPD Olusumu

Gegtigimiz yillarda yeni analitik yontemlerin gelistirilmesi ve kloropropanollere tehlikeli
gida toksik maddeleri olarak artan ilgi, bir dizi farkli gida maddesinde 3-MCPD'nin
belirlenmesine neden oldu. incelenen gidalar Isil islem gérmiis gidalar, yemeklik sivi ve
kat1 yaglar ve bebek gidalar1 (anne siitii dahil) olmak iizere 3 ana baglik altinda
toplanmistir. Cesitli gidalarda yapilan bazi ¢aligmalarda belirlenen 3-MPCD

konsantrasyonlar1 Tablo 1.1’de verilmistir.

Tablo 1.1 Cesitli gidalarda belirlenen 3-MCPD konsantrasyonlari

Gida 3-MCPD Kaynak
konsantrasyonu
Tahil ve triinleri 4-23 ng/kg Chung vd. (2008)
Balik ve kabuklu deniz iiriinleri 3-33 ng/kg Chung vd. (2008)
Et ve iriinleri 4-32 ug/kg Chung vd. (2008)
Patates cipsi 6-11 pg/kg Chung vd. (2008)
Maltlarda 4-650 pg/kg Zelinkova vd. (2006)
Kahve 100-390 pg/kg Dolezal vd. (2005)
Patates kizartmasi 0.13 mg/kg Arisseto vd. (2017)
Palm yagi <0.25-5.8 mg/kg Razak vd. (2012)
Palm yagi 4-5 mg/kg Franke vd. (2009)
Kolza yagi 1 mg/kg Franke vd. (2009)
Aycicek yagi 0.1-2.1 mg/kg Kuhlmann vd. (2011)
Soya fasulyesi yagi <0.1-0.5 mg/ kg Kuhlmann vd. (2011)
Sogan kizartmasi 0.23 mg/kg Avrisseto vd. (2017)
Sogan halkasi 0.14 mg/kg Arisseto vd. (2015)
Bebek mamasi 0.13-4.80 mg /kg yag Jedrkiewicz vd. (2016)
Soya sosu <0.01-3 mg/kg Wong vd.(2006)
Istiridye sosu <0.01-3 mg/kg Wong vd.(2006)
Sogan kizartmasi 0.23 mg/kg Avrisseto vd. (2017)
Sogan halkasi 0.14 mg/kg Arisseto vd. (2015)
Sogan kizartmasi 0.23 mg/kg Avrisseto vd. (2017)
Sogan halkasi 0.14 mg/kg Avrisseto vd. (2015)
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1.1.3.1 Isil islem Gormiis Gidalar

Crews vd., (2001) Birlesik Krallik'ta pazarlanan ¢ok sayida gida maddesini inceleyen ilk
arastirmacilardir. 3-MCPD ile kontamine olmus ana gida grubu tahildan elde edilen
tirtinlerdi; en yiiksek monokloropropandiol konsantrasyonu kizarmis ekmek (0.088 mg /
kg) ve kremali krakerlerde (0.087 mg / kg) belirlenmistir. Ayn1 gida maddeleri grubu
Breitling-Utzmann vd. (2003) tarafindan analiz edilmistir. En yiiksek 3-MCPD
konsantrasyonu tostlarda (iyi kizartilmis bir ekmekte> 0.500 mg / kg) ve ekmek
kirmtilarinda (> 0.400 mg / kg) bulundu. Yiiksek sicakliklara maruz kalmanin tahil
kaynakli gidalarda 3-MCPD olusumunda 6nemli bir adim oldugu goriilmektedir.
Breitling Utzmann ve dig. (2005) ayrica ekmek bilesenlerinin 3-MCPD olusumu
tizerindeki etkisini test ettiler. Yag ve firinlama ajaninin (seker, un, soya unu, kalsiyum
siilfat ve emiilgator olarak yenilebilir yag asitlerinin mono ve diasilgliserollerinden
olusur) ilave edilmesinin, son iiriindeki 3-MCPD konsantrasyonunu etkileyebilecegi,
emiilgatorler ve sekerler ile en gii¢lii etkiye sahip olabilecegi goriilmiistiir.3-MCPD'nin
onciileri ile ilgili olarak Hamlet ve arkadaslar1 mayali (Hamlet vd., 2004a) ve mayasiz
(Hamlet vd., 2004b) hamurlarinda kloropropanollerin iiretimini tahmin etmek i¢in model
hamur sistemlerini kullanmigtir. Her iki durumda da, gliserol veya monoagil gliseroller
ve fosfatidil gliseroller gibi bir gliserol iskeletine dayanan bilesikler, 3-MCPD ‘nin ana

onciileriydi.

Isil islemin 3-MCPD olusumunu tetikledigi goriilen bir diger gida maddesi, gida dereceli
malt taneleri, malt unlar1 ve malt ekstreleri (renk ve lezzet ajanlar1) gibi malt tiirevi
uriinlerdir. Bu iirlinlerde yag, asit veya kloriir eklemeye gerek olmadan iirliniin orijinal
bilesenleri 3-MCPD olusumunu tesvik edebilir. Bununla birlikte, bu tip gidalarda 6nemli
miktarlarda 3-MCPD sadece koyu bira maltinda (0.247 mg / kg) saptanmisgtir. Birada
bulunan serbest 3-MCPD miktar1 nispeten diistiktiir (10 pg / L) (IARC, 2000), ancak
serbest form igerigini 6nemli dl¢iide asabilen asitler, aldehitler ve alkol gibi diger bira

bilesenlerine bagli olabilecegi goriilmektedir (Divinova ve digerleri, 2007).

Tiitsiilenmis gidalar ayrica dnemli miktarda 3-MCPD (> 0.02 mg / kg) igerir. Kuntzer ve
Weisshaar (2006), fermente edilmis sosislerde ve jambonda tiitsiillemenin gida iizerindeki
3-MCPD olusum etkisini analiz etmiglerdir. Tiitsiileme siireci, 6zellikle odun tipi ve
isleme siiresi bakimindan 3-MCPD'nin ana kaynagi olarak goriinmektedir (Kuntzer ve

Weisshaar, 2006; FAO, WHO, 2007).
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Tahil ve malt tiirevi iiriinlerin aksine, lipitler fiime gidalarda 3-MCPD'nin nciisii olarak
kabul edilmez ve bunun yerine selillozun kirilmasi sirasinda 3-hidroksiasetondan
olusuma dair mekanizma onerilmistir. Bunun disinda Reece (2005), tiitsiileme isleminde
kullanilan tuzlu sudaki tuz konsantrasyonunun da 3-MCPD olusumunda etkili bir faktor

olabilecegini One siirmiistiir.

Ayrica, 3-MCPD, kahve gibi 1siyla islenmis gida maddelerinde, 6zellikle uzun bir
kavurma isleminden sonra kavrulmus kahvede ve hazir kahvede (Dolezal ve digerleri,
2005); ev tipi pisirme yoluyla hazirlanan eritilmis veya 1zgara peynirlerde (en olasi
onciillerin kloriir iyonlar1 ve gliserol gibi bol miktarda bilesenler oldugu) (Crews ve
digerleri, 2001); ve gliseroliin dogrudan 6ncii gibi goriinmedigi salam, domuz pastirmasi

ve hamburger gibi etlerde belirlenmistir (Baer vd., 2010).

JECFA (2007) arastirmasi, maruziyet tahminlerine gore viicut agirligmin kilogrami
basina yetiskinler ve kiigiik ¢ocuklar tarafindan tiiketilen ¢esitli gida maddelerinde 3-
MCPD igerigini 6zetledi. Ortalama diyet maruziyetleri, soya sosu ve ortalama 3-MCPD
konsantrasyonunun (8 mg / kg) en yliksek oldugu ilgili gida maddeleri de dahil olmak
izere ¢ok cesitli gidalar i¢in viicut agirliginin kilogrami basina 0.02 ila 0.7 pg arasinda
degismektedir. Diger tiiketici gruplari arasinda en yiiksek yilizde pay1 olusturan kiigiik
cocuklar i¢in tahmin edilen maruziyetler, viicut agirliginin kilogrami basina 0.06 ila 2.3
ug arasinda degismektedir. Chung ve dig. (2008) ayrica Hong Kong'da pazarlanan ve
farkli gida maddelerinden 318 numunenin analizine dayanan gida maddelerindeki 3-
MCPD konsantrasyonu hakkinda genel bir rapor sunmustur: 101 tip gida, 3 ila 66 ug/ kg

arasindaki konsantrasyon araliginda 3-MCPD igeriyordu.
1.1.3.2 Yemeklil Siv1 ve Kat1 Yaglar

Hem endiistriyel isleme (tohum kavurma veya deoderizasyon dahil rafine etme islemi)
hem de ev tipi (kizartma) pisirme sirasinda yiiksek sicakliklarda islenmesine ragmen bu
gida maddeleri grubu ayri tutulur. Cogu durumda, bazi gida maddelerinin lipit
fraksiyonlar1 dahil olmak tizere sivi ve kat1 yaglar, or. keg¢i siitii (Rahn ve Yaylayan,
2011), patates kizartmasi, ¢orek veya tuzlu kraker (Hamlet vd., 2011), 3-MCPD'nin yag
asidi esterlerini igerir. 3-MCPD'nin baglh formu, bu gida grubunda ilk kez Gardner vd.
(1983) kolza tohumu yaginda (3800 pg / kg) hidroklorik asit varliginda tespit etmisleridir.
Yemeklik yaglarin diger arastirmalar1 Zelinkova vd. ( 2006) tarafindan 45 ham ve rafine

yag ornegini analiz etmislerdir.
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Konsantrasyonlart <3 ve 24 pg / kg aralifinda serbest 3-MCPD igeren yaglar, <100 pg /
kg (saf yaglar) ile 2462 pg / kg (rafine zeytinyaglari) arasinda degisen miktarlarda ¢ok
daha yiiksek bagli 3-MCPD seviyeleri sergiledi. Bu bulgu, gida endiistrisinin kat1 ve siv1
yag sektorii iizerinde yogun bir arastirma yapilmasini saglamistir. 2007 ve 2008
yillarinda, Stuttgart'taki Kimyasal ve Veteriner Test Kurumu (Alman Gida Kontrol
Ajansi) (ILSI, 2009) tarafindan 400'den fazla farkli kat1 ve sivi yag numunesi analiz edildi
ve neredeyse tiim rafine edilmis kati ve siv1 yaglarda énemli miktarda bagli 3-MCPD
bulundu. En yiiksek seviyeler (> 4000 ug / kg) palm yaglarinda saplanirken, kizartma
yag1 ve margarin nispeten yliksek konsantrasyonlarda 3-MCPD esterleri igeriyordu.
Kahve kremasi, krem aerosol ve bulyon kiiplerinin yag fraksiyonlarinda biiyiik
miktarlarda 3-MCPD esterleri (540-4840 pg / kg) belirlenmistir (Karsulinova ve digerleri,
2007). Patates kizartmas1 ve patates cipsi gibi palmiye yaginda kizartilarak hazirlanan
gida maddeleri de onemli miktarlarda 3-MCPD esterleri igeriyordu (Zelinkova vd.,
2009’a).

Palm yag1 rafinasyonunda, deoderizasyon adimi sirasinda genellikle daha iyi bir renk,
koku ve diisiik yag asidi igerigi i¢cin daha yiiksek bir sicakliga ihtiya¢ duyulur.
Deoderizayon isleminin 3-MCPD olusumuna etkisi barizdir. Meyve yaglari (zeytin ve
palmiye yaglari), nedeni hala net olmamakla birlikte tohum yaglarindan daha fazla
kontaminasyona egilimli gériinmektedir (bkz. Tablo 1.2). En yiiksek MCPD seviyelerinin
zeytin ve palm yaglarinda bulunmasi sebebiyle Zelinkova vd. (2006) rafine yemeklik
yaglardaki diagil gliserol igerigi ile MCPD seviyeleri arasinda bir baglanti olabilecegini

One stirmiislerdir.

Tablo 1.2 Ham ve rafine bitkisel yaglarda tespit edilen 3-mpcd miktarlari

Yaglar No. | Ortalama | Maksimum | Kaynak

(mg/kg) | (mg/kg)
Ham ¢ekirdek yaglar1 | 9 0.063 <03 Zelinkova vd., (2006)
Ham zeytin yaglari 4 0.075 <03 Zelinkova vd., (2006)
Ham tohum yaglari 2 0.1 <03 Zelinkova vd., (2006)
Rafine gekirdek yaglar1 | 5 0.524 1.234 Zelinkova vd., (2006)
Rafine zeytin yaglar 5 1.426 2.462 Zelinkova vd., (2006)
Bitkisel kati-sivi yag | 11 | 1.534 2.435 Seefelder vd., (2008)
karigimlari
Rafine palm yagir ve | 12 | 3.24 5.8 WeiBlhaar & Perz (2010)
palm bazl yaglar
Diger rafine bitkisel | 57 | 0.4-1.7 WeiBhaar & Perz (2010)
yaglar
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1.1.3.3 Bebek Mamalari1 ve Anne Siitii

Bu grup bebeklerin tiiketimine yonelik gidalar1 kapsar. Bebek mamalarinin besinsel ve
teknolojik 6zelliklerine iliskin yiiksek kalite gerekliliklerine uymak igin, bitkisel kat1 ve
sivi yaglarin igerik olarak kullanilmasi esas olarak kabul edilir, bu nedenle 6nemli
miktarda ester bagli 3-MCPD riskini beraberinde getirir. Bebekler sik sik, bazen de

sadece bu trtinlerle biberonla beslendiginden, bu 6nemli bir saglik riski olabilir.

Diyete maruz kalma ile ilgili Insan anne siitii, insan dokular1 ve biyolojik sivilari
bakimindan ¢esitli bilesiklerin toksisite gostergesi olarak kullanilabilir. Velisek ve dig.
(2007) 12 anne siitii 6rnegini analiz etmistir. Numunelerin higbiri tespit sinirindan (LOD)
(3 ng / kg) daha yiiksek konsantrasyonlarda serbest 3-MCPD igermemistir; bununla
birlikte, tiim numuneler 6nemli diizeyde esterlestirilmis 3-MCPD icermekteydi. 3-
MCPD'nin ortalama konsantrasyonu, 35.5 pg / kg siite karsilik gelen 1014 png / kg izole
yag idi. Karsilastirma i¢in, dogumdan 14-76 giin sonra toplanan insan anne siitii ornekleri,
12 pg / kg siite karsilik gelen 930 ng / kg izole yag igeriyordu. Bu sonuglar, laktasyonun
baslangicinda, kontamine yiyecekleri sindiren kadinlarda toksiklerle birlikte lipitlerin
anne siitiiniin i¢ine salgilandigini gostermektedir. Zelinkova ve dig. (2009b), insan anne
stitline benzer bir bilesime sahip 14 bebek mama 6rnegini analiz etti. Numunelerin higbiri
onemli miktarda serbest 3-MCPD icermemistir; ancak hepsinde yiiksek diizeyde bagh 3-
MCPD saptanmustir. Bagli 3-MCPD'nin konsantrasyon seviyesi, <300-2060 pg / kg siite
karsilik gelen 62-588 pg / kg izole yagdir. Belirlenen miktarlar her bir bebek
mamasindaki yag igerigi ile orantiliydi. Daha once belirtildigi gibi, bu durumda tolere
edilebilir glinliik alim miktari, bebeklerin viicut agirligimin kiigiik olmasi1 ve sadece

yukarida acgiklanan gidalari tiiketmesi nedeniyle kolayca asilabilir. (Weisshaar, 2011;
Zelinkova vd., 2008)

1.1.4 3-MCPD Absorbsiyonu, Metabolizmasi ve Toksisitesi

Kloropropanollerin absorbsiyonu, metabolizmas1 ve kisa ve uzun siireli toksisitesi
70'lerden beri aragtirilmistir. Kemirgenler lizerinde yapilan ¢alismalar, 3-MCPD’nin idrar
yolu lizerinde zararl etki ve dogurganlikta azalma gostermistir (Schilter vd., 2011). Ek
olarak, in-vitro mutajenik aktivite gozlendi; ancak in vivo c¢aligmalar bu bulguyu
dogrulamamustir. insanlarda klinik ¢alismalar bildirilmemistir (JECFA, 2002). 3-MCPD
ve metabolitlerinin emilimi, atilimi ve biyotransformasyonu hakkinda yapilan
caligmalarda Edwards vd. (1975), 3-MCPD'in viicut sivilarinda dagitildigint ve
emildigini iddia ederken, Jones vd. (1978), 3-MCPD'nin veya metabolitlerinin dokularda
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birikmesini dogrulamamigtir. Bununla birlikte, 3-kloro-1,2-propandiol baslangi¢
dozunun yaklasik %30'unun B-klorolaktat (3-MCPD metaboliti) olarak geri kazanildigini
bildirmistir.

Jones (1978), 3-MCPD'nin metabolik yollarini iki farkli yolla agiklamistir (Sekil 3).
Bakteriyel yol (Pseudomonas ve Arthrobacter iizerinde test edilmistir) glisidol
(genotoksik bilesik) ile gliserol veya merkapturik aside gelisir. Sicanlarda, farelerde ve
diger memelilerde in vivo bulunan metabolitler, bakterilerde tanimlananlardan farklidir.
Sicanlar tlizerindeki toksik etkiler, testikiiler ve bobrek toksisitelerine neden olan -
klorolaktaaldehit ve  -Klorolaktik asit ile iligkilidir ( Jedrkiewicz vd., 2016). Bu etkiler,
B-klorolaktaaldehit tarafindan  glikolize karisan enzimlerin  inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir (Jones ve Porter, 1995). Ayrica, B-klorolaktik asidin bir metaboliti
olan oksalik asit, bobrek sistemi iizerinde bir etkiye sahiptir (Bakhiya vd., 2011).
Sicanlarda nefrofati ve spermatosel olusumu benzer bir mekanizma ile iliskilidir, ¢linkii

hem bobrekler hem de epididim ayn1 embriyonik kokene sahiptir (Jones, 1983).
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Sekil 1.3 3-MCPD'nin bakteriyel ve memeli metabolik yolu

3-MCPD'nin kemirgenlerde kisa siireli bir maruziyetten sonra (dort hafta) bobrek en ¢ok
etkilenen organdi. Tek bir intraperitoneal 3-MCPD dozu, Sprague — Dawley siganlarinda
(Jones vd., 1978) akut glomeriiler nefrite ve Wistar siganlarinda (Morris ve Williams,
1980) ciddi proteiniiriye neden oldu. Ayrica, bobrek agirliginda bir artis gozlenmistir
(Cho vd., 2008).
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Kemirgenlerin yani sira, 3-MCPD'nin kisa stireli toksisitesi lizerine bazi arastirmalar
primatlarda da gergeklestirilmistir (Kirton vd., 1970). Alt1 haftalik bir ¢alismadan sonra
anemi, l6kopeni ve trombositopeni ile kendini gosteren kemik iligi {izerinde zararh bir
etki gézlenmistir. Bununla birlikte, bu toksikolojik etkiler daha kapsamli ve ayrintili

olarak arastirilmamaistir.

Fare ve siganlarda uzun siireli toksisite (karsinojenisite) lizerine yapilan arastirmalar, 3-
MCPD alimindan sonra tiimorlerin varligim1 gostermedi (Van Duuren vd., 1974). 3-
MCPD kanserojen etkisi ile ilgili ¢esitli biyolojik deneyler yapildi. Catisan veriler olarak;
Jayoung vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada i¢gme suyuna eklenen 3-MCPD, B6C3F1
siganlarinda kanserojen bir etki gostermemistir. Ayrica El Ramy vd. (2006), 3-MCPD'ye
maruz kaldiktan sonra sican testikiiler organogenezi lizerinde herhangi bir olumsuz etki

gbzlemlememislerdir.

3-MCPD'nin potansiyel genotoksisitesi bir¢ok soruyu giindeme getirmektedir.
Bakterilerde, bilesik pozitif bir mutajenik etki sergilemektedir (Silhankova, 1982). Genel
olarak, faredeki gen mutasyon testi de dahil olmak tizere memeli hiicreleri iizerinde
yapilan testler de pozitif olarak sonuclanmistir (Jedrkiewicz vd.,2016). Bununla birlikte,
3-MCPD'min genotoksik olmayan mekanizmalar yoluyla tiimorlere neden olduguna
inanilmaktadir (Jones, 1978).

1.1.5 Gida Orneklerinde 3-MCPD'in Belirlenmesi I¢in Kullanmilan Analitik
Prosediirler

Karmagik matris kompozisyonu ve 3-MCPD ile benzer fizikokimyasal o6zellikler
sergileyen bilesiklerin varlig1 ile karakterize edilen gida 6rneklerinde 3-MCPD'nin eser
ve hatta ultra eser seviyelerinin belirlenmesi, analitik kimyacilar i¢in biiytik bir zorluk
olusturmaktadir. Ek olarak, kromofor eksikligi, yiiksek performansli sivi kromatografisi
ile ultraviyole veya floresan tespiti uygulamasini elemektedir. Bilesigin hem yiiksek bir
kaynama noktas1 hem de diisiik molekiiler agirliga sahip olmasi, gaz kromatografisini ve
kiitle spektrometresi (GC-MS) analizi uygulamalarin1 da olumsuz etkilemektedir (Baer
vd., 2010).

1978'de Velisek vd. ilk defa silika jel kolon ayrimi ve niikleer manyetik rezonans
kullanilarak 3-MCPD belirlemislerdir. Daha sonra GC-MS yontemleri arastirma
laboratuvarlarinda yaygin olarak uygulandi. Bununla birlikte, 6rnek matris bilesimi
nedeniyle, 3-MCPD ve GC bilesenleri veya matristeki bilesikler arasindaki etkilesimleri

onlemek i¢in 6rnek hazirlama ve tiirevlendirme gerekti.
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Su anda, Avrupa Komisyonu tarafindan onaylanmis higbir analitik prosediir yoktur, ancak
uzmanlar kabul edilebilir ve tekrarlanabilir sonuglar saglamak i¢in kriterler belirlemistir,
ornek alan bosluklari, tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ) ve hassasiyet vb. (Avrupa
Komisyonu Y o6netmeligi, 2007).

GC-MS ile analiz edilen numuneler durumunda, numune hazirlamadaki en Onemli
adimlar asit veya alkalin transesterifikasyon reaksiyonu (esterlestirilmis formundan
serbest 3-MCPD'nin serbest birakilmasi i¢in), tiirevlendirme reaksiyonu (GC tarafindan
belirlenecek ugucu tiirevi elde etmek amaciyla) ve bir tlirevinin ekstraksiyonudur. 3-
MCPD'min  belirlenmesi  i¢in  kullanilan  ilk  tlirevlendirme  maddesi
heptaflorobutirilimidazol (HFBI); diollerle reaksiyonu di (heptafloro) butirat ile
sonuglanir (Hamlet ve Sutton, 1997) (Sekil 1.4). Bununla birlikte, Retho ve Blanchard
(2005), HFBI ile tiirevlendirme reaksiyonunun zayif secicilik sergiledigini, ¢ilinkii
HFBI'nin niikleofilik molekiiller ile reaksiyona girebilecegini one siirmiistiir. Elde edilen
tiirevin kiitle spektrumu, spesifik iyonlar i¢in karakteristik bolgesinde yetersiz (eksik)
tiirevlendirmeyi gosterebilen diisiik yogunluklu bir sinyal gdsterir. Imidazol formu yerine
heptaflorobiitirik asit anhidrit (HFBA) kullanilabilir (Xu vd. 2006). En yaygin olarak
kullanilan tiirevlendirme maddesi, diollerle reaksiyonu dioksaborolan tiirevleri ile
sonuglanan fenilboronik asittir (PBA) (Divinov vd., 2004) (Sekil 1.4). Ek olarak, tiiretici
bir ajan ve reaksiyon ¢oziiciisii olarak aseton (Sekil 1.4) kullanilan yontemler vardir
(reaksiyon sonuglar1 dioksolanlarla sonuglaNIR), ancak sonugta elde edilen ekstrakttaki
bir¢cok istenmeyen madde nedeniyle yaygin olarak uygulanmamistir (Maierhans ve
digerleri, 1998). Son zamanlarda, tiirevlendirme maddesi olarak N, O-bis (trismetilsilil)

trifloroasetamid (BSTFA) kullanimi da rapor edilmistir (Racamonde vd., 2011).

o_ 0O
Cl\/‘\‘ /_( B

a) b) c)

Sekil 1.4 3-MCPD'nin Tiirevlendirme reaksiyon iiriinleri: (a) HFBI; (b) PBA ve (¢)
Aseton (Racamonde vd., 2011).
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GC-MS yontemleri kullanilarak 3-MCPD'nin belirlenmesi i¢in analitik prosediirler on
yildan uzun bir siiredir modifiye edilmistir. Giiniimiizde, bu tiir degistirilmis iki prosediir
kalite kontrol laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. DGF (Deutsche
Gesellschaft fur Fettwissenschaft) yontemi (2011) ve ’Referans Malzemeleri ve Olgiim
Enstitiisii Ortak Aragtirma Merkezi’> (JRC IRMM) tarafindan onerilen yontem, 3-
MCPD'nin serbest ve bagli formlarda dolayl1 olarak belirlenmesini saglar (Karasek vd.,
2010). Bununla birlikte, baz1 arastirmalar (Karasek vd., 2011; Kaze vd., 2011) alkalin
kosullarinin glisidoliin 3-MCPD'ye kismi doniisiimiine neden oldugunu kanitladigi igin,
giivenilirlikleri agisindan sorgulanabilir. Bu nedenle tespitin nihai sonucu, baslangi¢
numunesinde bulunmayan 3-MCPD'yi igerir. Bu sorunun ¢6ziimii, glisidil esterlerin
analiz sirasinda 3-MCPD esterleriyle etkilesime girmedigi asit transesterifikasyonunun
uygulanmasi olabilir (Ermacora ve Hrncirik, 2012). Bununla birlikte, transesterifikasyon
asamasi (4-16 saat) nedeniyle yontemin zaman alici oldugu diisiiniilmektedir (Hrncirik

vd., 2011).

GC yontemlerinin yani sira, ugus zamani kiitle spektrometrisi (LC-TOFMS) ile sivi
kromatografisi kullanilarak bir prosediir de gelistirilmistir. Bu yontem basit, zaman alici
degil ve analit donligiimiiniin herhangi bir ek adimi olmamasi nedeniyle dogrudan bir
tekniktir. Bununla birlikte, mobil fazda sodyum bulunmasi nedeniyle MS sistemine
verilen hasarla iligkili yiiksek maliyetler nedeniyle endiistriyel laboratuvarlarda rutin
analizlerde yaygin olarak uygulanmamistir. Ayrica, gida ornekleri (6rn. Yaglar) gibi
karmasik matrisler cihazi kirletir, kullaniomdan 6nce giinliik olarak temizlenmesi gerekir.
Ek olarak, nebulizatér ignesi, paslanma ve ESI cihazinin bilesenleri haftalik olarak
degistirilmelidir ve bu da genel maliyetleri arttirir (ortalama kosullar altinda, pargalar bir

yillik siirekli kullanimdan sonra degistirilir) (Haines vd., 2011).

GC-MS yontemlerinin, giivenilirlik ve tekrarlanabilirligi siipheli olmasma ragmen,
giiniimiizde 3-MCPD'nin analitigine hakim oldugu goriilmektedir. Dispersiyon mikro
ekstraksiyonu ve ardindan GC-MS, siiperkritik sivi kromatografisi / tandem Kkiitle
spektrometrisi ve sivi kromatografisi / tandem kiitle spektrometrisi gibi sofistike ve
dolayistyla pahali ekipman kullanarak 3-MCPD tayini i¢in ¢esitli yontemler de vardir.

Ancak, simdiye kadar laboratuvarlarda yaygin bir uygulama alan1 bulamadilar.

Mevcut yeni yontemler i¢in, istenmeyen reaksiyonlardan ve doniisimlerden kaginmak
icin numune hazirlama sirasindaki karmasik islemlerin ve yesil kimyanin ilkelerine uygun

olarak siv1 ekstraksiyonu adiminin ortadan kaldirilmasi tizerinde durulmaktadir.
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Bu amaglara GC analizi ile kombine edilmis headspace tiirevlestirmesi ve kati faz mikro
ekstraksiyonu (HS-SPME) kullanilmasi saglanabilir (Huang vd., 2005; Maw-Rong vd.,
2007). Yayinlanan yontemler, soya soslarini analiz etmek i¢in basariyla uygulanmistir ve
bu nedenle diger gida orneklerine iliskin umut vericidir. Analitik yaklagim asagidaki
gibidir: 3-MCPD ilk once PBA veya N-metil-N- (trimetilsilil) -trifloroasetamid)
(MSTFA) ile tiirevlendirilir, daha sonra HS-SPME ile ekstrakte edilir ve son olarak GC-
MS ile tespit edilir. Ayrica, su orneklerinde kloropropanolleri (1,3-DCP ve 3-MCPD)
belirlemek i¢in GC-MS ile birlestirilmis bir kat1 faz ekstraksiyonu uygulanmistir
(Gonzalez vd., 2011). Cevre dostu olmanin yan1 sira, yukaridaki yontemler daha basit ve

daha hizlidir ve bu nedenle rutin analiz i¢in daha uygundur.

1.1.6 Yakin Kizilotesi (NIR) Spektroskopisi

Bir NIR spektroskopisi cihazina genel olarak baktigimiz zaman; 1s1k ayirici sistem, 6rnek
detektorti, 151k kaynagi, optik detektor ve elde edilen sonuglari kaydeden analiz
unsurlarindan olusmaktadir. NIR spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun 780-2500
nm dalga boyu araliginda 1s1manin absorplanmasi prensibi ile ¢alismaktadir. ilgili alanda
numune ile yakin kizilotesi 1sinlar isleme girdigi zaman analzi edilen numunenin
iceriginde mevcut olan O-H, C-H, C-O ve N-H gibi molekiiler baglarda titresim
olusmaktadir. Bu baglar, NIR bolgesinde yiiksek frekansli overtone ve kombine bantlar
halinde belirlenebilmektedir. NIR spektroskopisi tarim ve gida tirlinlerinde hem nitel hem
de nicel analiz i¢in kullanilmaktadir. NIR spektroskopisi yigin haldeki orneklerin
calisgilmasina biiyiik olanak saglamakta ve kullaniminin kolay olmasindan dolay:
endiistriyel kuruluma uygundur. NIR spektroskopisi kullanilarak yapilan 6l¢iimlerde, en
onemli husus, Ol¢limii yapilan iirlinde genelde herhangi bir hasar olmamasidir. Bazi
durumlarda, spektral Olgiimlerden Once iirlin bir 6n isleme tabi tutulabilir; 6rnegin
bugdaymn ogiitiilmesi gibi. Bununla birlikte NIR spektroskopinin iiriinlerin kalite
kontroliinde kullanilmasi son derece timit vericidir. Ayrica bu teknigin basarisi yazilim
ve donanim ile hizli bir sekilde gelistirilmistir. (Blanco & Villarroya, 2002; Cen & He,
2007; Caglar vd., 2019; Ertugay & Baslar, 2011; Newgard, 2004; Osborne vd., 1993;)
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Avantajlart:

-Olgiimii kolay ve olduk¢a hizli sonug verir. Analiz sonuglarma birka¢ dakikada

ulasilabilir.

-Numuneye ait yag, protein, nem benzeri unsurlarinin tespitinin yani sira duyusal ve kalite

analizleri ayn1 zamanda beraberce belirleyebilmektedir.

-Analiz i¢in ¢ok az bir numuneye ihtiya¢ duyulmaktadir. Ek olarak; numuneyi

zedelemedigi i¢in 6rnegin diger analizlerde kullanilmasina olanak saglamaktadir.

-Analiz siiresince kimyasal madde kullanimina gerek duyulmadigi i¢in tehlikeli bir unsur
icermemektedir. Ilaveten, kimyasal kullanim: olmadif1 igin artik da ortaya
cikmamaktadir. Bu unsurlart géz 6niine aldigimiz zaman ¢evresel unsurlar i¢inde pozitif

bir kazanimdir.

-Genel kabul gormiis prosediirlerde oldugu gibi tiim analizler i¢in 6zellestirilmis aletlere
veya ekipmanlara ya da diger laboratuvar iginde kullanilacak malzemelerine gerek
bulunmamaktadir. Bu bakimdan incelendiginde; isletim unsurlar1 ve buna paralel olarak

kullanim maliyeti 6teki uygulamalarla karsilagtirildiginda oldukga avantajlidir.

Dezavantajlar::

-Cihazin genel fiyat1 yiiksektir. Ancak genel kabul gérmiis prosediirlerin uygulanmasi

i¢in kullanilacak cihazlarin fiyatlarindan fazlada degildir.

-Analizin uygulana bilmesi i¢in kalibrasyon ihtiyaci bulunmaktadir. Ancak bu
kalibrasyon yontemlerini oturtturmak kolay olamamakla birlikte, bu ydntemlerin
gelistirilmesi i¢in slireye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlara paralel olarak; kalibrasyonun

olusturulabilmesi i¢in referans yontem olan klasik metotlara da ihtiya¢ duymaktadir.

-Yontem genel olarak bakildigi zaman biiyiik yapilarin tespitinde uygulanmaktadir.

Kiiciik yapilarda ve belirli kalite niteliklerinde tespit limitlerinde azalma olabilmektedir.

-NIR cihazlar1 arasindaki optik farkliliklardan kaynakli olarak kalibrasyon sekillerinin

ve yontemlerinin baska bir NIR cihazina aktarimi zaman zaman uygun olmamaktadir.

Enstriimantasyon gelisimi ile birlikte, analitik yontemler ve yazilimlar; matematiksel ve
kemometrik teknikler kullanarak veri arsivleme ve yorumlama daha kolay ve hizli bir

bicimde yapilmaktadir.
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Boylece hem enstriimentasyonun hem de analitik yazilimlarin NIR spektroskopisi i¢in
gelistirilmesi bu yontemi giivenilir, etkili ve endiistride kalite kontrol i¢in kullanilabilecek

standart bir yontem haline getirmistir (Blanco & Villarroya, 2002).
NIR spektrofotometreleri 3 enstriimental cihaz ile kategorize edilir;

e Sirali cihazlar, absorbans sirayla zamaninda toplanir ve cihaz monokromator veya
filtreler ile donatilmistir.

e Fourier doniisiimii veya multipleks cihazlar ile kombine edilmis NIR
spektrofotmetreleri, bu cihazlarda birgok frekansta es zamanli olarak calisabilir.

e (Cok kanalli cihazlar, bunlarda g¢esitli dalga boylarinda gesitli dedektorler vasitasi

ile absorbanslar ayr1 ayr1 tespit edilebilmektedir.

NIR spektroskopisinde farkli spektral modlar, 6rnegin hem dis hem de i¢ 6zelliklerinin
tahmin edilmesine imkan saglamaktadir. Bu modlar yansima, iletim, interaktans,
transflektansi igermektedir. Yansima ve interaktans genellikle katilarin spektrumu, iletim
stvilarin spekturumu ve transflektans ise ince ya da temiz Orneklerin spektrumlarinin
Ol¢iilmesinde kullanilmaktadir. Uygulanan modlar 6rnegin tipi, fiziksel 6zellikleri ve

karakteristigine baglidir.

Yansitma modu spektroskopisi yansiyan ya da numune yiizeyinden sagilan 15181 6lger.
Piirtizsiiz yiizeye gelen 151k ayni1 aciy1 yaparak yansir fakat piiriizlii yiizeye gelen 1s1k
dagilir (Bajcsy vd., 1996). Piiriizsiiz ylizeydeki yansima numune kompozisyonu hakkinda
cok az bilgi icermektedir. Daginik yansima, bir numunenin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinin analizi i¢in daha uygundur. Gida maddelerinin fiziksel ozellikleri ve
karakteristikleri ile uyumluluk gésteren bu mod gida endiistrisinde biiyiik ilgi gormiistiir.
Son on yilda, daginik yansima NIR teknigi kullanilarak, cesitli gidalarda tagsis tespiti
tizerine ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. Farkli et ornegi tiirlerini ayirt etmek amaciyla
yiiriitiilen cesitli calismalar yiiksek siniflandirma dogrulugu ile sonug¢lanmistir (Alander
vd., 2013) Bu teknik, siit tozunda ve soya fasulyesinde melamin tespitinde ve yogurtta
protein tagsisinde basarili bir sekilde uygulanmistir. NIR yansima spektrumlar portakal
suyunda 1100-2498 nm dalga boyu araliginda %90 dogrulukla, %10 portakal pulp yikama
ve sentetik seker-asit karigimini tespit etmek icin basit ve pratik bir yontem sunmaktadir
(Twomey vd., 1995). Elma, ¢ilek ve ahududu piiresi tagsisi yansimali NIR spektroskopisi
kullanilarak tespit edilebilir (Contal vd., 2002).
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NIR spektroskopisi iletim modu bir numunenin hem dis hem de i¢ kalitesini belirlemek
amaciyla kullanilabilmektedir, bu modda 151k numune boyunca ilerleyerek numunenin i¢
kalitesi hakkinda bilgi verir. Bu teknik, kati, sivi ve gaz Orneklerinin analizi ig¢in
kullanilabilir. Bu mod kullanilarak, yag (Sinelli vd., 2010) ve meyve sularinda (Xie vd.,
2008) dogrulama ve tagsis tespiti yapilmis, beyaz sarap drnekleri i¢in tlir tanimlamasi
yapilmis (Cozzolino & Murray, 2003), sigir ve tavuk yag asidi kompozisyonu
belirlenmistir (Riovanto vd., 2012; Sierra vd., 2008).

NIR spektroskopisi interaktans modu yansitma ve iletme modlarinin kombine edilmis
seklidir. Baz1 durumlarda, iletim modu 6l¢iim i¢in yeterli olmadig1 zaman interaktans

numunenin i¢ 6zelliklerini 6grenmek i¢in uygun bir yontemdir.

Transflektans iletim ve yansitma modlar1 kombinasyonu olup, 6zellikle ince veya temiz
numunelerin spektrum Ol¢limii icin tasarlanmistir. Transflektans yansima ve iletim
modlar1 gibi yaygin degildir; fakat optik demet probu bu moda bagli olarak sivi akinti
analizleri i¢in basariyla uygulanabilmektedir (Pasquini, 2003).

NIR spektrometrelerinden elde edilen bir spektrumda, numuneyi belirlemek veya
gruplandirmak i¢in uygulanacak bir¢ok kimyasal ve fiziksel data icermektedir. Fakat NIR
spektrumlarindaki overtonlarin birbirleri arasinda ¢akigmasi ve siklikla yaygin bir igerige
sahip olmasindan kaynakli bu unsurlarin numunedeki kimyasal bantlar ile anlamli
iligkiler kurulmasi problemli olabilmektedir. NIR spektroskopisi ile spektrumlardaki
bilgileri yorumlamak, elde edilen sonuglardan tespit etmek imkani bulundugu kadar
mevcut sonuglarin meydana gelmesinde uygulanan istatistiksel ve matematiksel

yontemler kemometri olarak adlandirilmaktadir (Nicolai vd., 2007).

Yakin kizilotesi spektroskopisinin kalibrasyon yontemi olusturmak zaman alan ve
mesakkatli olmasmin yani sira birgok analizi ayni anda yapabilmesi, ¢ok hizli sonug
alinabilmesi, birden fazla unsuru ve kalite niteliklerinin tespitini paralel zamanlarda ¢ok
kisa siirelerde analizler yapabilmesi gibi Onemli avantajlart vardir. Tespit edilen
unsurlarin referans metotlara ihtiyag duydugu icin hassas kalibrasyon yoéntemlerinin
belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Ozellikle son giinlerde NIR metotlarinda
kemometriyle i¢ ige gegiren birgok kalibrasyon uygulamasi gelistirilmistir. Adimsal ¢oklu
lineer regresyon (SMLR), temel bilesen regresyonu (PCR), kismi en az kareler (PSL) ve
yapay noral ag (ANN) kaynaklarda dikkat ¢eken en 6nemli tespit yontemleridir (Cen &
He, 2007; Aske vd., 2001; Ni vd., 2005).
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1.1.6.1 NIR Spektroskopisi ile Yapilmis Gida Analiz Calismalari

NIR spektroskopisi degisik birgok sektorde karsilasilan problemlere ¢éziim sunmak
niyetiyle uzun zamandir uygulanmakta olan bir metot olarak adlandirilmaktadir. NIR
spektroskopisinin uygulandigi konulara emsal olarak kimya endiistrisi, polimer endiistrisi
biyomedikal bilimler, gida ve ziraat analizler gibi konular verilebilir. (Burns & Ciurczak
,2007; Siesler vd., 2008). Gida sektdriinde NIR spektroskopisi ile yapilan uygulamalar
incelendigi zaman tahil ve tahil iiriinleri, siit ve siit iiriinleri, et, sebze, balik, meyve ve
igecekler gibi hemen hemen tiim gida sektoriinii ele alan uygulamalar mevcuttur. Literatiir
tarandig1 zaman NIR ile yapilan uygulamalar gidanin igerigindeki kalite unsurlarinin,
gida kaynaginin, gidaya uygulanan taklit ve tagsislerin belirlenmesi noktasina
odaklanildig: goriinmektedir. NIR spektroskopisinin en yaygin uygulandigi gida konusu
olan tahil ve tahil diriinleri i¢inde uygulanan analizlerde en kapmali kismi1 hububat
tirtinlerinin kalitesinin tespiti igin kullanilan protein ve nem analizleri basi ¢ekmektedir
.Simdiye kadar yapilmis uygulamalar incelendigi zaman bugday i¢in gelistirilen protein,
sertlik ve analizleriyle beraber kitledeki nem ve protein degerlerine ait kalibrasyon
yontemlerinde oldukca yetkin, sektdrel olarak yaygin olarak kullanilabilir, faydal
sonuglar elde edildigi gorilmistir (Mutlu vd., 2011; Osborne, 2006). NIR
spektroskopisinin yaygin olarak uygun alani buldugu bir diger konu ise siit ve siit
sektoriidir. Isil islem gérmiis, ¢ig ya da siitte, kremada, siit tozunda veya degisik peyNIR
cesitlerinde kalite unsurlari olarak degerlendirilen yag, protein, nem ve laktoz seviyesinin
NIR spektroskopisinin degisik analiz modlart ile etkili bir sekilde tespit edildigi
uygulamalar bulunmaktadir (de la Roza-Delgado vd., 2017; Chen vd., 2018). NIR
spektroskopisi sigir, hindi, koyun, keci ve domuz gibi etlerin nem, protein ve yag
seviyelerin tespiti, yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi, kiymanin orijininin
bulunmasi ve hayvan etlerinin yag oksidasyonunun belirlenmesi gibi birgok alanda
uygulanmaktadir (Balage vd., 2015; Ripoll vd., 2018).

1.1.6.2 Veri Isleme Teknikleri ve Kemometrik Yontemler

Spektroskopi konusunda uygulanan kemometrik yontemler yaygin ifadesiyle nitel ve
nicel 6l¢lim yontemleri olarak iki ayr1 smifta degerlendirilmektedir. Nitel niyetlerle
inkisaf edilen uygulamalarda ana unsur metodu, diskriminant analiz ve kismi1 en kiigiik
kareler yontemi-diskriminant analizi gibi yontemler misal olarak gosterilebilirken,
kantitatif niyetli olarak uygulanan yontemler olarak kismi en kiigiik kareler yontemi,

coklu dogrusal regresyon (multiple lineer regression, MLR), yapay SINIR aglar
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(Artificial Neural Networks, ANN), temel bilesen regresyon (Principal component
regression, PCR) ifade edilmektedir (Roberts vd., 2016). Bu uygulamalarin &ncelikli
niyeti spektral sonugtaki ¢ok fazla bulunan degisken sayisini verilerin i¢ yapisini en iyi
ifade eden datalar1 kapsayan miimkiin oldugu kadar en az sayidaki temel unsurlara
indirmektir. Sonrasinda gruplandirma niyetli uygulanan yontemler birbirine ortak verileri
esit grupta toplayarak birbirinden ayirmakta, regresyon niyeti ile kullanilan yontemler ise
tepit edilen sonuglart numunedeki tespit edilmek niyetindeki degerler dogrusal bir sekilde

birlestirmektedir (Nunes, 2014).
1.1.6.3 On islem Teknikleri

Rastgele segilen spektrometreden ¢ekilen sonug grafikleri ile belirlenen deger arasinda
bir baglant1 belirlenmek istenildigi zaman, istatistiksel yontemler uygulamadan once
spektrumlara cesitli 6n islemler yapilmasina ihtiyag duyulmaktadir. NIR cihazinda
elektromanyetik radyasyon dalga boylarimin biiyiikligii ve numunelerde parga biiytikligii
nedeniyle elde edilen 6rnek Sonuglari degistirecek istenmeyen dagilma efeklerini geri
plan kalabaligi ve diizlemden dalgalanmalar goriinebilmektedir (Rinnan vd., 2009).
Spektrumda goriinen fakat talep edilmeyen o6zellikler nedeniyle kalibrasyon yonteminin
olusturulmasi sonrasinda dogru olmayan veriler elde edilebilmektedir. Bu sebeple NIR
sonuglart ile ugrasirken birinci olarak pre-step isleme ihtiya¢ duyulup duyulmadigi
noktasinda bir inceleme yapilmasi, uygulama yapilacak ise ne g¢esit pre-step yontem €en
dogru oldugunun tespit edilmesi, yontem oturtturma basamaginda ¢ok fazla oneme
sahiptir (Puzarro vd., 2004). Spektrumu elde edilecek numunelerin bazilarinin fiziksel
ozelliklerinden kaynakli olarak tekrarlanabilir yapisal form olusturulamamakta, bu durum
da tekrarlanabilir spektrumlarm elde edilmesine mani olmaktadir. Ozellikle partikiil
yapida bulunan kati numunelerde spektrometreden yayilan 15181n fazla ve amaglanmayan
yonlerde sagilmasindan Kkaynakli detektore wulasan anlamli sinyalde kayiplar
gozlenebilmektedir. Bu 6n islemlerden standart normal degisken (standart normal variate
(SNV)), de-trend ve c¢ogaltici sagilma diizeltme (Multiplicative Scatter Correction
(MSC)) gibi normalizasyon 6n basamaklari, bu fiziksel formdan kaynaklanan problemin

¢ozlilmesi i¢in spektrumlara uygulanmaktadir.

Yumusatma (smoothing), 1. ve 2. tiirev, bosluk-segment tiirev uygulama gibi 6n basamlar
ise spektrumda meydana gelen giiriiltiiyii ve spektrumlar arasindaki kaymay1 minimize

etmek ve arka plan efeklerini silmek niyetiyle spektrumlara uygulanmaktadir.

23



Bu 6n basamaklardan SNV, graniiler ya da toz formadaki numunelerin 6rnek hiicresi
icerisinde tekrarlanabilir yapida birakilmasindan ve bu sebeple tekrarlanabilir spektrum
elde edilememesinden veya partikiil biiyiikligiiniin degisiminden dolay1r spektrum
tizerindeki farklilasmalarin uzaklastirilmasi i¢in uygulanmaktadir. Bu 6n basamak,
spektrumdaki biitiin verilerden spektrumun ortalamasi ¢ikarildiktan sonra spektrumun
standart sapmasina boliinmesi ile meydana gelmektedir. Barnes ve ark. tarafindan
gelistirilen ¢alismada Ve yine kati1 partikiilli numunelerin spektrumlarindaki temel hat
kaymasini onaran oteki yontem olan de-trend yontemi ise temel hat egriligini, dalga
boyunun kuadratik bir fonksiyonu olarak ifade edilmekte ve spektrumdan silmektedir
(Barnes vd., 1989).

1.1.6.4 Klasifikasyon ve Regresyon Yontemleri

Kalitatif spektrum yonteminde en fazla uygulanan PCA metodunun temelinde biiyiik veri
setinde bulunan bilgileri daha kolay yontemlerle ifade etmek ve mevcut ¢ok sayida
degiskeni daha az sayida anlamli dogrusal yapidaki temel bilesenlerine indirmek niyeti
bulunmaktadir. PCA analizi ile veri setinde mevcut olan humuneye ait bilgi saklanirken,
cok fazla bulunan birbiriyle iliskili degiskenlerin sayisi etkin bir sekilde azaltilmaktadir.
Bu sekilde yeni olusturulan degisken kiimesi, spektrumun kendisiyle dogrusallik
gostermekte ve spektrumda mevcut olan bilgiyi daha az veriyle kaynak
olusturabilmektedir. Gruplandirmak niyetiyle uygulanan bir diger uygulama olan kismi
en kiiclik kareler diskriminant analizi ise PLS temelli veri azaltma ve siniflandirma
yontemidir. PLSDA yonteminde standart PLS algoritmasindan faydalanilmakta, fakat
bagimli y degiskeni i¢in tahmin edilmesi istenilen 6rnege ait 6zellik yerine 0 ve 1 gibi
smifi temsil eden rakamlar ifade edilmektedir. Ikiden fazla smifin ifade edilmek istendigi
durumlarda PLS2 algoritmasi uygulanmaktadir. PLS modeli sistemde kullanildiginda her
bir numune icin Yanmin degeri bulunmaktadir. Numunenin hangi sinifta oldugu ise Ytahmin
degerinin 6nceden adlandirilan Y1 ya da YO degerlerinden birine olan yakinligiyla ifade
edilmektedir. Buradaki Yianmin degerleri ile beraber Bayes teoremi kullanilarak bir esik
limiti (EL) siNIR degeri bulunmakta ve bu degerin iizerinde kalanlar 0 sinifi, altinda
kalanlar ise 1 sinifi olarak ifade edilmektedir. Birden fazla smnif tek bir modelde ifade
edilmek istenildiginde ise grup sayisi kadar esik limiti degeri bulunmakta ve ayri ayri
gruplandirilarak tek modelde sunulmaktadir (Westerhuis vd.,2008; Rodionova vd., 2016;
Gondim vd., 2011)
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Regresyon yontemi olarak spektroskopi metotlarda en sik uygulana ¢ok degiskenli
kalibrasyon metotlarindan olan PLS, bagimsiz degiskenlerin (spektrum) bagimh
degiskenler ile (6rnek 6zelligi) iliskilendirilmesini gizli degiskenler yardimiyla yapabilen
analiz metodu olarak ifade edilmektedir. Uygulamanin niyeti spektral degerleri imkan
oldugunca etkin kullanarak numune 6zelliklerini tahmin edebilen bagimsiz degiskendeki
varyasyonlardan ¢ok daha az sayida gizli degisken (gizli faktor) olusturabilmektir (Wold
vd., 2001).

1.1.7 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Organik veya inorganik yapilarin tespitinindi kullanilan pratik bir cihaz olarak énemli
faydalar1 olan Kizilétesi (IR) spektroskopisi giin gegtikce kullanim alanlar1 artmaktadir
(Ono vd., 2011). Numuneye ozel, kisisellestiren sonuglar vermektedir. Bu bilgileri
saglarken maddeyi meydana getiren atomlar arasindaki baglarin titresmesi nedeniyle
meydana gelen frekanslarina uygun gelen absorpsiyon cizgileri ile yapilan hesaplamalar

sayesinde gerceklesmektedir (Lin & Wang, 2011).

Birgok sektorde kullanim alanlart mevcuttur. Ozellikle siit sektérii gibi klasik yontemlerin
kullanildig1 ve enstriimantal cihazlarin varliginda yapilan analizlerin agirlikta oldugu
alanlarda zaman kazandirmasi ve isletim maliyetinin uygun olmasi acisindan 6nemli
avantajlar saglamaktadir (Delaunay vd., 2011). Siv1 ve kati1 yag sektoriinde de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle yaglarin birbiri ile karistirlmas1 sonucunda yapilan
tagsisi belirlemede %98’¢ varan etkin sonuglar alindi raporlanmistir (Giirdeniz, Tokatli
ve Ozen, 2008). Benzer bircok gida, kimya sektdrlerinde yaygin olarak kullanimi
mevcuttur. Ekstrem bir 6rnek olarak biyoteknoloji alanlarinda da c¢ok basarili, etkin
sonuglar alindig1 ifade edilmektedir. Degisik elektriksel yiikleri iceren alanlarda DNA da
meydana gelen yapisal farkliliklarin tespitinde de kullanim alanlar1 bulmaktadir (Abu-
Teir vd., 2008).

1.1.8 Kabak Cekirdegi ve Yag1

Kabak, Cucurbitaceae familyasinin alt tiirleri iginde bulunan, birgok alanda yetistirilen,
elde edilen meyveleri ve tohumlari siklikla insanlar tarafindan kullanilan 6nemli bir gida
tiriindiir. Zengin ve ¢esitli bir mineral icerigine sahip olan kabak, 6zellikle potasyum,
magnezyum, fosfor, kalsiyum, demir, sodyum mineralleri icermesi ile dikkat
cekmektedir. Kabak bircok tiirii olmasma ragmen en yaygin olan tiirleri; balkabag:
(Cucurbita moschata), sakizkabagi ve helvacikabagi (Cucurbita maxima) dir (Nederal
vd., 2014).
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Balkabagi (Cucurbita sp.) diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde yetisen yillik
bir bitkidir(Tadmor, Paris, Meir, Schaffer& Lewinsohn, 2006) . Ozellikle tohum bilesimi
nedeniyle degerli bir diyet bileseni olarak kabul edilir(Nawirska-Olszanska, Kita,
Biesiada, Sokot-Eotowska, & Kucharska, 2013). Kabak ¢ekirdegi, son yillarda ¢esitli
nutrasotik 6zelliklere sahip oldukca zengin biyoaktif bilesikler icermesi nedeniyle dnemli
Olciide ilgi gordii. Dogal biyoaktif bilesiklerle kabak c¢ekirdegi, in vivo deneylerde
gosterildigi gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteye sahiptir (Dyshlyuk ve ark., 2017).

Kabak c¢ekirdeginin ana bileseni toplam igerigin %50'sini olusturan yag oldugundan,
tohumlar bitkisel yag iiretiminde siklikla kullanilmaktadir. Son birkag¢ yilda, gesitli
calismalar kabak ¢ekirdegi yaginin hipertansiyon, diyabet ve kanser gibi bir¢ok hastaliga
kars1 saglik etkilerini belirtmektedir (Montesano, Blasi, Simonetti, Santini, &ssignani,
2018).

Kabak ¢ekirdegi yagi tohumu yag1%73-80, esas olarak linoleik (% 36-61) ve oleik asitler
(% 21-47) igerigine sahiptir. Kabak c¢ekirdegi yaginin bu doymamis yag asidi bilesimi,
gidalarin besinsel faydalarini iyilestirmesini saglar. Koyu yesilimsi bir renge ve giiclii
findik aromasina sahip yag esas olarak salata sosu icin kullanilir. Fenolik bilesiklerin,
tokoferollerin ve sterollerin varligi kabak cekirdeginin bir baska faydali 6zelligidir
(Parry, Cheng, Moore, & Yu, 2008). Sebzelerdeki fitokimyasallarin gii¢lii antioksidan
aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Gida matrislerindeki antioksidan aktiviteye bagl
olarak kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve yaslanma gibi ¢esitli patolojilerin gelisme

riskinin azaldigin1 gosteren ¢alismalar vardir(Hang vd., 2004; Wan ve ark., 2014) .

Son yillarda, tiiketici egilimi, esas olarak bu yaglarin beslenme ve saglik yararlari
olduguna dair artan kanitlar nedeniyle diinya ¢apinda soguk-preslenmis yaglara dogru
degismistir (Nederal ve ark., 2012). Soguk-preslenmis yaglar herhangi bir kimyasal ve 1s1
uygulamas1 olmadan {iretildiginden, besin bilesenleri ve duyusal oOzellikleri rafine
yaglardan daha iyi korunur. Esansiyel yag asitleri, fenolik maddeler ve tokoferoller gibi
dogal antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bilesenler icerdiginden beslenme
ve duyusal agidan bir tiir fonksiyonel gida olarak atfedilirler (Akcicek & Karasu, 2018;
Tekin-Cakmak, Karasu, Kayacan-Cakmakoglu, & Akman, 2021; Tekin & Karasu, 2020).
"Soguk-preslenmis yag" yaga herhangi bir sicaklik uygulamasi yapilmadigi anlamina
gelse de, siirtiinme ve yiiksek ¢alisma basinglari nedeniyle presleme islemi sirasinda

sicaklik kendiliginden artar (Nederal ve ark., 2012).
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Kabak ¢ekirdeginden yag elde etmek i¢in hem sicak hem de soguk pres islemleri
kullanilir. Bununla birlikte, geleneksel yontemde, su ve tuzla bir hamur olusturduktan
sonra, hamur 100-130 °C'de 60 dakikaya kadar kavrulur, bu da protein fraksiyonu
pihtilagsmasina katkida bulunur ve lipit fraksiyonunun preslenerek kolayca ¢ikarilmasina
neden olur(Raczyk, Siger, Radziejewska-Kubzdela, Ratusz, & Rudzinska, 2017 ). Bu
acidan bakildiginda, balkabagi tohumlarinin yagi iiretmek i¢in kavrulmasi ve soguk pres

islemlerinde yiiksek presleme sicakliginin yani sira yagin besin kalitesini etkiler.
1.2 Tezin Amaci

Yaglarda 3-MCPD analizi uzun ve maliyetli bir analizdir. Mevcut referans yontemlere
gore Gc-Ms ile yapilmast gerekmektedir. Ancak Avrupa iilkelerinde regiilasyonlar
olusturulmus olup, yakin zamanda iilkemizde de diizenlemeleri yapilacak olan 3-MCPD
miktari, proses analizi uygulamalart kapsaminda olacaktir. Bu nedenle fabrika

uygulamalarinda her parti iirlinde analiz sonucuna ihtiya¢ duyulacaktir.

Gc-Ms ile bu kadar analizin, giinliikk olarak yapilip, liretimi yénlendirebilmesi pratikte

miimkiin gériinmemektedir.

Bu neden dolayi, daha hizli ve maliyet acisindan daha ekonomik yollara ihtiyag
duyulmaktadir. NIR teknolojisi su asamada en alternatif yontem goriinmektedir. NIR,
genel prensip olarak 15-90 s araliginda analiz sonucu vermesi, herhangi bir kimyasal sarfin
olmamas1 ve kalibrasyon islemi yapilip, metodun valide edilmesi sonrasi kullanim

noktasinda uzmanlik gerektirmemesi gibi dnemli avantajlari bulunmaktadir.

Ikinci ¢alisma olan kabak cekirdegi yagimi elde etmek igin hem sicak hem de soguk pres
islemleri kullanilmaktadir. (Raczyk, Siger, Radziejewska-Kubzdela, Ratusz, &
Rudzinska, 2017 ). Esansiyel yag asitleri, fenolik maddeler ve tokoferoller gibi dogal
antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bilesenler icerdiginden beslenme ve
duyusal agidan bir tiir fonksiyonel gida olarak atfedilen kabak c¢ekirdegi yaginin bu
ozellikleri sicaklik farklarindan dolay: etkilenebilmektedir. (Akcicek & Karasu, 2018;
Tekin-Cakmak, Karasu, Kayacan-Cakmakoglu, & Akman, 2021; Tekin & Karasu, 2020)
Bu nedenle farkli sicaklik derecelerinde preslenen kabak c¢ekirdegi yagmin;
fizikokimyasal 6zellikler, yag asidi, sterol, fenolik bilesim, in-vitro sitotoksiklik testi ve
kabak ¢ekirdegi yaginin antienflamatuvar aktivite iizerindeki etkisini belirlemek ve bu
etkilerin tespitinin uzun ve maliyetli olmasi, proses analizi olarak kullanilmasinin zor

olmast nedeni ile bagka bir infrared temelli yontem olan FTIR ile tespit edilmesi
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amagclanmistir. Bu amagla 100 °C (PSO2) ve 150 °C (PSO3) pres sicakliginda elde edilen
yaglar soguk pres yag1 (PSOI1) ile karsilagtirilmistir.

1.3 Hipotez

Gidalar1 islenmeye, proses edilmeye basladigindan itibaren 3-MCPD gida iirlinlerinde
mevcuttu (Razak vd., 2012). Fakat son zamanlarda bitkisel proteinlere ilaveten bitkisel
yaglar ve bebek mamalari ile siit, tahil iirlinleri, et, kahve, malt iirlinleri, biskiivi, kizarmis
peyNIR, tiitstilenmis triinler gibi farklr 1s1l islem gérmiis gidalarda da fazla miktarlarda
belirlenmesi ile ve kanserojen 6zelliklerinden dolay1 bu bilesenlerin incelenmesi ve tespit

edilmesi gerekliligi ihtiyac1 daha fazla artmistir (Dolezal & Velisek, 1992).

Son triinleri kullanan insanlarin karsi karsiya kaldiklart sartlari tespit etmek gayesi ile,
gida {irinlerindeki 3-MCPD, 2-MCPD ve glisidoliin seviyelerini hassas bir sekilde
belirleyen, analitik yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Birgok yontem, asit ve alkali
icerisinde transesterifikasyon araciligi ile 3-MCPD’lerin esterlerden ayristirilmasini
icermektedir (Dolezal & Velisek, 1992). Son zamanlarda kiitle spektrometrik metodu ile
tespit hassasiyeti ylikseltilmistir. Dogrulanmig GC/MS yontemi, gida iirlinleri ve gida
katki maddelerindeki 3-MCPD’yi 0.010 mg/kg’e kadar diisikk konsantrasyonlarda
belirleme kapasitelerine sahiptirler ve AOAC (metod no 2000.01) tarafindan ilk tespit

yontemi olarak kabul onaylanmistir (Arisseto vd., 2017).

Ancak Gc-Ms analiz protokolii uzun ve hassasiyeti yiiksek bir analizdir. Ayn1 zamanda
maliyetli bir analiz olmas1 6nemli bir dezavantajdir. Buna ek olarak uzmanlik gerektiren
bir alt yapiya ihtiya¢c duyulmaktadir. Ancak Avrupa iilkelerinde regiilasyonlari
olusturulmus olup, yakin zamanda iilkemizde de diizenlemeleri yapilacak olan 3- mcpd
miktari, proses analizi uygulamalari kapsaminda olacaktir. Bu nedenle fabrika

uygulamalarinda her parti liriinde analiz sonucuna ihtiya¢ duyulacaktir.

Gc-Ms ile bu kadar analizin, gilinliik olarak yapilip, tiretimi yonlendirebilmesi pratikte

miimkiin goériinmemektedir.

NIR spektroskopisi elektromanyetik spektrumun 780 ile 2500 nm dalga boyu araligindaki
bolgesini igermekte ve yapi igerisindeki O-H, C-H, C-O ve N-H gibi molekiiler baglarin
titresimleri ile ilgili olarak absorpsiyon bantlar1 olusumuna neden olmaktadir. lgili olan
kisimda analiz edilecek olan numune yakin kizilotesi 1sinlari ile temas ettigi anda, bu
baglar titresimsel enerji degisiklikleri ile kars1 karsiya gelmekte ve bu unsurlarin sonucu

olarak da molekiiller titrestigi zaman NIR bolgesindeki organik molekiillerin enerji
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absorpsiyonu ortaya ¢ikmaktadir (Ertugay vd., 2011). NIR teknolojisi su asamada en
alternatif yontem goriinmektedir. NIR, genel prensip olarak 15-90 s araliginda analiz
sonucu vermesi, herhangi bir kimyasal sarfin olmamasi ve kalibrasyon islemi yapilip,
metodun valide edilmesi sonrasi kullanim noktasinda uzmanlik gerektirmemesi gibi
onemli avantajlar1 bulunmaktadir (Blanco & Villarroya, 2002; Cen & He, 2007; Caglar
vd., 2019; Ertugay & Baslar, 2011; Newgard, 2004; Osborne vd., 1993;).

Ikinci galismada fenolik maddeler tokoferoller ve esansiyel yag asitleri gibi dogal
antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bilesenler icerdiginden beslenme ve
duyusal agidan bir tiir fonksiyonel gida olarak atfedilen kabak cekirdegi yaginin bu
ozellikleri sicaklik farklarindan dolay1 etkilenebilmektedir. (Akcicek & Karasu, 2018;
Tekin-Cakmak, Karasu, Kayacan-Cakmakoglu, & Akman, 2021; Tekin & Karasu, 2020)
Bazi ¢aligmalar, kavurma islemlerinin kabak cekirdegi yaginin biyoaktif bilesiklerinin
degismesi tizerindeki etkisi hakkinda raporlar sunmaktadir. Murkovig, Piironen, Lampi,
Kraushofer ve Sontag (2004) kabak ¢ekirdegine 150°C sicaklik uyguladilar ve yag
asitleri ve tokoferoller, fitosterollerin zamana bagli olarak degisimlerini degerlendirdiler.
Nederal ve ark. (2012) 110 °C'de 45 dakika boyunca kavrulmus kabak ¢ekirdegi macunu
su ve tohum ile hazirladilar ve iki farkli soguk-pres islemi gérmiis yag ile karsilastirdi.
Ayrica presleme sicakliginin yaglarin 6zellikleri tizerindeki etkisini de degerlendirdiler.
Bagka bir arastirmada, tohumlar 110 °C'de 40 dakika kavrulmasina ragmen, soguk-
preslenmis bir yontem kullanarak, yaglarin fizikokimyasal 6zelliklerini nasil etkiledigini
arastirmiglardir (Raczyk ve ark., 2017). Vujasinovig, Djilas, Dimic, Basic ve Radocaj
(2012) da tohum, tuz ve sudan bir macun hazirdi ve macunu 90°C, 110°C ve 130°C'de 30
ve 60 dakika kavurdu ve yaglarin biyokimyasal bilesimindeki degisiklikleri

degerlendirmistir.

Bu calismada 100 °C(PSO2) ve 150 °C (PSO3) pres sicakliginda elde edilen yaglar soguk
pres yagi (PSOI1) ile karsilagtirilmistir. Fenolik bilesikler ve steroller gibi kabak
cekirdegindeki biyoaktif maddelerin antioksidan o6zelliklerinin bilindigi g6z Oniine
alindiginda, in-vitro sitotoksiklik testini aragtirmak onemlidir. Ancak bu analizlerin
proses analizi kapsaminda {iretimi yonlendirmesi uzun ve maliyetli bir siirectir. Bu
sicaklik degisimlerinden kaynaklanan farkliliklart tespit etmek igin infrared temelli
yontem olan FTIR ile bu biyoaktif maddelerin tespit edilmesi bu c¢aligmada

amaclanmistir. Ayrica ¢alisma literatiire bir¢ok yenilik katmaktadir.
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Kalibrasyon olustura bilmek i¢in degisik 3-MCPD yiikiine sahip palm yaglari se¢ilmistir.
Palm yaglar1 6zellikle deodarizayon sirasinda yiiksek sicakliklara maruz kaldig: icin ve
yapisal Ozelliklerinden dolayr 3-MCPD olusumu agisindan daha hassas oldugu ig¢in
secilmistir. Yiiksek yiiklii 3-MCPD li yaglar i¢in ham yaglar, orta dereceli yiiklii olanlar
icin topraklama Oncesi yaglar ve diisiik yiiklii yaglar icinde topraklama sonrasi yaglar
kullanilmistir.  Yaglar Malezya’dan gelmistir. Tiim ¢aligmalar boyunca sicaklik

dalgalarindan etkilenmemeleri i¢in +4 °C buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Aynmi zamanda NIR cihazinin validasyonu sirasinda Sizma zeytinyagi kullanilmistir.
Zeytinyag1 diisiik sicaklikalarda islem gordigii icin 3-MCPD bulunmamaktadir.
Disaridan kontrollii sekilde 3-MCPD ilave ederek validasyon i¢in en uygun yag olmasi
nedeniyle zeytinyag secilmistir. Zeytinyag da tiim ¢alisma boyunca +4 °C de muhafaza

edilmistir.

Ikinci ¢alismanin materyali olan kabak ¢ekirdegi yag drnekleri soguk pres ekstraksiyon
yontemi ile iiretildi. Yaglarin iiretimi i¢in soguk pres makinesi (Tokul Ltd, Co., Izmir,
Tiirkiye) kullanilmistir. Soguk pres makinesi saatte 10 kg ¢ekirdek isleme kapasitesine
sahipti ve dolum haznesi boyutlart 5 mm'ydi. Soguk pres islemi sirasinda pres sicakligi
50 °C'yi gegmedi. Daha sonra, soguk pres kosullarina ek olarak, kabak cekirdegi yagimnin
sicak pres ekstraksiyonu icin iki pres sicakligi (100 °Cve 150 °C) uygulannmustir.
Preslendikten sonra, kat1 pargaciklar1 yaglardan ¢ikarmak i¢in filtrasyon uygulandi. Son
olarak kabak c¢ekirdegi yaglari renkli siselerle paketlenerek analizleri i¢in 4°C'de
bekletildi. Analizde kullanilan kimyasallarin tamami Merck (Darmstadt, Almanya) ve
Sigma'dan (St. Louis, ABD) analitik saflik ve tizeri (HPLC saflig1 ve GC saflig1) elde

edilmistir.
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2.2 Analiz Yontemi

2.2.1 Gc-Ms Metodu
Kullanilan Reaktifler ve Hazirlanislar1 (DGF Standart C-VI1 18 metodu (10))

Calisma Cozeltileri

d5-3-MCPD-1,2-bis-palmitol ester Stok Cozeltisi (100 ppm): d5-3-MCPD-1,2-bis-

palmitol ester (6rnegin 26,87 ug/ml toluende; esdeger olarak 5,0 ug/ml serbest 3-MCPD

icerir.) 1 mg standardin tamami1 10 ml balon igerisinde toliien ile ¢oziilerek hazirlanir.

d5-3-MCPD-1,2-bis-palmitol ester Calisma Cozeltisi ( 3-MCPD esdegeri 0,9304 ppm):

Stok ¢ozeltisinden 1.25 ml alinarak toluen ile 25 ml balon joje icerisinde hazirlanir.

3-MCPD-1,2-bis-palmitol ester (26,6 ug/ml toliiende; esdeger olarak 5,0 ug/ml serbest 3-
MCPD)

Glycidyl Stearate Stok Cozelti (1000 ppm) : 1000 ppm olarak toliien ile hazirlanir.

Glycidyl Stearate Calisma Cozeltisi (25 ppm) : Stok ¢6zeltiden toluen ile seyreltilerek 25

ppm olacak sekilde hazirlanir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (25 ml) : Konsantrasyonu 20 g/L olacak sekilde metanol ile

hazirlanir. 0,5 g NaOH tartilir ve metanol ile 25 ml ye tamamlanur.

% 25 lik Siilfiirik Asit (H2SO4) Cozeltisi (100ml) : %95 lik H2SO4 ¢o6zeltisinden 16,9

ml alinir ve saf su ile 100 ml ye tamamlanur.

Asitlendirilmis Sodyum Kloriir Cozeltisi (200 g/l) : 200 g sodyum Kkloriir tartilir ve

tizerine 35 ml %25 lik siilflirik asit ¢ozeltisi ilave edilerek su ile 1 L ye tamamlanur.
Hazirlanmig olan soliisyonun 600 ul si 200 ul hazirlanmis olan sodyum hidroksit
¢Ozeltisini notralize etmelidir. Notralize islemi fenol fitaleyn ile kontrol edilir (Fenol

fitaleyn ¢ozeltiyi berraklagtirmali).

Asitlendirilmis Sodyum Kloriirsiiz Cézeltisi (600 g/I): 600 g sodyum bromiir tartilir ve

tizerine 35 ml %25 lik siilfiirik asit ¢ozeltisi ilave edilerek su ile 1 L ye tamamlanir.
Hazirlanmig olan soliisyonun 600 ul si 200 ul hazirlanmis olan sodyum hidroksit
¢ozeltisini notralize etmelidir. Notralize islemi fenol fitaleyn ile kontrol edilir (Fenol

fitaleyn ¢ozeltiyi berraklagtirmali).

Doymus Fenil Boronik Asit Cozeltisi/PBA (Tiirevlendirme Cdzeltisi): 2.5 g PBA {izerine

19 ml aseton ve 1 ml su ilave edilerek hazirlanir.
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t-BME-solvent karisimi (8:2): 8 ml tert-butilmetileter (t-BME) ile 2 ml etil asetat

karistirilarak hazirlanir.

Dietil eter/etil asetat karisimi (6:4): 60 ml dietil eter ile 40 ml etil asetat karistirilarak

hazirlanir.
YOntem:

Gc-Ms ile 3-MCPD Analiz Yontemi

Bu kapsamda 25 tane ham yag, 25 tane topraklama Oncesi yag ve 25 tane topraklama

sonrasi yag ,numunesi G¢-Ms ile analiz edilecektir.

Deney A — Bu deneyin prensibi 3-MCPD ve glisidol igermeyen numune igerisine bu
maddelerin yerine gecen standardin numuneye eklenmesi ile tert-butil metil eterinde
¢oziindiiriilmesidir. Bu ¢ozelti sodyum hidroksitin metanollii ¢cozeltisi ile seyreltilir. Bu
reaksiyon belirli oranda sodyum kloridin asidik ¢ozeltisi ilavesi ile sonlandirilir. Bu asidik
kosullar altinda serbest glisidol inorganik klorid ile reaksiyonu ile 3-MCPD ve daha
diisiik oranlarda 2-MCPD ye doniisiir. Numunedeki istenmeyen non-polar bilesikler sulu
fazin n-hekzan ile ekstraksiyonu ile uzaklastirilir. Yerine gecen standart ile analit birlikte
suli fazin dietileter, etil asetat veya bunlarin birlikte kullanimi1 ile ekstrakte edilerek
organik faza gecirilir. Tiirevlendirme PBA (fenil boranik asit) nin organik fazla
reaksiyonu ile gergeklesir. PBA nin uzaklastirilmasi i¢in ekstrakte edilen analitler organik
coziiciiye transfer edilir. Elde edilen ekstrakt susuz sodyum siilfat gegirilerek azot altinda

kurutulur ve izooktanla ¢oziiliir ve GC ye enjekte edilir.

Deney B — Bu deneyin prensibi 3-MCPD ve glisidol igermeyen numune igerisine bu
maddelerin yerine gecen standardin numuneye eklenmesi ile tert-butil metil eterinde
¢oziindiiriilmesidir. Bu ¢ozelti sodyum hidroksitin metanollii ¢ozeltisi ile seyreltilir. Bu
reaksiyon asidik klor igermeyen tuz soliisyonu eklenerek sonlandirilir (sodyum bromid).
Kloridsiz asidik sartlar altinda serbest glisidol tuz kullanimina gore farkli bir reaksiyon

verir. Diger hazirlik agamalar1 Deney A da ki gibidir.

GC-MS Sartlari

Enjeksiyon miktari: 1.2 ul
Tasiyict gaz: Helyum 1ml /dk

Enjeksiyon splitless, purge akis1 50ml/dk (0,5 dakikadan 1 dakikaya kadar), septum purge
3 ml/dakika
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Tablo 2.1 GC Firin sicaklik programi

Basamak Sicaklik Siire
0 85°C 0,5 dakika
6 °C/dakika 150°C
12 °C/dakika 180 °C
25 °C/dakika 280 °C 7 dakika

Enjeksiyon basina analiz siiresi yaklasik 25 dakikadir.

MS dedektor sartlar::

EI/SIM modu

3-MCPD i¢in iyonlar: 149/150/201/203
3-MCPD i¢in iyonlar: 146/147/196/198
Miktar analizi i¢in iyonlar

3-MCPD (147) ve 3-MCPD-d5 (150)

Analizin Yapilmasi

* Analizi yapilacak yagdan iki ayr1 deney tiipiine A ve B reaksiyonu i¢in 0,1 g tartilir.

* Her deney tiiptine 100 ul standart (3-MCPD-d5) ve 1 ml tBME karisim ¢ozeltisi

eklenerek vortex ile karistirilir.
*  Her numuneye 200 ul sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenir ve ¢alkalanip 2dk beklenir.

* A numunesine 2 dk sonunda asitlendirilmis 600 ul NaCl eklenerek reaksiyon

sonlandirilir.

* B numunesine 2 dk sonunda asitlendirilmis 800 ul NaBr eklenerek reaksiyon

sonlandirilir.
Not: Verilen reaksiyon zamanina uymak énemlidir.

*  Reaksiyon sonlandirma ¢dzeltileri ilave edildikten sonra her iki deney tiiptine 600

ul n-hekzan eklenerek ¢alkalanir faz ayrimi olunca iistteki faz pastor pipeti ile atilir.

« Tekrar 600 ul n-hekzan ilave edilerek ¢alkalanir ve istteki organik hekzan fazi

atilir.

* Elde edilen sulu faza 300 ul tiirevlendirme ¢6zeltisi PBA ilave edilir ve 1dk vortex

ile karistirilir.
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+  Deney tiiplerinin kapaklar1 kapatilarak 90 °C su banyosunda 30 dakika bekletilir.
*  Deney tiipleri oda sicakligina getirilene kadar sogutulur.
*  Yeni deney tiiplerine 2-3 spatiil susuz sodyum siilfat ilave edilir.

* (Oda sicakligina getirilen deney tiiplerine 600 ul dieitil eter + etil asetat karigimi
(600ul/ml dietileter; 400ul/ml etil asetat) ilave edilir ve tistteki organik faz alinarak

sodyum siilfat konulan deney tiiplerine alinir. Bu islem 2 defa uygulanir.

* FElde edilen ekstraktlar tamamen kuruyana kadar azot ucurma diizeneginde

ugurulur.
»  Deney tiiplerine 500 ul izooktan ilave edilir.
»  Berrak olan ¢6zeltiden siringa ile 1 ul alinarak GC’ye enjekte edilir.
Deney A ve B den gelen ¢ozeltiler ayr tiiplerde analize alinir.
Deney A dan gelen 3-MCPD ve glisidol toplamin1 verir.
Deney B den gelen ise sadece 3-MCPD sonucunu verir.

HESAPLAMALAR

W3-mcppa)= SFA X Wps-3-mcrpa) / SFia
Ws.mcrpa)= Deney A 3-MCPD miktar1 mg/kg
SFa=Deney A 3-MCPD alani
Whps.3-Mcppa)= 3-MCPD-d5 konsantrasyonu mg/kg
SFia=Deney A 3-MCPD-d5 alani

2.1)
W3-mcprpB) = SFB X Was-3-mcprp) / SFiB
Ws.mcppe)= Deney B 3-MCPD miktart mg/kg
SFg =Deney B 3-MCPD alani
Wos.3-mcpo)= 3-MCPD-d5 konsantrasyonu mg/kg
SFig = Deney B 3-MCPD-d5 alani
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2.2.2 NIR Yontemi

Genel olarak spektroskopik yontem prosediirleri, ¢ozeltilerin 15181 absorbe etmesi,
gecirmesi veya yansitmasi gibi niteliklerin belirlenmesi prensibine dayanan enstriimantal
analizlerdir. Bir maddenin belli bir dalga boyundaki bir 15181 absorbe etmesi, onun 6teki
kimyasal veya fiziksel unsurlar1 gibi belirtici bir niteliktir. NIR spektroskopisi
elektromanyetik spektrumun 780 ile 2500 nm dalga boyu araligindaki bolgesini igermekte
ve yapi igerisindeki O-H, C-H, C-O ve N-H gibi molekiiler baglarin titresimleri ile ilgili
olarak absorpsiyon bantlar1 olusumuna neden olmaktadir. ilgili olan kistmda analiz
edilecek olan numune yakin kizil6tesi 1sinlari ile temas ettigi anda, bu baglar titresimsel
enerji degisiklikleri ile karsi karsiya gelmekte ve bu unsurlarin sonucu olarak da
molekiiller titrestigi zaman NIR bolgesindeki organik molekiillerin enerji absorpsiyonu
ortaya ¢ikmaktadir (Blanco & Villarroya, 2002; Cen & He, 2007; Caglar vd., 2019;
Ertugay & Baslar, 2011; Newgard, 2004; Osborne vd., 1993;).

NIR kalibrasyonu i¢in Buchi N500 marka NIR cihazi kullanildi. 75 adet yag numunesinde
3-MCPD analizi yapildiktan sonra, ayni numuneler 55 OC de eritilerek, NIR cihazinda
okutulup, tanitild1. Bu dogrultuda da kalibrasyonlar olusturuldu. Daha sonra 75 adet yag
numunesi tekrar NIR cihazi ile okutularak, G¢-Ms sonucu ile karsilastirildi. Ayrica daha
once NIR cihazinda okutulmamis, 25 adet numune NIR cihazinda analiz edilip, daha

sonra Ge-Ms ile analiz edildi ve birbirleri ile karsilagtirilmalar yapildi.
2.2.3 NIR Istatistiksel Analiz

Laboratuvar calismalar1 sonucunda elde edilen veriler bilgisayara aktarilacak ve
ortalamalar ve standart sapmalar hesaplanacaktir. Ardindan sonuglar tablo ya da grafik

olarak sonug raporuna aktarilacaktir.

Proje siiresince yapilacak calismalar 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilecektir. Yapilan tiim
calismalar ve elde edilen sonuclar, her bir ya§ numunesi i¢in ayr1 ayri toplanacak ve
istatistiksel degerlendirmeye tabi tutulacaktir. Verilerin degerlendirilmesinde varyans
analizi uygulanacaktir. Varyans analizleri, Windows tabanli SAS (SAS 8.2, North
Carolina, ABD) paket programi kullanilarak gerceklestirilecektir. Ortalamalar arasindaki
onem dereceleri ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile %95 giliven aralifinda

belirlenecektir.
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2.2.4 Kabak Cekirdegi ve Kabak Cekirdegi Yaginin Fizikokimyasal Analizi

Kabak c¢ekirdeginin kuru madde, protein ve yag igerigi analizi resmi prosediirlerle
aciklanan yonteme gore yapildi. Kurutma firininda 2,5 saat boyunca 105 °C'de
kurutularak gergeklestirilen kuru madde igerigi analizi (FN 120, Nuve, Ankara, Tiirkiye).
Toplam protein i¢erigi Dumas yontemi ile otomatik azot analizorii (FP 528, Leco, ABD)
kullanilarak belirlendi. Elde edilen azot degerlerinin 6,25 ile ¢arparak toplam protein
icerigi belirlendi. Soxhlet ekstraksiyon sistemi tarafindan belirlenen yag igerigi ve hekzan
¢oziicii olarak kullanilmistir (Karasu vd., 2015). Numunelerin serbest yag asitligi (FFA)
ve peroksit degerleri (PV), sirasiyla IUPAC 2.201 ve 2.501 tarafindan agiklanan yonteme
gore belirlendi (IUPAC, 1992). Kabak ¢ekirdegi yaginin toplam tokoferol igerigi (kg
yag basina a-tokoferol mg) AOAChin HPLC yontemi ile belirlendi (2000).
Kromatografik ayirma, etil asetat:asetik asit: 1,5 ml/dk akista hekzane (1:1:98 v/v/v)
olusan mobil faz kullanilarak gergeklestirildi. Algilama, floresan dedektorii tarafindan
290 nm (eksitasyon) ve 330 nm (emisyon) dalga boylarinda gergeklestirildi.
Numunelerdeki tokoferol sayisi, a-tokoferol standardi ile elde edilip harici kalibrasyon
egrileri (0-10 g ml r? u >0,99) kullanilarak ml yag 6ziinde g tokoferoller olarak ifade

edilmistir.
2.2.5 Sterol Kompozisyon Tayini

On islemden sonra sterol bilesimi yapilmadan 6nce; sterol bilesimi, 0,5 g yag numunesi
bir test tiipiine aktarild1 ve bir saat boyunca 80 °C'de 5 ml doymus metanolik KOH ile
sabunlastirilmistir. Daha sonra, ii¢c kez 5 ml hekzan kullanilarak ¢ikarildi; elde edilen
¢ozelti susuz sodyum siilfat ile kurutuldu. 0,5 ml kurutulmus hekzan 0,1 ml bis
(trimetilsilyl) trifluoroacetamide/trimethylchlorosilane (4:1 v/v) ¢ozeltisi ile muamele
edildi. On islemden sonra, FID ile donatilmis GC kullanilarak belirlenen yag érneklerinin
sterol bilesimi, Sterollerin ayrilmasi i¢in CP-SIL 24 CB (60m 0.32 mm 1.00 pm)
kullanilarak yapilda.

Sterol bilesim analizi i¢in asagidaki yontem parametreleri belirlendi. Calisma kosullari
su sekildeydi: tasiyict gaz, helyum; akis hizi 0,8 ml/dak; enjektor sicakligi, 280°C;
dedektor sicakligi, 300°C; firin sicakligl programi, baslangi¢ sicakligi 2 dakika igin 50
°C idi, 60 °C/dk'da 245°C'ye yiikseltildi, 1 dakika bekletildi ve daha sonra 3°C/dk' da
275°C'ye yiikseltildi, 35 dakika boyunca bu sartlarda tutulmustur (Kamm ve ark., 2002).
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2.2.6 Yag Asidi Bilesim Tayini

Kabak ¢ekirdegi ve kabak c¢ekirdegi yagi drnekleri, AOAC (1990) tarafindan agiklanan
yonteme gore BF3-metanol kullanilarak metillendirilmistir. Yag asidi metil ester gaz
kromatografisine (kilcal stitun, HP-88, 100m0.25mm, film kalinlig1: 0.20 mm) aktarilmis
ve alev iyonlastirma dedektorii (FID) ile donatilmis gaz kromatografisi (Agilent 6890N)
ile analiz edilmistir. Tastyic1 gaz, 0,5 ml/dk debi ile helyum olarak se¢ildi. Enjektor ve
dedektoriin sicakliklar1 sirasiyla 250°C ve 280°C olarak ayarlandi. 120°C'lik ilk firin
sicaklig1 10 dakikaydi, 5°C/dk hizinda 240°C'ye yiikseltildi. Enjeksiyon hacmi 1 pL idi.
Kabak ve kabak ¢ekirdegi yag orneklerinin yag asidi metil esterleri, numunelerin tutma
siiresi ve uygun yag asitleri metil ester standartlar1 karsilagtirilarak tanimlanmustir.
Bireysel yag asidi igerigi, doymus yag asidi (SFA), tekli doymamis yag asidi (MUFA) ve
coklu doymamis yag asidi (PUFA) igeriginin yiizdesi sunulmustur.

2.2.7 Fenolik Bilesiklerin Belirlenmesinin Ekstraksiyonu

Metanol, fenolik bilesiklerin kabak cekirdegi ve kabak cekirdegi yagindan ¢ikarilmasi
i¢in kullanilmustir. Ik olarak, 2 ml hekzana 4 ml yag ile karistirildi ve hekzan / yag
karisimina 4 ml metanol eklendi. Daha sonra, elde edilen ¢6zelti fenolik bilesiklerin
cikarilmasi i¢in ¢alkalanan su banyosunda (Memmert WB-22) 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Ekstraksiyon isleminden sonra, 6zler 10 dakika boyunca 2.500 g'da
santrifiijlendi (Hettich, Universal 320R, Tuttlingen, Almanya) ve metanolik faz alindu.

Bu islem hekzan fazini ¢ikarmak igin ti¢ kez tekrarlanmistir.
2.2.8 Toplam Fenolik icerik (TPC) Tayini

Folin-Ciocalteu kolorimetrik yontemi (Singleton & Rossi, 1965) kabak ¢ekirdegi
yaglarinin TPC’sini belirlemek i¢in kullanildi. Initialy, 0.2 N Folin-Ciocalteu reaktifinin
2.5 ml'si ve %7.5 Na 2COs “lin 2 ml'si metanolik ekstraktin 0.5 ml'si ile karistirildi. Bu

karisim karanlik bir yerde oda sicakliginda 45 dakika tutuldu.

Bekletme siiresinin sonunda, emici 760 nm'de bir UV-VIS Spektrofotometresi
(Shimadzu, UV-1800) kullanilarak kaydedildi. TPC gallik asit esdegeri olarak belirlendi.

TPC, gallik asit ile elde edilen bir kalibrasyon egrisinden hesaplandi. Toplam fenolik
Gallik asit esdegerleri (mg GAE/g 6zii) olarak ifade edildi.
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2.2.9 DPPH (2,2--difenil-1-picrylhydrazyl) Radikal Yakalama Aktivitesi Tayini

Metanolik 6zlerin antioksidan kapasite (AC) degerleri Singh, Murthy ve Jayaprakasha
(2002)tarafindan agiklanan yonteme gore DPPH (1,1-difenil-2- picrylhydrazyl) yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra 0.1 ml ekstresi ve 2 ml metanolik DPPH ¢ozeltisi
karistirildi. Karigim kuvvetli bir sekilde ¢alkaland1 ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibe edildi. Absorbans bir spektrofotometre (UV-Mini 1240, Shimadzu, Kyoto,
Japonya) tarafindan 517 nm olarak okunarak, kaydedildi. Trolox esdegerinin antioksidan
kapasite (TEAC) degeri, gram soguk pres kabak ¢ekirdegi yagi numunesi (mmol TE/g

0zii) bagina mili mole Trolox esdegerleri olarak ifade edilmektedir.
2.2.10 Fenolik Bilesiklerin Belirlenmesi

Metanolik 6zlerin bireysel fenolik bilesikleri, HPLC tarafindan bir diyot dizisine (HPLC-
DAD, Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya) bagli olarak belirlendi. Metanolik ekstrakt 0.45-
pm membran filtresinden siiziildii ve filtrelenmis numunenin 1 ml'si HPLC sistemine
(LC-20AD pompa, SPDM20A DAD dedektorii, SIL-20A HT otosampler, CTO-10ASVP
kolon firimi, DGU-20A5R gaz giderici ve CMB-20A iletisim veri yolu modiili;
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya). Ayirmalar 40°C'de 250 mm 4,6 mm uzunlugunda, 5
um pargacik boyutuna sahip ters fazli bir siitunda (Intersil® ODS C-18, GL Sciences,
Tokyo, Japonya) gergeklestirildi. Mobil fazlar solvent A (%0,1x(v/v)asetik asit ile
damitilmig su) ve solvent B (%0,1(v/v)asetik asit ile asetonitril) kullanildi. Gradyan
elisyonu % 10 B (0 -2 dk), % 10 ile % 30 B (2 -27 dk), % 30 ila % 90 B (27 -50 dk) ve
% 90 ila % 100 B (51-60 dk) ve 63 dakikada baslangi¢ kosullarina geri dondii. Akis hizi
1 ml/dk idi. Kromatogramlar 254-356 mm’de ¢ekildi. Tanimlama ve nicel analiz, saklama
stirelerine ve standart egrilere gore yapildi. Fenolik miktarlarin sonucu numuneler igin

mg/kg olarak ifade edildi.
2.2.11 In-Vitro Sitotoksiklik Analizi

PSO 1 (soguk presleme), PSO2 (100°C) ve PSO3 (150°C)in vitro sitotoksikligi, Cakir
Ko¢ ve ark. (2018) tarafindan agiklandigi gibi XTT tahlilleri kullanilarak bazi
degisikliklerle gerceklestirildi.

Caco-2 adenokarsinom hiicre hatti orneklerin sitotoksik etkileri igin kullanilmuistir.
Kisacasi, hiicre hatti% 5 CO 2 inkiibatorde 3-4 giin boyunca 37 °C'de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, hiicreler bir trypsinization islemi ile ¢ikarildi ve bir Thoma hiicre

sayim odasi ile sayildi. Daha sonra, 96 kuyu diiz tabanli mikro plakalarda 104 hiicre /
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kuyu kaplandi ve kuyunun dibine yapismasi igin 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edildi.
Kulugka isleminden sonra, 6rneklerin farkli konsantrasyonlari (30 mg/ml, 25 mg/ml, 20
mg/ml, 15 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml ve 1 mg/ml) her kuyuya eklendi ve 24
saat boyunca tekrar inkiibe edildi. Kuyudaki ortam kismi ¢ikarildi ve kuyuya 0,5
mg/ml'de 100 pl XTT ¢ozeltisi konuldu. Mikro plakalarin 3 saat boyunca 37 °C'de
inkiibasyonunu takiben, optik yogunluk (OD) bir mikro plaka okuyucu (Elisa okuyucu
Elx800, Biotek, Vermont, ABD) kullanilarak 450 nm olarak 6lgiildii ve uygulanabilir

hiicre sayis1 asagidaki denkleme gore hesaplandi.
Cell viability (%) = OD Sample / OD Control *100 (2.2)
2.2.12 Antienflamatuvar Aktivite

PSO o6rneklerinin antienflamatuvar aktivitesini belirlemek igin Sakat ve ark. (2010)
tarafindan tanimlanan bir protein denatiirasyon tahlili yapildi. Kisaca PBS’de 25 pl kabak
cekirdegi yagi ve %1 si8ir serum albiimin ¢Ozeltisi iceren bir reaksiyon karigimi
hazirland1 ve pH 6.8 olarak ayarlandi. Reaksiyon karisimlar1 15 dakika boyunca 37 °C'de
bir su banyosunda 1sitildi, daha sonra 5 dakika boyunca 75 °C'de inkiibe edildi. Oda
sicakligina sogutulduktan sonra, numunelerin absorbans1 660 nm'de bir spektrofotometre
(Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japonya) kullanilarak 6l¢iildii. Test ti¢ tarafli olarak yapildi

ve BSA protein denatlirasyonunun yiizde inhibisyonu denkleme gore hesaplandi.

Yiizde inhibisyon yiizdesi = (Ac — As) /Ac x 100 (2.3)
Burada AC kontroliin emiciligidir ve As test 6rneginin emiciligidir.

2.2.12 FTIR Spektrometrik Analiz

Bu calismada elmas kristal modiilli ATR aksesuari ile donatilmis Bruker Tensor 27
spektrometresi (Bremen-Almanya) kullanilmigtir. Dedektér, KBR 1sin ayiricili bir
DLATGS dedektorii kullanildi. Cihaz kontrolii ve veri toplama i¢in Bruker Gmbh'den
Windows i¢in OPUS programui Siiriim 7.2 kullanildi. Kizilotesi spektrumlar, 4 cm-1
¢cOziintirlikkte 3800 ila 600 cm-1 arasinda degisen dalga boyunda kaydedildi ve spektrum

basina 16 tarama toplandi.

Yag numunesinin bir damlast ATR kristali iizerine damlatildi. Her numunenin bes
kopyast ayn1 kosullarda 6l¢iildii ve her numune i¢in bir ortalama spektrum elde edildi.

Her 6lgtimden sonra kristal elmasin yiizeyi aseton ve distile su ile temizlendi. Temiz ve
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kuru elmas kristal ylizeyinin havaya kars1 spektrumlari kaydedildi ve her 6l¢iim i¢in arka

plan olarak kullanildz.
2.2.13 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz sonuglari, standart sapmalari ile ii¢ tarafliliklarin ortalama degerleri
olarak bildirilmistir. Dort farkli kurutma yonteminden elde edilen kabak ¢ekirdegi yagi
orneklerinin karsilastirilmasinda tukey testi kullanilmistir. JMP ver. 9 yaziliminin (SAS
Enstitiisii) 0,05 6nem diizeyinde kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile

belirlenen numunelerdeki farkliliklarin istatistiksel 6nemi hesaplandi.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Ge-Ms ile 3-MCPD Analizleri ve NIR Kalibrasyonu

[k basamak olarak, NIR kalibrasyonunu olusturabilmek igin degisik 3-MCPD yiikiine
sahip palm yaglari segildi. 75 adet palm yagi numunesi G¢-Ms ile analizlenerek 3-MCPD
miktarlar belirlendi. Bu dogrultuda sonuglar NIR cihazina yiiklenerek kalibrasyon egrisi
tamamlandi. Bu siiregte Gc-Ms ile analiz sonucu belirlenen numuneler, tekrar NIR ile de

analizlenerek, farkliliklar izlendi. Sonuglar Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Ge-Ms ve NIR analiz sonuglariin Karsilastirilmasi

No | Ge-Ms(ppm) |NIR(ppm)
1 0,09 0,12
2 0,12 0,15
3 0,22 0,29
4 0,23 0,27
5 0,25 0,19
6 0,26 0,26
7 0,27 0,31
8 0,28 0,26
9 0,29 0,33

10 0,31 0,38

11 0,33 0,39

12 0,34 0,39

13 0,34 0,38

14 0,35 0,32

15 0,36 0,41

16 0,35 0,39

17 0,37 0,42

18 0,37 0,42

19 0,38 0,41

20 0,38 0,46

21 0,39 0,37

22 0,4 0,49

23 0,45 0,51

24 0,47 0,43
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Tablo 3.1 Ge-Ms ve NIR analiz sonuglarinin karsilastirilmasi (devami)

25 0,48 0,54
26 0,49 0,56
27 0,51 0,58
28 0,52 0,49
29 0,55 0,57
30 0,61 0,66
31 0,63 0,63
32 0,66 0,71
33 0,71 0,63
34 0,94 1,01
35 0,98 0,93
36 1,13 1,19
37 1,23 1,27
38 1,27 1,22
39 1,37 1,31
40 1,78 1,87
41 1,78 1,85
42 1,97 1,92
43 2,13 2,17
44 2,16 2,21
45 2,2 2,29
46 2,36 2,41
47 2,39 2,46
48 2,46 2,51
49 2,48 2,41
50 2,49 2,41
51 2,58 2,58
52 2,6 2,66
53 2,62 2,55
54 2,63 2,52
55 2,63 2,58
56 2,64 2,71
57 2,64 2,73
58 2,65 2,69
59 2,66 2,59
60 2,67 2,71
61 2,69 2,74
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Tablo 3.1 Ge-Ms ve NIR analiz sonuglarinin karsilastirilmasi (devami)

62 2,7 2,61
63 2,71 2,64
64 2,12 2,63
65 2,76 2,81
66 2,76 2,87
67 2,81 2,88
68 2,83 2,87
69 2,87 2,91
70 2,92 3,01
71 2,95 2,97
72 3,08 3,21
73 3,11 3,19
74 3,2 3,22
75 3,21 3,29
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NIR kalibrasyonu sonras1 25 adet farkli 3-MCPD yiikiine sahip, kalibrasyon sirasinda
kullanilmamis palm yag numuneleri; kalibrasyonun etkinligini gostermesi agisindan NIR

cthazinda ayrica analizlenmistir. Tablo 3.2 ‘de goriindiigii gibi sonuglar alinmistir.

Tablo 3.2 Ge-Ms ve NIR analiz sonuglarinin karsilastirilmasi

No Ms((BpCpm) NIR(ppm) | No I\/Is((spcpm) NIR(ppm)
1 0,14 0,16 14 0,78 0,81
2 0,17 0,17 15 0,8 0,83
3 0,21 0,23 16 0,83 0,81
4 0,42 0,4 17 0,85 0,86
5 0,44 0,46 18 1,03 1,07
6 0,56 0,56 19 1,06 1,06
7 0,58 0,61 20 1,17 1,19
8 0,6 0,59 21 2,53 2,58
9 0,68 0,72 22 2,55 2,61
10 0,73 0,77 23 2,75 2,74
11 0,74 0,75 24 3,13 3,17
12 0,75 0,79 25 3,16 3,21
13 0,77 0,75
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3.2 Metod Validasyon/Verifikasyon

Yag 6rneklerinde 3-MCPD miktarinin NIR cihazi kullanilarak kantitatif olarak tayininin
gerceklestigi metottur. “Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi” nde yag numuneleri
icin limit deger bulunmamaktadir. Metodun c¢alisma araligi 0,3 mg/kg ile 5 mg/kg olarak

belirlenmistir.

Bu metot i¢in asagida belirtilen metot parametrelerinin verifikasyon c¢alismalari

yapilmistir.

e Tespit limiti

e Olgiim limiti

e Dogruluk ve geri kazanim

o Tekrarlanabilirlik

o Tekrar uretilebilirlik
Metot verifikasyonu i¢in 6rnek matriksi olarak zeytinyagi kullanilmistir.
Metot 0,3 mg/kg ile 5 mg/kg konsantrasyon aralifinda verifiye edilmistir.

Tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik ve geri kazanim calismalar1 i¢in 6rnek matriks
olarak kabul edilen zeytinyagina; 0,3 mg/kg ve 5 mg/kg diizeyinde 3-MCPD igerecek
sekilde standarttan eklemeler yapilip analiz edilmistir. Bu iki degisik 3-MCPD oranina
sahip ornekler ile verifikasyon c¢aligmalar1 iki kisi tarafindan 10 ayr1 galisma yapilarak

gerceklestirilmistir.

Tespit Limiti (LOD) ve Olciim Limiti (LOQ)

Tespit ve Olglim limiti tespitinde; ilk olarak 6rnek test edilmis ve 3-MCPD tespit
edilmemistir. Son iriinde yaklasik 0,3 mg/kg diizeyinde 3-MCPD igerecek sekilde
standarttan ekleme yapilip analiz yapilmigtir. Kullanilan yontemde belirtilen islem
uygulandiktan sonra NIR’ da 10 kez analiz yapilarak standart sapmasi hesaplanmaistir.
Elde edilen degerler Tablo 3.3 ve Tablo 3.4 de verilmistir. Asagidaki formiiller
kullanilarak LOD ve LOQ hesaplanmustir.

LOD : SDx3
LOQ : SDx10

LOD : Tespit Limiti (Limit of Detection)
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LOQ : Olgiim Limiti (Limit of Quantitation)

SD  : Standart Sapma (Standard Deviation)

Tablo 3.3 1.Analistin LOD- LOQ ¢alisma sonuglari

Analiz Sayisi 3-MCPD (mg/kg)
1 0,27
2 0,27
3 0,29
4 0,29
5 0,27
6 0,29
7 0,29
8 0,27
9 0,29
10 0,29
Ortalama 0,28
SD 0,01
%RSD 3,66
LOD 0,03
LOQ 0,10
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Tablo 3.4 2.Analistin LOD- LOQ ¢alisma sonuclari

3-MCPD
Analiz S
naiz ay1s1 (mg/kg)
1 0,29
2 0,29
3 0,29
4 0,27
5 0,29
6 0,27
7 0,29
8 0,29
9 0,27
10 0,29
Ortalama 0,28
SD 0,01
%RSD 3,40
LOD 0,03
LOQ 0,10

LOQ degeri; calisilan degerden diisiik bulundugundan metodun LOQ’ su olarak ¢alisilan
deger olan 0,3 mg/kg alinacaktir.
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Tekrarlanabilirlik Sonuclar1 ve Degerlendirmesi

Diisiik Konsantrasyon icin;

Tablo 3.5 Analistin elde ettigi tekrarlanabilirlik sonuglar

Analiz Ad1 3-MCPD
(mg/kg)
0,27
0,27

Sonuclar 0,29
0,29
0,27
0,29

Ort 0,28

Sr 0,01

% RSD 3,91

Tekrarlanabilirlik limiti (r =Sr x 2,8) | 0,03

Mutlak Fark (Max-Min) 0,02

Tekrarlanabilirlik limitine uygunluk

kontrolii 9)
Horwitz % RSDr 12,7
Horratr 0,31
Horrat Uygunluk U
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Tablo 3.6 2. Analistin elde ettigi tekrarlanabilirlik sonuglar

3-MCPD
Analiz Ad1 (mg/kg)
0,29
0,29
0,29
Sonuclar
0,27
0,29
0,27
Ort 0,28
Sr 0,01
%RSD 3,65
Tekrarlanabilirlik limiti  (r
=Sr x 2,8) 0,03
Mutlak Fark (Max-Min) 0,02
Tekrarlanabilirlik  limitine
uygunluk kontrolii U
Horwitz % RSDr 12,7
Horratr 0,29
Horrat Uygunluk U
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Yiiksek Konsantrasyon icin;

Tablo 3.7 1. Analistin elde ettigi tekrarlanabilirlik sonuglari

3-MCPD
Analiz Ad1 (ma/kg)
4,88
4,88
4,91
Sonuglar
4,91
4,88
4,88
Ort 4,89
Sr 0,02
% RSD 0,32
Tekrarlanabilirlik limiti (r
=Sr x 2,8) 0,04
Mutlak Fark (Max-Min) 0,03
Tekrarlanabilirlik  limitine
uygunluk kontrolii U
Horwitz % RSDr 2,93
Horratr 0,11
Horrat Uygunluk U

50



Tablo 3.8 2. Analistin elde ettigi tekrarlanabilirlik sonuglari

3-MCPD
Analiz Ad1 (mg/kg)
4,87
4,87
4,91
Sonuclar
4,91
491
4,87
Ort 4,89
Sr 0,02
%RSD 0,45
Tekrarlanabilirlik limiti (r
=Sr x 2,8) 0,06
Mutlak Fark (Max-Min) 0,04
Tekrarlanabilirlik  limitine
uygunluk kontrolii U
Horwitz % RSDr 2,93
Horratr 0,15
Horrat Uygunluk U
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Yapilan caligmalar sonucu elde edilen Horratr degeri < 2 oldugundan sonuglar uygundur.
Analizin orijinal yonteminde zeytinyaginda kesinlik parametresi i¢in tekrarlanabilirlik

limitleri verilmediginden sonugclar istatistiksel metotlar ile degerlendirilmistir.

Tekrar Uretilebilirlik ve Geri Kazanim Sonuclari ve Degerlendirmesi

Diisiik Konsantrasyon icin;

Tablo 3.9 1. Analistin elde ettigi tekrar Uiretilebilirlik ve geri kazanim sonuglari

Teorik (B)Ll;fljrl\(;?\ g\:r?tljiczu Sonug Geri
Analiz Sayis1 | 3-MCPD 3-MCPD Bulunan 3- (mg/ka) Kazanim
(ma/kg) (ma/kg) MCPD (%)
(mg/kg)

1 0,30 0 0,27 0,27 90
2 0,30 0 0,27 0,27 90
3 0,30 0 0,29 0,29 97
4 0,30 0 0,29 0,29 97
5 0,30 0 0,27 0,27 90
6 0,30 0 0,29 0,29 97
7 0,30 0 0,29 0,29 97
8 0,30 0 0,27 0,27 90
9 0,30 0 0,29 0,29 97
10 0,30 0 0,29 0,29 97
Ortalama 0,28 0,28 94
SD 0,01 0,01 34
%RSD 3,7 3,7 3,7
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Tablo 3.10 2. Analistin elde ettigi tekrar iiretilebilirlik ve gerikazanim sonuglari

. Analiz
. Ornekte ]
Teorik Sonucu Geri
Bulunan Sonug¢
Analiz Sayis1 | 3-MCPD Bulunan 3- Kazanim
3-MCPD (mg/kg)
(mg/kg) MCPD (%)
(mg/kg)
(mg/kg)
1 0,30 0 0,29 0,29 97
2 0,30 0 0,29 0,29 97
3 0,30 0 0,29 0,29 97
4 0,30 0 0,27 0,27 90
5 0,30 0 0,29 0,29 97
6 0,30 0 0,27 0,27 90
7 0,30 0 0,29 0,29 97
8 0,30 0 0,29 0,29 97
9 0,30 0 0,27 0,27 90
10 0,30 0 0,29 0,29 97
Ortalama 0,28 0,28 95
SD 0,01 0,01 3,2
%RSD 3,4 34 3,4
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Yiiksek Konsantrasyon icin;

Tablo 3.11 1. Analistin elde ettigi tekrar tiretilebilirlik ve gerikazanim sonuglari

. Analiz
. Ornekte .
Teorik Sonucu Geri
Bulunan Sonug
Analiz Sayis1| 3-MCPD Bulunan 3- Kazanim
3-MCPD (mg/kg)
(mg/kg) MCPD (%)
(mg/kg)
(mg/kg)
1 5,0 0 4,88 4,88 98
2 5,0 0 4,88 4,88 98
3 5,0 0 4,91 4,91 98
4 5,0 0 4,91 4,91 98
5 5,0 0 4,88 4,88 98
6 5,0 0 4,88 4,88 98
7 5,0 0 4,88 4,88 98
8 5,0 0 4,88 4,88 98
9 5,0 0 4,88 4,88 98
10 5,0 0 4,91 4,91 98
Ortalama 4,89 4,89 98
SD 0,01 0,01 0,3
%RSD 0,3 0,3 0,3
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Tablo 3.12 2. Analistin elde ettigi tekrar iiretilebilirlik ve gerikazanim sonuglari

. Analiz
. Ornekte ]
Teorik Sonucu Geri
Bulunan Sonug¢
Analiz Sayis1 | 3-MCPD Bulunan 3- Kazanim
3-MCPD (mg/kg)
(mg/kg) MCPD (%)
(mg/kg)
(mg/kg)
1 5,0 0 4,87 4,87 97
2 5,0 0 4,87 4,87 97
3 5,0 0 4,91 4,91 98
4 5,0 0 4,91 4,91 98
5 5,0 0 4,91 4,91 98
6 5,0 0 4,87 4,87 97
7 5,0 0 4,87 4,87 97
8 5,0 0 4,87 4,87 97
9 5,0 0 4,91 4,91 98
10 5,0 0 4,91 4,91 98
Ortalama 4,89 4,89 98
SD 0,02 0,02 0,4
%RSD 0,4 0,4 0,4
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Tablo 3.13 Elde edilen ortalama geri kazanim sonuglari

Teorik Analiz Ortalama Geri S Sapma %RS
3-MCPD (mg/kg) sayisi Kazanim (%) ~~ap D
0,3 10 94 3,4 3,7
0,3 10 95 3,2 34
15,0 10 98 0,3 0,3
15,0 10 98 0,4 0,4

Tiirk Gida Kodeksi Gidalarda Eser Elementler ve Bulasan Seviyelerinin Resmi Kontrolii
I¢in Numune Alma, Numune Hazirlama Ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi (Teblig No:
2017/7)’ inde geri kazanim % 75-110 olarak belirtilmistir. Yapilan ¢calismalar sonucu elde

edilen ortalama geri kazanim sonuglar1 uygundur.

Tekrariiretilebilirlik sonuglar1 degerlendirilecek olur ise;

Tablo 3.14 Diisiik konsantrasyon igin tekrar iiretilebilirlik sonuglari

1. Analist 2. Analist
3-MCPD 3-MCPD
Analiz (mg/kQg) (mg/kQg)
1 0,27 0,29
2 0,27 0,29
3 0,29 0,29
4 0,29 0,27
5 0,27 0,29
6 0,29 0,27
7 0,29 0,29
8 0,27 0,29
9 0,29 0,27
10 0,29 0,29
Ortalama 0,28
SR 0,01
% RSD 3,46
Horwitz % RSDR 19,2
HorratR 0,18
Horrat Uygunluk U
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Tablo 3.15 Yiiksek konsantrasyon i¢in tekrar tiretilebilirlik sonuglari

1. Analist 2. Analist
3-MCPD 3-MCPD
Analiz (mg/kQg) (mg/kg)
1 4,88 4,87
2 4,88 4,87
3 491 491
4 4,91 4,91
5 4,88 4,91
6 4,88 4,87
7 4,88 4,87
8 4,88 4,87
9 4,88 4,91
10 491 4,91
Ortalama 4,89
SR 0,02
% RSD 0,36
Horwitz % RSDR 4,44
HorratR 0,08
Horrat Uygunluk U
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Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen HorratR degeri < 2 oldugundan sonuglar uygundur.

Analizin orijinal yonteminde zeytinyaginda kesinlik parametresi i¢in uyarlik (tekrar

tretilebilirlik)  limitleri

degerlendirilmistir.

Sapan Degerlerin Belirlenmesi

verilmediginden

Grubbs Testi:

sonuclar

istatistiksel

Tablo 3.16 Diisiik konsantrasyon i¢in grubbs testi

Parametreler

1. Analist Sonuglari

2. Analist sonuclari

Glow

1,16

1,45

Ghigh

0,77

0,62

Tablo 3.17 Yiiksek konsantrasyon i¢in grubbs testi

Parametreler

1. Analist Sonuglari

2. Analist sonuclar

Glow

0,62

0,95

Ghigh

1,45

0,95

metotlar

% 95 gliven araliginda n:10 galigma icin grubbs test 1imiti:2.29” dur. Yukaridaki sonuglar

bu limit degerden kii¢iik oldugundan sapan deger yoktur.

Analiz Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Bulunan sonuglarin uygunlugu icin ANOVA testi yapildiginda;

Tablo 3.18 Diisiik konsantrasyon igin anova testi sonuglari

Anova: Tek Etken
Gruplar Say Toplam Ortalama | Varyans
1.Analist 10 2,82 0,28 0,0001
2.Analist 10 2,84 0,28 0,0001
ANOVA
P-
Varyans Kaynagi | SS Df MS F degeri | F olciitii
Gruplar Arasinda |2E-05 |1 2E-05 0,20 0,66 4,41
Gruplar iginde 0,002 |18 1E-04
Toplam 0,0018 |19
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Tablo 3.19 Yiiksek konsantrasyon i¢in anova testi sonuglari

Anova: Tek Etken
Gruplar Say |Toplam |Ortalama|Varyans
1.Analist 10 48,9 4,89 0,0002
2.Analist 10 48,9 4,89 0,0004
ANOVA
P-
Varyans Kaynagi | SS Df MS F degeri | F olgiitii
Gruplar Arasinda |5E-06 |1 5E-06 0,02 0,90 441
Gruplar Icinde 0,006 (18 0,0003
Toplam 0,006 |19

Hesaplanan F degeri, F 6l¢iit degerinden kii¢lik oldugundan sonuglar uygundur.

Verifikasyon Sonuclari:

Verifikasyon sonuglarina gére metot performans degerleri
e Ortalama Geri kazanim (%) : 96
e Tekrarlanabilirlikte max % RSD : 3,7
(Analizi yapanlarin en yiiksek sapmaya sahip degeri alinmistir)
e Tespit Limiti (LOD) : 0,10 mg/kg
e Olgiim Limiti (LOQ) : 0,30 mg/kg

Olciim Belirsizligi:

Yapilan verifikasyon calismasi sonucunda belirsizlik hesabi yapilmistir. Olgiim
belirsizlik degeri % 95 giiven araliginda k=2 i¢in genisletilmis belirsizlik degeridir ve %

8,5 olarak bulunmustur.
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3.3 Balkabagi Cekirdegi Yag
3.3.1 Fizikokimyasal Ozellikleri

Balkabag: ¢ekirdegi yagi, protein, toplam karbonhidrat ve kuru madde igerigi sirasiyla
%20.51, %38,75, %28,39 ve %9,40 olarak belirlenmistir. PSO1, PSO2 ve PSO3
orneklerinin PV degeri sirastyla 3,5, 4,17 ve 5,32 mEq O2/kg'd1. Orneklerin FFA degerleri
PSO1, PSO2 ve PSO3 igin sirasiyla 3,86, 1,47 ve %1,34 olarak bulunmustur. Letviany,
Hariyadi, Andarwulan ve Purnomo'da (2020) benzer sonuglar bildirmistir. Petroliin
cikarilmasindan once 1sitma isleminin FFA seviyelerini artirdigini, ancak sicaklik ve
1sitma siiresinde azalma egiliminde oldugunu bildirmislerdir. Minimum FFA seviyesi 20
dakika boyunca 120°C'de sitildiginda ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Calismamizda
FFA igerigi de pres sicakligini 100°C'den 150°C'ye diistiigli zaman azaldi. Farkli pres
sicakliklarinin yaglarin FFA, PV ve indiiksiyon siiresi (IP) tizerindeki etkilerinin anlamli
oldugu bulunmustur (p<0.05). Pres sicakliginin artmasiyla FFA azalirken, PV degeri
onemli 6l¢iide artt1 (p<0.05). Numunelerin PV degerlerindeki artis, peroksit ve ikinci
oksidasyon iiriinlerindeki artis ve antioksidan bilesenlerin azalmasi ile agiklanabilir.
PSO1, PSO2 ve PSO3 o6rneginin toplam tokoferol icerigi sirasiyla 596,01, 451,75 ve
414,149 / ml olarak tespit edilmistir. Kabak g¢ekirdegi yaginin benzer toplam tokoferol
igerigi sonuglari, Stevenson ve ark. (2007) tarafindan 589,4-1234 mg/kg ve Benalia ve
ark. (2015) ¢alismasi tarafindan 104,7-221,2 mg/kg olarak bildirilmistir. Pres sicakligi
arttikca toplam tokoferol igeriginde Onemli bir azalma gozlenmistir. Soguk pres
kosullarina gore sirastyla 100 °C ve 150 °C'de %13 ve %37 kayip gbzlenmistir. Letviany
ve arkadaslar1 (2020) ayrica ekstraksiyon isleminden Once artan 1sitma sicakligi ile
tokoferol igeriginde azalma oldugunu bildirmistir. Ekstraksiyondan once 1s1l islemin
tokoferol igerigi iizerindeki etkisi Bruscatto, Pestana-Bauer, Otero ve Zambiazi
(2019)tarafindan arastirilmistir. Ayrica artan sicaklikla birlikte tokoferol igeriginde bir
azalma o cinsinden oldugunu bildirmislerdir. Tokoferol igerigi yaglarin oksidatif
stabilitesinin belirlenmesinde ¢ok onemlidir. Sonuglar, presleme sirasinda sicaklik
artisinin hem saglik acisindan hem de yagin oksidatif stabilitesini azaltma acisindan

olumsuz etkilere neden oldugunu gostermektedir.
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3.3.2 Sterol ve Yag Asidi Bilesimleri

Steroller, bitkisel yaglarda, 6zellikle diisiik halka kan kolesterol seviyeleri olmak tizere
cesitli saglik etkileri olan biyoaktif bilesenlerdir. Presleme ve sonraki islemlerde sterol
kaybi, yagin biyoaktif 6zelliklerinde ve serum kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesi gibi
saglik etkilerinde bir azalmaya yol acar. Tablo 3.20, farkli pres sicakliklarmin kabak
¢ekirdegi yaglarinin toplam sterol ve sterol bilesimi tizerindeki etkisini gostermektedir.
Orneklerin toplam sterol igerigi PSO1, PSO2 ve PSO3 i¢in sirasiyla 2888, 2982 ve 2650
mg/kg olarak belirlendi. Pres sicakliginin toplam sterol igerigi tizerindeki etkisinin
anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). 100 °C ve 50 °C (PSO1) sicakliklarinda toplam
sterol icerigi agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir. 150 ° C'de pres sicakliginda elde
edilen toplam sterol igerigi 100 °C ve 50 °C'den (PSO1) 6nemli 6lgiide daha diisiik
bulunmustur. Pres sicakligi 150 °C'ye yiikseltildiginde 6nemli sterol icerigi kaybi
gozlenmistir. Toplam sterol igerigindeki dnemli kayip, 1s1l igslem etkisi ile sterollerin
oksidasyon oranindaki artis ve sterollerin oksidasyon iriinlerine doniismesi ile

aciklanabilir (Linve ark., 2017).
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Tablo 3.20 PSO o6rneklerinin toplam sterol miktar1 ve bireysel sterol bilesimleri

Sterols PSO1 PSO2 PSO3
(%)
B-Sitosterol+Spinasterol 48.69+0.2292 47.774+0.224° 46,56+0,221°¢
Brassicasterol Nd 0,08+0,004 Nd
A®~ 2% Stigmastadienol Nd Nd Nd
A® - 24 Stigmastadienol 22.77+0.414% 22.18+0.3512 22.45+0.38?
A® Avenasterol 0,34+0,0092 0,29+0,006° 0,22:+0,008°
A’ - Campesterol 5.86+0.636° 4.43+0.578? 3.02+0,619°
A" Avenasterol 21.38+5.975° 20,06+6,489° 19.91+6,44°
A Stigmastenol 4.81+0.192 3.82+0.150P 3.91+0.195°
Eritrodiol+Uvaol Nd Nd Nd
Campestanol 0,08+0,047¢ 0,11+0,065° 0,15+0,082
Campesterol 0,74+0,04? 0,67+0,037° 0,62+0,039¢
Clerosterol 0,37+0,046? 0,034+0,043° 0,37+0,0452
Sitostanol 1.10+0.4252 0,73+0,282° 0,24+0,09°¢
Stigmasterol 0,29+0,0312 0,12+0,012¢ 0,13+0,014°
A %11 Stigmastatrienol 0,236+0,021° 0.300:£0,1772 0,301+0,1772
24-metilen-cholesterol 0,06+0,001° 0,07+0,0222 0,07+0,0222
Toplam Sterol 2888+38.521" 2982+40.8172 2667+67.125°

*Ayni satirdaki farkli kii¢iik harf, farkli kurutma yontemlerine tabi tutulan numuneler
arasindaki farklar1 gosterir (P<0.05). **PSO: kabak c¢ekirdegi yagi, PSO1: soguk
preslenmis PSO, PSO2: 100 °C'de sicak preslenmis PSO, PSO3: 150 °C'de sicak
preslenmis PSO.

Bir calismada, sterollerin oksidasyon iiriinlerinin olusumu 150 °C, 180 °C ve 210 °C'de
gozlenmistir. Her sicaklikta sterol oksidasyon iiriinlerinde 6nemli bir artis gozlenmis ve
sicaklik artist ile sterol oksidasyon iiriinlerinin konsantrasyonunun artmistir (Linvd.,
2017). Sterol oksidasyon iiriinlerindeki artis ve sterol kayb1 100 °C'nin iizerindeki termal
tedavilerle farkli caligsmalardan bildirilmistir (Barriuso, Ansorena, Poyato, & Astiasaran,
2015; Chen vd., 2020; Gonzalez-Larena vd., 2011; Kemmo, Ollilainen, Lampi, &
Piironen, 2008). Sterol oksidasyon iiriinlerinin sitotoksik etkileri oldugu ve termal tedavi
ile olusum oraninin arttigi bildirilmistir (Lin vd., 2017; O'Callaghan, McCarthy, &
O'Brien, 2014). Bu ¢alismanimn sonuglari, 150 °C'deki pres sicakligmin sterol igerigi
acisindan soguk preslenmis yaglardan beklenen saglik etkilerini karsilamadigim

gostermistir.

B-Sitosterol+spinasterol, A’?° Stigmastadienol ve A’ Avenasterol baslica steroller
olarak tanimlandi. Spinasterol +B-sitosterol ve A”?° stigmastadienol de Ogrodowska,

Tanska ve Brandt (2017)tarafindan en yaygin sterol olarak bildirilmistir.
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Benzer sterol kompozisyon sonuglart Rabrenovic, Vujasinovic, Novakovic, Corbo ve
Basic (2016) ve Rabrenovi¢, Dimi¢, Naovakovié, TeSevic¢ ve Basi¢ (2014) ¢alismasindan
da bildirilmistir. Pres sicakligmin numunelerin sterol bilesimi iizerindeki etkisi sterol
tiiriine gore degismektedir. Pres sicakligmin numunelerin ~ A%?* Stigmastadienol
tizerindeki etkisinin Onemsiz oldugu tespit edilebilirken, pres sicakliginin -

Sitosterol+spinasterol , A’ Campesterol ve A’ Avenasterol iizerindeki etkisinin anlamli

oldugu tespit edildi.
Tablo 3.21 PSO o6rneklerinin yag asidi bilesimi
Yag asidi PSO1 PSO2 PSO3

(%)
Cso Nd Nd Nd
Cio:0 Nd Nd Nd
C120 Nd Nd Nd
Cu40 0,0524+0,0072  0,048+0,002° 0,045+0,001°
Cuia1 Nd Nd Nd
Ci6:0 11.01£0.10°  11.56+0.112  11.54+0.022
Cie1 0,15+£0,01*  0,12+0,01* 0,130,012
Cis0 5.64£0.04°  5,04+0,02°  5.01%0.13°
Cig1 31.82+0.19%  29.16+0.11°  29.30+0.21°
Cis:2 50,54+0,21°  53.48+0.33%  53.38+0.262
Cis:3 0,45+0,01*  0,29+0,02°  0,13+0,02°
Ca00 0,180,022  0,13+0,01°  0,11+0,00°
Ca0:1 0,09+0,00°  0,09+0,00°  0,11+0,00°
Ca20 0,11£0,00°  0,92+0,01*  0,90+0,07
Co21 Nd Nd Nd
Tsra 16.99+£0.07°  17.69+£0.16%  17.600.022
Zura 83.01+0,03%  82.31+0.48°  82.39+0.52°
PITIN 50,99+0,22°  53.77+0.36%  53.11+0.292

Toplam Trans Nd Nd Nd

*Ayni satirdaki farkli kiigiik harf, farkli kurutma ydntemlerine tabi tutulan numuneler
arasindaki farklar1 gosterir (P<0.05). **PSO: kabak ¢ekirdegi yagi, PSO1: soguk
preslenmis, PSO2: 100 °C'de preslenmis, PSO3: 150 °C'de preslenmis
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Pres sicakliginin yag asidi bilesimi lizerindeki etkisi Tablo 3.21'de gosterilmistir. Pres
sicakliginin etkisinin énemli oldugu bulunmustur (p<0.05). Linoleik, oleik ve palmitik
asit tiim orneklerde baslica yag asitleriydi. Daha once yayinlanan ¢alismalarda elde
edilen sonuglara benzer bulgular elde edilmistir (Akin, Arslan, Karuk Elmas, & Yilmaz,
2018; Begi¢ vd., 2020). Pres sicakligi arttikca linoleik asit igerigi artt1 ve oleik asit igerigi
azalmistir. Sicakligin toplam doymus yag asidi lizerindeki etkisi Onemsiz oldugu

goriinmistiir (p>0.05).

Herhangi bir yag orneginde trans yag asidi bulgusuna rastlanmamistir. Bu sonuglar,
yiiksek pres sicakliginin yag asidi bilesimi lizerinde dnemli bir etkisi olmadigini ve trans

yag asitlerinin olusumuna neden olmadigin1 géstermistir.
3.3.3 Toplam Fenolik Icerigi, Antioksidan Aktivitesi ve Fenolik Bilesim Degisimleri

Tablo 3.22, farkli pres sicakliklarinin TPC, fenolik profil ve kabak cekirdegi yagi
orneklerinin antioksidan kapasite degerleri iizerindeki etkisini gostermistir. Orneklerin
TPC degerleri PSO1, PSO2 ve PSO3 i¢in sirastyla 584,07, 298,5 ve 373,23 mg/l olarak
belirlendi. Tablo 3.22'¢ gore, uygulanan pres sicakligi numunelerin TPC ve DPPH
degerini 6nemli lgiide azaltt1 (p<0.05). TPC, 100 °C pres sicakligi uygulamasi ile elde
edilen 6rneklere (PSO2) kiyasla kontrol 6rneklerinden (PSO1) yaklasik iki kat daha fazla
azaldig1 goriinmiistiir. Isil islem uygulanarak TPC'deki dramatik azalma, yiiksek sicaklik
pres kosullar1 nedeniyle fenolik bilesiklerin bozulmast ile aciklanabilir. Bitkisel yaglarin
fenolik igerigi oksidatif stabiliteye, duyusal 6zelliklere, antioksidan, antimikrobiyal ve
anti-kanserojen ozelliklere 6nemli bir katkiya sahiptir. Isil islem uygulamasi ile yagdaki
fenolik bilesiklerin bozulmasi, yaglarin bu biyoaktif 6zelliklerinin azalmasma yol
agmustir. Isil islem uygulanarak DPPH degerindeki degisim TPC degerindeki degisime
benzedigi goriinmiistiir. Isil islem ile numunelerin antioksidan kapasite degeri 6nemli

olglide azalmistir (p<0.05).
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Tablo 3.22 TPC, DPPH Ve PSO orneklerinin bireysel fenolik bilesimleri

PSO1 PSO2 PSO3
Fenolik Bilesikler
mg/kg

8,4 Dimetoksi 2.765+0,092 2.225+0,10° 2.295+0,09°
Benzaldehit
4-OH Benzoik Asit 6.175+0,142 2.752+0,21° 1.650+0,14°
Kafeik Asit 2.675+0,022 1.570+0,07° 2.045+0,06P
Katesin 3.230+0,042 3.325+0,452 3.05540,01°
Ellajik Asit 0,832+0,042 0.72540,03° 0,537+0,03¢
Epigallokatesin 1.013+0,022 Nd 0.305+0,01°
Ferriilik Asit 8.583+0,25% 5.310+0,35° 5.025+0,03"
Kemferol 3.297+0,562 2.432+0,09° 1.597+0,13¢
Luteolin 1.381+0,262 1.18240,25° 1.131£0,04°
p-Kolomarik Asit 4.906+0,152 4.375+0,24° 4.006+0,01°
Protocatechuic Asit 2.282+0,11%2 0,925+0,17°¢ 1.382+0,03"
Trans-Sinnamik Asit 11.667+0,452 7.978+0,67° 4,56+0,09°¢
Vanilik Asit 4.840+0,192 3.042+0,11° 2.915+0,09°
TPC

584. 07+8.372 298,50+5,94¢ 373.23+5,98°
(mg GAE/g ozii)
DPPH

28.55+1.052 16.82+0.75P 14.74+0.55P

(mmol TE/g 6zii)

* Aymi satirdaki farkli kiigiik harf, farkli kurutma yontemlerine tabi tutulan

numuneler arasindaki farklar1 gosterir (P<0.05). **PSO: kabak cekirdegi yagi,
PSO1: soguk preslenmis PSO, PSO2: 100 °C'de sicak preslenmis, PSO3: 150 °C'de
sicak preslenmigs. *** TPC: Toplam fenolik icerik, DPPH: 1,1-difenil-2-

picrylhydrazyl antioksidan yontemi.
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Tablo 3.22, TPC'ye ek olarak fenolik bilesiklerin dagilimini gostermektedir. Kabak
cekirdegi yaglarinda 14 farkli fenolik bilesik tespit edilmistir. Fenolik asitler yani trans-
sinnamik asit, siringik asit, p-kumarik asit ve vanillik asitleri sirasiyla en yaygin fenolik
bilesikler olarak belirlenmistir. Protokatekuik asit ve kafeik asit ve flavonoidler yani
katesin ve kaempferol gibi diger fenolik asitler 1 mg/kg'dan yiiksek olarak belirlenmistir.
Fenolik asitlerin miktar1 ve dagilimi, Akin ve ark. (2018)tarafindan bildirilen g¢alismaya
benzer oldugu goriinmiistiir. Calismalarinda siringik asidi ve ferulik asit major fenolik
asit olarak belirlenmis ve igerikleri yaptigimiz calismanin sonuglarina benzer oldugu
goriinmiistiir. Tablodan da goriilebilecegi gibi, sicakligin artisi ile fenolik bilesiklerin
¢ogunun miktarlarinda 6nemli bir azalma gozlenmistir. Sinnamik asit, siringik asit ve
ferulik asit miktari, sicaklik 150 ° C'ye ytikseldikge sirasiyla %60, % 46 ve % 42 oraninda
azaldi. Epigallokatesin ise PSO2 numunesinde 100 °C'de 1s1 uygulamasi ile tespit
edilemedi ve bu da uygulanan 1s1l islemin epigallokatesin 'de tam bozulmaya neden
oldugunu gostermektedir. Bu ¢caligmanin bu sonuglari, yagin polar biyoaktif bilesiklerinin
bozulmus oldugunu ve 1s1l islem uygulamasiyla yaglarin biyoaktif 6zelliklerinin 6nemli

Olciide azaldigin1 gostermistir.
3.3.4 In-vitro Sitotoksiklik Analizi

Kabak ¢ekirdegi, ¢ok zengin nutrasotik ve farmasotik oOzellikleri nedeniyle birgok
farmakolojik etki ve saglik yarar1 saglar. Son yillarda yapilan gesitli in vitro, in vivo ve
klinik Oncesi g¢aligmalar, kabak c¢ekirdegi yaginin c¢ok cesitli olaganiistii biyolojik
aktivitelere sahip oldugunu gostermistir (Lestari & Meiyanto, 2018). Kabak ¢ekirdegi
yagi, doymamis yag asitleri, steroller ve tokoferollerin yiiksek icerigi nedeniyle bazi

hastaliklara kars1 koruyucudur (Patel, 2013).

Bu c¢alismada, kabak ¢ekirdegi yagmin Caco-2 adenokarsinom hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi arastirilmis ve PSO1, PSO2 ve PSO3 6rneklerinin, 30 mg/ml 'sin de hiicre
inhibisyon degerlerine baktigimiz zaman sirasiyla % 75, %48 ve %39 inhibisyon oranina

sahip oldugu gortinmiistiir (Tablo 3.23).
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Tablo 3.23 PSO o6rneklerinin Caco-2 adenokarsinom hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisi

Caco-2 hiicre canliligi (%)
Ornek miktar

PSO-1 PSO-2 PSO-3
30 mg/mL 25,01+0,93¢ 52,76+3,72° 61.71+1.102
25 mg/mL 25,64+1,03° 58,86+4,35° 66,57+5,59°
20 mg/mL 29,40+0,39° 68.32:£0.99° 84.90+1.232
15 mg/mL 32.2540.20° 81,86+3,45° 94.15+0.452
10 mg/mL 46,89+1,53¢ 89.26+4.52° 97.06+0,622
5 mg/mL 63,54+5,50° 96,54+0,82° 99.37+0.282
2,5 mg/mL 70,78+2,04° 99.59+0.26% 99.46+0.952
1 mg/mL 87.11+0.43° 99.46+0.28? 99.52+0.25%

* Aymi satirdaki farkli kiigiik harf, farkli kurutma yontemlerine tabi tutulan
numuneler arasindaki farklari gosterir (P<0.05). **PSO: kabak cekirdegi yagi,
PSO1: soguk preslenmis PSO, PSO2: 100 °C'de sicak preslenmis, PSO3: 150 °C'de

sicak preslenmis.

PSO2 ve PSO3,10 mg/ml'nin altindaki konsiiltasyonlarda 6nemli 6l¢iide etkili olmasa da,
PSO 1 daha yiiksek fenolik icerigi nedeniyle farkli seviyelerde inhibe etmeye devam etti.
PSO1'in PSO2 ve PSO3'e kiyasla ¢ok daha yiiksek miktarda trans-cinnamik asit, benzoik
asit ve protocatechuic asit igermesi, antikansorejen etkisini artirdi goriinmektedir (
Babich, Sedletcaia, & Kenigsberg, 2002; Pontiki, Hadjipavlou-Litina, Litinas, &
Geromichalos, 2014) .
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Sekil 3.3 PSO orneklerinin 30 mg/ml'si ile tedavi edilen Caco-2 hiicrelerinin ters
mikroskop goriintiileri (Olympus BX53)

*PSOL1 ile tedavi edilen A-control hiicreleri (PSO olmadan), PSOL ile tedavi edilen B-
cell'ler, PSO2 ile tedavi edilen C-cell'ler ve PSO3 ile tedavi edilen D-cell'ler.

Benzer bir aragtirmada Richter ve ark., kabak cekirdegi yaginin insan meme kanseri
hiicreleri (MCF7) ve insan koryonik karsinom hiicre hatlar1 (Jeg3 ve BeWo) tizerindeki
antikanser etkisini incelemis ve bu hiicreler lizerinde sitotoksik bir etkiye sahip oldugu
bulmustur. Medjakovic, Hobiger, Ardjomand-Woelkart, Bucar ve Jungbauer (2016)
tarafindan bildirilen baska bir in vitro ¢alismada, hidroalkolik kabak ¢ekirdegi 6zii kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve hiperplastik hiicreleri inhibe ettigi goriinmiistiir. Ayrica, bir
hayvan c¢aligmasinda, kabak g¢ekirdegi yagi, iyi huylu prostat hiperplazisinin (Gossell-
Williams, Davis, & O'Connor, 2006)yonetimini saglayabilecek siganlarda testosteron
kaynakli hiperplaziyi inhibe ettigi raporlanmistir. Friederich, Theurer ve Schiebel-
Schlosser (2000) ve Hong, Kim ve Maeng (2009) tarafindan yapilan klinik ¢alismalarda,
kabak cekirdegi yagi iyi huylu prostat kanseri (BPH) hastalarinin 3 aylik diyetine dahil
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edildi ve semptomlar 6zellikle kanserin erken evresinde azaldigi gozlenmistir. Genel
olarak, kabak cekirdeginin kanser 6nleyici molekiiler mekanizmasi bir¢ok kanser hiicresi
tiirline inhibe etkisi oldugu goriinmektedir ve daha detayli incelenmesinde fayda oldugu

goriinmektedir.
3.3.5 Antienflamatuvar Aktivite

Inflamasyon genellikle damar dokularindaki zararli uyaranlara karsi karmasik bir
biyokimyasal reaksiyon olarak tanimlanir. Ote yandan, iltihap agri ile ilgilidir ve protein
denatiirasyonundaki artisla kendini gosterir (Ferrero-Miliani, Nielsen, Skytt Andersen, &
Girardin, 2007). Antienflamatuvar firtinler, iltihaplanma ve rahatsizligi azaltmak igin
kullanilan maddelerdir. (Bao, John, Chen, Mathison, & Weaver, 2006). Kabak ¢ekirdegi
geleneksel olarak birgok iilkede
(Ratnam, Vandana, Najibullah, & Ibrahim, 2017). Tablo 3.24 'te PSO &rneklerinin anti-

iltihap hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir

inflamatuar aktivitesi verilmistir.

Tablo 3.24 Protein denatiirasyon tahlili ile incelenen pso 6rneklerinin goreceli
antienflamatuar aktivitesi.

i VI 0,
Numune miktari Antienflamatuar aktivite (%)

(ng/mL) PSO-1 PSO-2 PSO-3
100 79.01+2.732 58,5243,53¢ 59.26+0,37"
75 71.73+1.502 55.19+1.11° 54.574+2.52°
50 65.43+1.40° 51.11+1.61° 50.12+1.19°
25 59,63+1,34% 49,51+4,53° 49,88+4,21P

* Aym satirdaki farkli kiiglik harf, farkli kurutma ydntemlerine tabi tutulan
numuneler arasindaki farklar1 gosterir (P<0.05). **PSO: kabak cekirdegi yagi,
PSO1: soguk preslenmis PSO, PSO2: 100 °C'de sicak preslenmis, PSO3: 150 °C'de

sicak preslenmis.
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Protein denatiirasyon analizinde, tiim 6rnekler farkli seviyelerde inhibisyon seviyeleri %
olarak gosterilmistir. Tablo 3.24 incelendigi zaman PSO1 antienflamatuvar aktivitenin %
79 ile % 59 arasinda degistigini gosterirken, ayn1 konsantrasyonlarda PSO2 ve PSO3

yaklagik% 58 ila% 49 arasinda degistigi gorinmistiir. En yiiksek antienflamatuvar etki

PSO1 6rneginin 100 pg/mL konsantrasyonda gézlenmistir.

Bu etkinin PSO1'in PSO2 ve PSO3'e kiyasla fenolik igeriginin daha yiiksek olmasi
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan, PSO2 ve PSO3 6rnekleri arasinda dnemli
bir fark tespit edilememistir. Yerli ve hibrid kabak ¢ekirdegi yaglarinin antienflamatuvar
aktivitesi Amin, Rity, Uddin, Rahman ve Uddin (2020) tarafindan yapilan benzer bir
calismada, yerli kabak c¢ekirdegi yaginin hibrit bir Ornekle kiyasla 45 upg/mL
konsantrasyonda % 89 oraninda daha yiiksek bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bagka
bir in vivo calismada, Misir ve Avrupa cesidinin kabak g¢ekirdegi yaglarinin anti-
enflamatuvar aktivitesi, bir sigan modelinde incelendi ve soguk pres yontemi ile elde
edilen yaglarin iltihab1 6nemli dlglide azalttigi goriinmiistiir (Al-Okbi ve ark., 2017).
Benzer sekilde Arslanbas, Kara, Karayigit, Dogan ve Yildiz (2020) da sigan 6dem
modelinde Tirkiye kaynak kabak g¢ekirdegi yagmin antienflamatuvar aktivitesini
incelediler ve Tiirkiye kaynakli PSO (Soguk pres,100 mg/kg) dozajinin yiiksek oldugu
grupta Onemli bir antienflamatuvar etki oldugunu goézlemlediler. Sonu¢ olarak, PSO
iltihab1 kontrol etmek i¢in ¢ok etkili bir ajan oldugu ve iltihapla ilgili birka¢ kronik

hastaligin tedavisinde kullanilabilir oldugu gériinmektedir.

3.3.6 FTIR Spektrometrik Analizi

Pres sicakliklarindaki farkliliklarimin biyoaktif bilesenlere etkilerini tespit etmek i¢in
alternatif ve pratik bir yontem olarak FTIR analizi de yapilmistir. PSO1, PSO2 ve PSO3
numuneleri her biri ayr1 ayri kizilotesi spektrumlart, 4 cm-1 ¢oziiniirliikte 4000 ile 600
cm-1 arasinda degisen dalga boyunda kaydedildi ve spektrum basina 16 tarama yapilarak
toplandi. Sekil 3.1 de goriindiigii gibi yapilan ¢alismada PSO1, PSO2 ve PSO3
numuneleri arasinda anlamli bir farklilik gériinememistir. FTIR analizinin temel ¢alisma

prensibi olarak pikler arasinda ayirt edici bir farkliliklarin tespit edilmesi 6nemlidir.
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A

SONUC VE ONERILER

3-MCPD, serbest formunda, farkli yag asitleri ile ester formunda veya her iki formda da
gidalarda siklikla bulunan bir bilesiktir. 3-MCPD bilesigi, tahil {iriinleri, kahve, bebek
mamasi, yemeklik s1v1 ve kat1 yaglar gibi diger birgok gida maddesinde, yaygin olarak
mono- veya di-esterleri seklinde bulunmustur. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesinin
(2016) bilimsel goriisiine gore, esterlerden en yiiksek 3-MCPD seviyeleri (> 5.210 pg /
kg) palm yaglarinda bulundugunu, ancak ¢ogu bitkisel sivi ve kat1 yaglar da 6nemli
miktarda igerdigini bildirmektedir ( Baer vd., 2010; Habermeyer vd., 2011; Jedrkiewicz
vd., 2016; Schilter vd., 2011). Giinliik diyette ekmek, eriste, et, kek ve biskiivi gibi biiyiik
miktarlarda yenen gidalarin 3-MCPD alimima o6nemli odlgiide katkida bulundugu
goriilmektedir. Bu gidalarda yiiksek alim, iiriinde yiiksek bir 3-MCPD seviyesinden
ziyade yenen miktardan kaynaklanmaktadir. Ayrica sosis kiliflari, cay posetleri, kahve
filtresi gibi gida kaplama malzemelerinde siklikla bulunan anahtar bilesik epiklorhidrin
de gidalar etkileyebilir ve 3-MCPD bu tip kaplama malzemeleriyle temas eden gidalarda
da ortaya cikabilir. Dolayistyla, 3-MCPD'nin, sadece diisiik seviyelerde mevcut
olmalarma ragmen, bu kontaminanti igeren yiyeceklerin cesitlilii g6z Oniinde
bulunduruldugunda ka¢inmanin zor oldugu goriilmekte ve tiiketiciler zaman zaman kisa
bir siire i¢in yiiksek seviyelerde 3-MCPD'ye maruz kalabilmektedir (Baer vd.,2010;
Chung vd., 2008)

Yaglarda 3-MCPD analizi uzun ve maliyetli bir analizdir. Mevcut referans yontemlere
gore Gc-Ms yontemi ile yapilmasi gerekmektedir. Ancak Avrupa ilkelerinde
regiilasyonlar1 olugturulmus olup, yakin zamanda iilkemizde de diizenlemeleri yapilacak
olan 3- mcpd miktari, proses analizi uygulamalari kapsaminda olacaktir. Bu nedenle

fabrika uygulamalarinda her parti {irlinde analiz sonucuna ihtiya¢ duyulacaktir.

Gc-Ms ile bu kadar analizin, giinliik olarak yapilip, liretimi yonlendirebilmesi pratikte

miimkiin gériinmemektedir.

Bu neden dolayi, daha hizli ve maliyet acisindan daha ekonomik yollara ihtiyag
duyulmaktadir. NIR teknolojisi su agamada en alternatif yontem goriinmektedir. NIR,

genel prensip olarak 15-90 s araliginda analiz sonucu vermesi, herhangi bir kimyasal
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sarfin olmamasi ve kalibrasyon islemi yapilip, metodun valide edilmesi sonras1 kullanim

noktasinda uzmanlik gerektirmemesi gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir.

NIR ile yapilan Verifikasyon sonuglarina gore metot performans degerleri; Ortalama Geri
kazanim %96, Tekrarlanabilirlikte max % RSD : 3,7 olarak hesaplanmis ve Tespit Limiti
(LOD) : 0,10 mg/kg , Ol¢iim Limiti (LOQ): 0,30 mg/kg olarak bulunmustur. Yapilan
verifikasyon calismas1 sonucunda belirsizlik hesab1 yapilmistir. Olgiim belirsizlik degeri
%095 giliven araliginda k=2 i¢in genisletilmis belirsizlik degeridir ve % 8,5 olarak

bulunmustur.

Bu veriler 1s1¢inda yapilan verifikasyon calismasi sonuglart NIR ile yapilan 3-MCPD
kalibrasyonun etkin bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Proses analizleri
sirasinda Uiretim basamaklarinda kullanilabilir, hizli ve maliyet anlaminda kiymetli

avantajlari olan, kullanimi kolay alternatif bir analiz metodu oldugu goriinmektedir.

Ikinci ¢alisma olan soguk pres yaglar1 son yillarda sagliga olumlu etkileri nedeniyle
tiiketicilerin dikkatini ¢eken iirlinler haline gelmistir. Soguk pres yagi liretimi sirasinda
yiiksek sicaklik uygulanmaz ve yag icerigindeki besin elementleri korunur. Bununla
birlikte, treticiler verimliligi artirmak icin yiiksek sicakliklar uygulayarak yagin
bilesimini degistirmektedirler Bu ¢alismada 1s1 uygulamasinin mekanik preslerle iiretilen
yaglarin biyoaktif 6zellikleri lizerindeki etkisi arastirilmis ve bu etkilerin hizli ve pratik
bir yontem olan FTIR yontemi ile tespit edilmesi amaglanmigtir. Yiiksek pres sicakligi,
sterol, tokoferol ve fenolik bilesiklerin miktarinda, Sitotoksikligin azalmasinda ve
orneklerin anti-enflamatuar Ozelliklerinde Onemli bir azalmaya neden oldu. Bu
calismanin sonuglari, yliksek pres sicakligimin yagin biyoaktif 6zelliklerinde onemli
degisikliklere neden olabilecegini ve yiiksek pres sicakliklari uygulanarak iretilen
yaglarin soguk pres kosullarinda fretilen yaglarin 6zelliklerini karsilayamadigin
belirlenmistir. Ayrica yapilan FTIR caligmalarinda kabak cekirdegi yaginda bulunan
biyoaktif bilesenlerin sicaklik degisimlerini tespit etme noktasinda anlamli farkliliklar

bulunmadig tespit edilmistir.
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