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BİTKİSEL YAĞLARDA ISIL İŞLEM SONUCU ORTAYA 

ÇIKAN 3-MCPD VE BİYOAKTİF BİLEŞEN DEĞİŞİMİNİN 

İNFRARED TEMELLİ HIZLI ANALİZ TEKNİKLERİ İLE 

BELİRLENMESİ  

 

Hakan BAŞDOĞAN 

 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 

Doktora Tezi 

 

 Danışman: Doç Dr. Salih KARASU 

 

Birinci çalışmanın amacı gıda proses kaynaklı kontaminant olarak tanımlanan 3-

monokloropropan-1,2-diol (3-MCPD) bileşiğini tespit etmek amacı ile alternatif bir 

yöntem olarak NIR teknolojisi kullanarak yeni bir analiz yöntemi geliştirmektir. Gc-Ms 

analizinin uzun ve maliyetli bir analiz olması nedeniyle günlük olarak yapılıp, üretimi 

yönlendirebilmesi pratikte mümkün görünmemektedir. 

Bu neden dolayı, daha hızlı ve maliyet acısından daha ekonomik yollara ihtiyaç 

duyulmaktadır. NIR teknolojisi şu aşamada en alternatif yöntem görünmektedir 

NIR ile yapılan Verifikasyon sonuçlarına göre metot performans değerleri; ortalama geri 

kazanım %96, tekrarlanabilirlikte max % RSD : 3,7 olarak hesaplanmış ve tespit limiti 

(LOD) : 0,10 mg/kg , ölçüm limiti (LOQ): 0,30 mg/kg olarak bulunmuştur. Yapılan 

verifikasyon çalışması sonucunda belirsizlik hesabı yapılmıştır. Ölçüm belirsizlik değeri 

% 95 güven aralığında  k=2 için genişletilmiş belirsizlik değeridir ve % 8,5 olarak 
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bulunmuştur. Bu veriler ışığında yapılan verifikasyon çalışması sonuçları NIR ile yapılan 

3-MCPD kalibrasyonun etkin bir şekilde kullanılabileceğini göstermektedir.  

İkinci bir çalışma olarak; kabak çekirdeği yağının fizikokimyasal özellikleri, yağ asidi, 

sterol, fenolik bileşimi, in-vitro sitotoksisite testi ve anti-inflamatuar aktivitesi üzerine 

pres sıcaklığının etkisini araştırmayı ve bu farklılıkların infrared temelli FTIR yöntemi 

ile belirlenmesi amaçlamıştır. Bu amaçla 100C (PSO2) ve 150C (PSO3) pres 

sıcaklığında elde edilen yağlar, soğuk pres yağı (PSO1) ile karşılaştırılmıştır. 150C'de 

pres sıcaklığının uygulanması sterol miktarında önemli bir azalmaya neden olurken, 

100C'de önemli bir değişikliğe neden olmamıştır. PSO2 ve PSO3 örneklerinin toplam 

fenolik içeriği, antioksidan kapasite değerleri ve bireysel fenolik içeriği, PSO1'den 

önemli ölçüde düşüktü. 30 mg/mL PSO1, PSO2 ve PSO3 numuneleri, hücreler üzerinde 

sırasıyla %75, %48 ve %39 inhibisyon oranı ile sitotoksik bir etki sergiledi, bu da pres 

sıcaklığının kabak çekirdeği yağının sitotoksik etkisini azalttığını gösterdi. PSO1, %79 

ila %59 arasında değişen anti-inflamatuar aktivite gösterirken, aynı konsantrasyonlarda 

PSO2 ve PSO3 yaklaşık olarak %58 ila %49 sergilemiştir. Ayrıca FTIR ile çalışmalar 

kalibre edilmeye çalışışmış, belirgin bir ayraç bulunamamıştır. Bu çalışma, soğuk pres 

yağının biyoaktif özelliklerinin yüksek pres sıcaklığından olumsuz etkilenebileceğini 

göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: 3-MCPD, NIR, kabak çekirdeği yağı, sitotoksik etki, 

antienflamatuar aktivite 
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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 BAŞDOĞAN 

 

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 Gc-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 100C 

(PSO2) and 150C (PSO3) press temperatures were compared with cold press oil (PSO1). 

The application of the press temperature at 150C caused a significant decrease in the 

amount of sterol, while it did not cause a significant change at 100C. 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 
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1  
GİRİŞ 

 

3-Monokloropropan-1,2-diol (3-MCPD), 1978'de ilk kez asit hidrolize bitkisel protein 

(HVP) ve soya sosu ürünlerinde tespit edildiğinden beri gıda işleme kontaminantı olarak 

bilinmektedir (Velisek vd., 1980). 3-MCPD, 1,3-dikloro-propan-2 -ol  (3-DCP) gibi 

bilinen genotoksik hayvan karsinojenlerini de içeren kimyasal kirletici grubu olan 

kloropropanollerin bir üyesidir. Kloropropanoller potansiyel toksisiteleri ve olası sağlık 

etkileri konusunda birçok araştırmanın konusu olmuştur. Araştırmalar devam etmekle 

birlikte 3-MCPD'nin insan böbreklerine ve üreme organlarına zarar verdiği bildirilmiştir 

(Xing vd.,2019). Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC), laboratuvar 

hayvanlarında yapılan çalışmalarda 3-MCPD'nin neden olduğu kanser vakalarına 

dayanarak 3-MCPD'yi insanlar için muhtemelen kanserojen olarak nitelendirmektedir 

(IARC, 2012). Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (EFSA, 2016) 3-MCPD'nin kritik 

etkisinin böbrek toksisitesi olduğunu bildirmiştir. Bu araştırma verilerine dayanarak, 

EFSA (2016), toplam serbest 3-MCPD ve esterleri için tolere edilebilir günlük alım 

miktarını 0.8 μg / kg vücut ağırlığı olarak belirlemiştir. JECFA (2016) ise, serbest 3-

MCPD ve esterleri için günde maksimum 4 μg / kg vücut ağırlığı şeklinde bir provizyonel 

maksimum tolere edilebilir günlük alım (PMTDI) miktarı açıklamıştır. 

3-MCPD, serbest formunda, farklı yağ asitleri ile ester formunda veya her iki formda da 

gıdalarda sıklıkla bulunan bir bileşiktir. 3-MCPD bileşiği, tahıl ürünleri, kahve, bebek 

maması, yemeklik sıvı ve katı yağlar gibi diğer birçok gıda maddesinde, yaygın olarak 

mono- veya di-esterleri şeklinde bulunmuştur. 3-MCPD'nin serbest formu, asit-hidrolize 

bitkisel protein soya sosunda, 10 ülkeden 2.035 gıda örneği anketinde toplanan verilere 

göre, 3-MCPD seviyeleri 1.779 mg / kg'a kadar bulunmuştur (Lee & Khor, 2015). 3-

MCPD esterleri, gastro-intestinal kanaldaki serbest 3-MCPD formuna hızla hidrolize 

edilebilir (Abraham vd., 2013). Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesinin (2016) bilimsel 

görüşüne göre, esterlerden en yüksek 3-MCPD seviyeleri (> 5.210 μg / kg) palm 

yağlarında bulundu, ancak çoğu bitkisel sıvı ve katı yağlar da önemli miktarlar 

içermekteydi. ( Baer vd., 2010; Habermeyer vd., 2011; Jedrkiewicz vd., 2016; Schilter 

vd., 2011). Günlük diyette ekmek, erişte, et, kek ve bisküvi gibi büyük miktarlarda yenen 

gıdaların 3-MCPD alımına önemli ölçüde katkıda bulunduğu görülmektedir.  
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Bu gıdalarda yüksek alım, üründe yüksek bir 3-MCPD seviyesinden ziyade yenen 

miktardan kaynaklanmaktadır. Ayrıca sosis kılıfları, çay poşetleri, kahve filtresi gibi gıda 

kaplama malzemelerinde sıklıkla bulunan anahtar bileşik epiklorhidrin de gıdaları 

etkileyebilir ve 3-MCPD bu tip kaplama malzemeleriyle temas eden gıdalarda da ortaya 

çıkabilir. Dolayısıyla, 3-MCPD'nin, sadece düşük seviyelerde mevcut olmalarına rağmen, 

bu kontaminantı içeren yiyeceklerin çeşitliliği göz önünde bulundurulduğunda 

kaçınmanın zor olduğu görülmekte ve tüketiciler zaman zaman kısa bir süre için yüksek 

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

İkinci çalışma olan balkabağı çekirdeği yağına baktığımız zaman: Balkabağı çekirdeği 

yağı %73-80, esas olarak linoleik (% 36-61) ve oleik asitler (% 21-47) içeriğine sahiptir. 

Kabak çekirdeği yağının bu doymamış yağ asidi bileşimi, gıdaların besinsel faydalarını 

iyileştirmesini sağlar. Koyu yeşilimsi bir renge ve güçlü fındık aromasına sahip yağ esas 

olarak salata sosu için kullanılır. Fenolik bileşiklerin, tokoferollerin ve sterollerin varlığı 

kabak çekirdeğinin bir başka faydalı özelliğidir  (Parry, Cheng, Moore,  & Yu, 2008). 

Sebzelerdeki fitokimyasalların güçlü antioksidan aktiviteye sahip olduğu belirtilmiştir.   

Gıda matrislerindeki antioksidan aktiviteye bağlı olarak kardiyovasküler hastalıklar, 

kanser ve yaşlanma gibi çeşitli patolojilerin gelişme riskinin azaldığını gösteren çok fazla 

çalışma vardır (Hang vd., 2004; Wan ve ark., 2014). 

Son yıllarda, tüketici eğilimi, esas olarak bu yağların beslenme ve sağlık yararları 

olduğuna dair artan kanıtlar nedeniyle dünya çapında soğuk-preslenmiş yağlara doğru 

değişmiştir (Neđeral ve ark., 2012). Soğuk-preslenmiş yağlar herhangi bir kimyasal ve ısı 

uygulaması olmadan üretildiğinden, besin bileşenleri ve duyusal özellikleri rafine 

yağlardan daha iyi korunur. Esansiyel yağ asitleri, fenolik maddeler ve tokoferoller gibi 

doğal antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bileşenler içerdiğinden beslenme 

ve duyusal açıdan bir tür fonksiyonel gıda olarak atfedilirler  (Akcicek & Karasu, 2018; 

Tekin-Çakmak, Karasu, Kayacan-Çakmakoğlu, & Akman, 2021;  Tekin & Karasu, 2020). 

''Soğuk-preslenmiş yağ'' yağa herhangi bir sıcaklık uygulaması yapılmadığı anlamına 

gelse de, sürtünme ve yüksek çalışma basınçları nedeniyle presleme işlemi sırasında 

sıcaklık kendiliğinden   artar (Neđeral ve ark., 2012). 

Kabak çekirdeğinden yağ elde etmek için hem sıcak hem de soğuk pres işlemleri 

kullanılır. Bununla birlikte, geleneksel yöntemde, su ve tuzla bir hamur oluşturduktan 

sonra, hamur 100-130 °C'de 60 dakikaya kadar kavrulur.  
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Bu da protein fraksiyonu pıhtılaşmasına katkıda bulunur ve lipit fraksiyonunun 

preslenerek kolayca çıkarılmasına neden olur(Raczyk, Siger, Radziejewska-Kubzdela, 

Ratusz, & Rudzińska, 2017 ). Bu açıdan bakıldığında, balkabağı tohumlarının yağı 

üretmek için kavrulması ve soğuk pres işlemlerinde yüksek presleme sıcaklığının yanı 

sıra yağın besin kalitesini etkiler.  

1.1 Literatür Özeti 

1.1.1 3-MCPD'nin Yapısı 

K3-MCPD (CAS kayıt No. 96-24-2), soluk ve hoş bir kokuya sahip renksiz, hafif yağlı 

bir sıvıdır. 3- MCPD, kaynama noktası 213°C’dir ve 1.3204 g/cm3 (20°C) yoğunluğa 

sahiptir. Su ve etanol içinde kolayca çözünür. 

 

Şekil 1.1 Monoklropropandiol izomerleri ve prokiral molekül L-gliserol ile ilişkisi 

(Hamlet vd., 2002) 

Stabilitesi: 

3-MCPD ve 2-MCPD'nin stabiliteleri henüz gıda sistemlerinde ilgilenilen pH ve sıcaklık 

aralıkları üzerinde tam olarak araştırılmamıştır. 3-MCPD ve 2-MCPD, sulu alkalin ortam 

içinde nispeten kararsızdır ve ara epoksit glisidol yoluyla gliserole ayrıştırılır. Bu 

reaksiyon, özellikle ticari hidrolize bitkisel proteinlerde 3-MCPD seviyesini azaltmak için 

yaygın olarak kullanılır (Hamlet vd., 2002). Dolezal ve Velisek (1992,1995), 

monokloropropandiollerin bozunma reaksiyonlarını, 5 - 9 pH aralığında ve 25 ila 85 ° C 

sıcaklıklarda sulu model sistemlerinde incelenmişler ve 3-MCPD'nin stabilitesinin hem 

pH hem de sıcaklığa çok duyarlı olduğunu bulmuşlardır. 
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Tepkimeleri: 

3-MCPD, hem alkollerin hem de alkil kloritlerin karakteristik reaksiyonlarına girer ve 

asitler, alkoller, aldehidler, amonyak, amino bileşikleri, ketonlar ve tiyollerle kolayca 

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

verilmiştir. 

 

 

Şekil 1.2 3-MCPD'nin tipik reaksiyonları (Hamlet vd., 2002). 

1.1.2. 3-MCPD Oluşum Mekanizması 

3-MCPD'nin oluşum yolları üç gruba ayrılabilir. İlk yol, hidroklorik asidin artık bitkisel 

yağ ile reaksiyonu olan asit hidrolizidir (HVP üretiminde kullanılır). İkinci yol, asit-HVP 

varlığından bağımsız olan ısıl işlemdir. Bu şekilde, malzemede doğal olarak bulunabilen 

veya işleme sırasında ilave edilebilen lipitler ve sodyum klorürden 3- MCPD oluşur. Isı, 

yiyecekleri sadece endüstriyel üretim sırasında değil aynı zamanda ev yemeklerinde 

pişirme veya kızartma gibi işlemler sırasında da etkileyebilir. Üçüncü ve son zamanlarda 

en çok incelenen yol, serbest 3-MCPD'nin bağlı (esterlenmiş) formundan salınmasıdır. 3- 

MCPD, genellikle palmitik, oleik veya stearik yağ asitlerinin mono ve diesterlerinin bir 

karışımı olarak ortaya çıkabilir. 3-MCPD esterlerinin oluşum mekanizması şimdiye kadar 

tam olarak anlaşılamamıştır. Collier ve arkadaşları tarafından 1991'de yayınlanan bir 

hipotez, triaçilgliserol reaksiyonuna dayanan bir mekanizma önerdi;  
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Buradaki önemli bir adım, bir kloropropandiol diester ile sonuçlanan komşu ester grupları 

tarafından aktive edilen konumlarda açil grubunun klorür anyonu tarafından nükleofilik 

yer değiştirmesidir. Daha yeni bir varsayıma göre, 3-MCPD esterlerin oluşumu, bir ara 

madde olarak siklik asiloksonyum iyonu boyunca ilerler ve bu, mono- ve di 

açilgliserollerden (MAG ve DAG) hidroksil gruplarının atılmasından türetilir (Bakhiya 

vd., 2011).  Rahn ve Yaylayan (2011), palmitin sistemlerindeki bu ara iyon oluşumunu 

kızılötesi (IR) spektroskopisi ve bir izotop etiketleme tekniği kullanarak izleyerek bu 

hipotez için daha fazla kanıt sağlamıştır. Yukarıdaki varsayımların her ikisi de, 3-MCPD 

esterlerinin oluşumu üzerinde güçlü bir etkiye sahip olarak görünen klorür iyonlarının 

varlığını dikkate almaktadır (Shimizu vd., 2013). 

3-MCPD, sindirim sırasında insan gastrointestinal sistemindeki lipaz katalizli hidroliz 

yoluyla esterleştirilmiş formundan salınabilir. Robert ve arkadaşları tarafından 2004 

yılında memeli, bitki ve mantar lipazları, bitkisel yağ veya yağ, su ve sodyum klorürden 

oluşan bir model kullanılarak kloropropanollerin oluşumunu simüle eder. Üç yıl sonra 

Seefelder vd. (2008) ester formundan 3-MCPD salım seviyesini ölçmek için basit bir 

bağırsak modeli kullanmıştır. Mono ve diesterler pankreatik lipaz ve domuz safra özütü 

ile inkübe edilmiştir. Monoesterler bir dakika sonra neredeyse tamamen hidrolize 

edilmiştir. Diesterlerden 3-MCPD salınımı daha yavaştı, bir dakika sonra%45'e, iki 

dakika sonra% 65'e ve yaklaşık bir saat sonra neredeyse% 100'e ulaşmıştır. Ayrıca, 

yazarlar, 3-MCPD esterlerinin, insan sindirimi sırasında açilgliseroller için bilinen ile 

aynı metabolik yola sahip olduklarını, burada pankreatik lipazların gliserolü sadece 1- ve 

3-monoaçilgliserollerden salgıladığını ileri sürmüşlerdir. Triaçilgliseroller, 

diaçilgliserollere hidrolize edilir ve lipoproteinlere dahil edilir. Bununla birlikte, bu 

hipotez spekülatif görünüyordu, çünkü çalışmalar zaten diester formundan serbest 3-

MCPD'nin kısmen serbest bırakıldığını kanıtladı. Ayrıca, lipoproteinler lenfatik sistem 

yoluyla biyolojik olarak temin edilebilir (Chon vd., 2007). Lipolitik enzimlerle ilgili son 

araştırmalara göre, triaçilgliserolleri tamamen hidrolize edebilen üç enzim vardır (Lass 

vd., 2011). Dolayısıyla, bu enzimlerin diester formundan serbest 3-MCPD 

salgılayabileceği varsayılabilir (Abraham vd., 2013). Şimdiye kadar, yukarıda belirtilen 

önerileri doğrulamak için hiçbir in-vivo araştırma yapılmamıştır; bu nedenle, insan 

sağlığı riski değerlendirilirken 3-MCPD esterlerinin %100 hidrolizi varsayımı dikkate 

alınmalıdır. 
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Yukarıda açıklanan 3-MCPD'nin oluşum yollarının yanı sıra başka yollar da önerildi. 

Myszkowski ve Zielinski (1965), monokloropropandiolün alil alkol, klor ve sudan 

oluşabileceğini varsaymıştır. Collier ve diğ. (1991) karbonhidratlardan (pentosan ve 

pektin) ve hidroklorik asitten 3-MCPD oluşumu olasılığını bildirmiştir. Cerbulis ve diğ. 

(1984) çiğ keçinin sütünde küçük fakat önemli miktarlarda 3-MCPD diesterlerinin izole 

edildiğini göstermiştir; bu nedenle yazarlar, bu bileşiklerin gıdada doğal olarak 

oluştuğunu varsaymışlardır. Bununla birlikte, bu öneriler daha sonraki çalışmalarda 

kanıtlanmamıştır (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 

kullanılarak gerçekleştirilir, bunu sodyum hidroksit ile nötralizasyon izler. Bu işlem 

sırasında asidin artık bitkisel yağ ile reaksiyonundan 3-MCPD oluşur. Hammaddelerdeki 

hidroklorik asit, triaçilgliseroller, fosfolipidler ve gliserol, kloropropanollerin ana 

öncüleridir (FAO, WHO ,2007). Velisek vd. (1978) ve Davidek vd. (1980) tarafından 

hidrolize bitkisel protein üretimi sırasında gliserol ve hidroklorik asitten klorohidrin 

oluşumu doğrulanmıştır. Collier vd. (1991)  ve Hamlet vd.(2002) daha sonra asidik 

koşullar altında triaçilgliserollerden kloropropanollerin ısı kaynaklı oluşumunu açıklayan 

bir mekanizma önermişlerdir. Önerilen mekanizmaya göre komşu ester grupları 

tarafından aktive edilen pozisyonlarda açil grubu ile klorür anyonu arasında nükleofilik 

yer değiştirme gerçekleşir. Ortaya çıkan ara ürün, hidrolitik koşullar altında 

kloropropanol sağlayan bir kloropropandiol diesterdir. (Baer vd.,2010; Davidek vd.,1980; 

Velisek vd., 1978) 

1.1.2.2 Isıl İşlem 

3-MCPD, pişirme ve ızgara gibi normal üretim ve pişirme işlemleri sırasında lipitlerden 

ve sodyum klorürden oluştuğu görülmektedir (FAO, WHO, 2007). Trigliseritlerin yüksek 

sıcaklıktaki hidrolizi sonucunda salınan serbest gliserol, klorlu bileşiklerle reaksiyon 

verebilir (Massey, 2007; Massey & Hamlet, 2007). 3-MCPD oluşumu ayrıca su, sodyum 

klorür ve gliserol, fosfolipid veya triolein bazlı model sistemler üzerinde yapılan 

çalışmalardan edinilen bilgilere göre diğer faktörlere de bağlıdır. Öncü olarak gliserol ile 

3 MCPD üretimi, %30 neme kadar artış gösterir, ancak daha yüksek nem seviyelerine 

çıkıldığında 3-MCPD üretimi azalır. Ayrıca, çok düşük su içeriklerinde bile gliserol 3-

MCPD üretebilmektedir.  
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Bu nedenle 3-MCPD, düşük su içeriğine sahip gıdalarda (<% 15) gliserol etkisiyle 

oluşabilirken, yüksek nem içeriğine sahip gıdalarda ise lesitin gibi diğer öncülerin 

etkisiyle oluşabilmektedir. Modeller, 3-MCPD üretiminin 160 ° C'nin üzerinde artan 

sıcaklıklarda arttığını, pH'dan büyük ölçüde etkilendiğini ve pH 6'nın üzerinde 

stabilitesini koruyamadığını göstermiştir (Stadler & Lineback,2009; Calta vd.,2004; 

FAO, WHO, 2007; Hamlet, Sadd & Gray, 2003; Reece vd., 2005).  

1.1.2.3 Esterler 

Yapılan çalışmalarda, pişirme işlemi sırasında fırın sınıfı lipaz ile muamele edildiklerinde 

ekmekten önemli miktarda 3-MCPD'nin serbest kaldığı bildirilmiştir. Ayrıca hidrolitik 

enzimlerin kloropropanollerin oluşumunda doğrudan rol oynayabileceği de 

görülmektedir. Lipaz, bitkisel yağ veya yağ, su ve sodyum klorür içeren model 

çalışmalarda, 3-MCPD üretiminin karışımdaki lipaz aktivitesi ile orantılı olduğu 

bulunmuştur. Tuz ve yağ içeren kurutulmuş tuzlu yiyeceklerde, belirli bileşenlerin kalıntı 

lipaz aktiviteleri, depolama ve işleme süresi boyunca istenmeyen kontamininantların 

oluşumunu yansıtabileceğinden ürün takip edilmelidir (FAO, WHO, 2007; Robert, 

Oberson & Stadler,2004; Stadler, 2007). 

1.1.2.4 Öncü Bileşiğe Bağlı Oluşum 

3-MCPD oluşumu hidroklorik asit, hipokloröz, gliserol, açilgliseroller ve alil alkol gibi 

bileşiklere bağlı olarak farklı yollarla oluşturulabilir, ancak gıdalardaki en olası oluşum 

kaynakları sodyum klorür (klor kaynağı) ve gliserol / açilgliseroldür (Stadler & 

Lineback,2009). 

-Gliserolden 

Gliserolün hidroklorik asit ile reaksiyonları, 3-MCPD ve 1,3-DCP oluşumuna neden olur. 

3-MCPD, hidroklorik asit veya kuru hidrojen klorür gazının tek başına gliserol üzerindeki 

etkisiyle veya asetik asit gibi bir organik asit katalizörü varlığında oluşabilir. Sulu 

sistemlerde mekanizma klorür anyonunun nükleofilik bir yerdeğiştirme reaksiyonu (Sn2) 

ile devam eder. Bu reaksiyonlar yaklaşık 100 °C'lik sıcaklıklarda uzun süreli ısıtma 

gerektirir. Gliserol ve propilen glikol gibi çeşitli polioller, şekerleme ürünleri ve 

kurutulmuş meyve ve sebzeler dahil olmak üzere çok çeşitli gıdalarda nem tutucu ve 

lezzet arttırıcılar olarak kullanılır. Gliserol (ve serbest yağ asitleri) ayrıca işlenmiş 

gıdalarda trigliseritlerin yüksek sıcaklıkta hidrolizi ile de oluşur.  



 
 

8 

Bu mekanizma, kızartma yağının 170- 190 °C sıcaklıklara ulaştığı, yüksek nemli 

kızartılmış gıdaların hazırlanmasında özellikle önemlidir (Lawson, 1995). Bu koşullar 

ayrıca pişmiş, ızgara ve kavrulmuş ürünlerin kabuk bölgelerinde de bulunur. Bu koşullar 

altında ilave edilen veya oluşturulan gliserol, gıda maddesinde bulunan klorür anyonları 

ile reaksiyona girebilir. 

-Alil alkolden 

3-MCPD ve 2-MCPD, alil alkolün (prop-2-en-1-ol) çift bağı boyunca hipoklorik asit 

(HOCl) ilavesiyle oluşturulabilir. Alil alkolün klor ve su ile reaksiyonunun, %88 

monokloropropandioller ve % 9 dikloropropanoller verecek şekilde 50 - 60 ° C'de hızla 

ilerlediği bildirilmektedir(Hamlet vd., 2002). Alil alkol, sarımsak ve ilgili türlerde 

bulunan bir sistein amino asidi olan alinin [(S) -alil-l-sistein sülfoksit] 'in termal ayrışma 

ürünüdür (Kubec ve diğ., 1997). Bu bileşiklerde alil alkolden 3-MCPD ve diğer 

kloropropanollerin oluşumu çok olasıdır, çünkü herhangi bir işlem prosedüründe 

kullanılan klorlu su hipoklorik asit ve klor (Cl2) içerecektir. Kuru toz bileşenlerin 

üretilmesi için çiğ soğan ve sarımsağın (%98 su) dehidrasyonundan kloropropanol 

seviyelerinin önemli ölçüde artması muhtemeldir. 

Lipidlerden ve hidroklorik asitten 

Collier ve diğ. (1991), gliserol, triaçil gliseroller ve fosfolipitlerin 5.5 M hidroklorik asit 

ile reaksiyonlarını izleyerek asit-HVP'de kloropropandiol oluşumunu incelediler. 

Kloropropandiollerin verimi triaçilgliseroller> fosfolipidler> gliserol şeklinde azaldığı 

bulundu. 3-MCPD / 2-MCPD izomerlerinin hem gliserol hem de fosfatidilkolinden 

dağılımı, iki birincil metilen (CH2) ve bir ikincil metinden (CH), yani yaklaşık 2: 1'deki 

istatistiksel ikame ile uyumluydu. Her ne kadar fosfat ve fosforil kolin iyi ayrılan gruplar 

olsa da, kolay intramoleküler izomerizasyona bağlı olarak az regioselektiflik (yer seçimi) 

gösterirler. Asetik asit ile gliserol ilavesinden ve trigiserit ile reaksiyondan gözlemlenen 

verim ve izomer oranı, siklik bir alkiloksonyum ara maddesinin oluşumu için kanıt 

sağlamıştır. Kloropropandiol izomer oranları başka hiçbir gıda maddesinde 

incelenmemiştir ve bu nedenle potansiyel mekanizmaların, öncüllerin bir göstergesi 

olabilir. Asit HVP'de oluşan 3-MCPD'nin kiral bir ayrılması bunun rasemik bir karışım 

olduğunu göstermiştir. Her iki enantiyomer ayrıca alkali ile muamele edildiğinde eşit 

bozunma oranları göstermiştir (Hamlet vd., 2002). 
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Sulu hidroklorik asit ile karbonhidratlardan 

Collier vd. (1991) çözünür pentosan (arabinoksilans) ve pektinin (esas olarak metil-

esterlenmiş galakturonik asit, metilasyon derecesi 33.7) reaksiyonundan 3-MCPD 

oluşumuna kadar karbonhidratlar, 11 saat boyunca 5.5 M HCl ile ısıtıldı. Ham soya 

küspesi (lipitler) ile karşılaştırıldığında toplam kloropropandiolün veriminin azalması, 

karbonhidrat öncüllerinin olası formasyonuna bağlandı. Kloropropandiollerin 

karbonhidratlar parçalarından ziyade hidroklorik asidin pentosan ve pektin ile ilişkili artık 

lipitlerle reaksiyonundan kaynaklanması daha olasıdır. 

1.1.3 Gıdalarda 3-MCPD Oluşumu 

Geçtiğimiz yıllarda yeni analitik yöntemlerin geliştirilmesi ve kloropropanollere tehlikeli 

gıda toksik maddeleri olarak artan ilgi, bir dizi farklı gıda maddesinde 3-MCPD'nin 

belirlenmesine neden oldu. İncelenen gıdalar Isıl işlem görmüş gıdalar, yemeklik sıvı ve 

katı yağlar ve bebek gıdaları (anne sütü dahil) olmak üzere 3 ana başlık altında 

toplanmıştır. Çeşitli gıdalarda yapılan bazı çalışmalarda belirlenen 3-MPCD 

konsantrasyonları Tablo 1.1’de verilmiştir. 

Tablo 1Tablo 1.1 Çeşitli gıdalarda belirlenen 3-MCPD konsantrasyonları 

Gıda 3-MCPD 

konsantrasyonu 

Kaynak 

Tahıl ve ürünleri 4-23 μg/kg Chung vd. (2008) 

Balık ve kabuklu deniz ürünleri 3-33 μg/kg Chung vd. (2008) 

Et ve ürünleri 4-32 μg/kg Chung vd. (2008) 

Patates cipsi 6-11 μg/kg Chung vd. (2008) 

Maltlarda 4-650  μg/kg Zelinkova vd. (2006) 

Kahve 100-390  μg/kg Dolezal vd. (2005) 

Patates kızartması 0.13 mg/kg Arisseto vd. (2017) 

Palm yağı <0.25-5.8 mg/kg Razak vd. (2012) 

Palm yağı 4-5 mg/kg Franke vd. (2009) 

Kolza yağı 1 mg/kg Franke vd. (2009) 

Ayçiçek yağı 0.1-2.1 mg/kg Kuhlmann vd. (2011) 

Soya fasulyesi yağı <0.1-0.5 mg/ kg Kuhlmann vd. (2011) 

Soğan kızartması 0.23 mg/kg Arisseto vd. (2017) 

Soğan halkası 0.14 mg/kg Arisseto vd. (2015) 

Bebek maması 0.13-4.80 mg /kg yağ Jedrkiewicz vd. (2016) 

Soya sosu <0.01-3 mg/kg Wong vd.(2006) 

İstiridye sosu <0.01-3 mg/kg Wong vd.(2006) 

Soğan kızartması 0.23 mg/kg Arisseto vd. (2017) 

Soğan halkası 0.14 mg/kg Arisseto vd. (2015) 

Soğan kızartması 0.23 mg/kg Arisseto vd. (2017) 

Soğan halkası 0.14 mg/kg Arisseto vd. (2015) 
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1.1.3.1 Isıl İşlem Görmüş Gıdalar 

Crews vd., (2001) Birleşik Krallık'ta pazarlanan çok sayıda gıda maddesini inceleyen ilk 

araştırmacılardır. 3-MCPD ile kontamine olmuş ana gıda grubu tahıldan elde edilen 

ürünlerdi; en yüksek monokloropropandiol konsantrasyonu kızarmış ekmek (0.088 mg / 

kg) ve kremalı krakerlerde (0.087 mg / kg) belirlenmiştir. Aynı gıda maddeleri grubu 

Breitling-Utzmann vd. (2003) tarafından analiz edilmiştir. En yüksek 3-MCPD 

konsantrasyonu tostlarda (iyi kızartılmış bir ekmekte> 0.500 mg / kg) ve ekmek 

kırıntılarında (> 0.400 mg / kg) bulundu. Yüksek sıcaklıklara maruz kalmanın tahıl 

kaynaklı gıdalarda 3-MCPD oluşumunda önemli bir adım olduğu görülmektedir. 

Breitling Utzmann ve diğ. (2005) ayrıca ekmek bileşenlerinin 3-MCPD oluşumu 

üzerindeki etkisini test ettiler. Yağ ve fırınlama ajanının (şeker, un, soya unu, kalsiyum 

sülfat ve emülgatör olarak yenilebilir yağ asitlerinin mono ve diasilgliserollerinden 

oluşur) ilave edilmesinin, son üründeki 3-MCPD konsantrasyonunu etkileyebileceği, 

emülgatörler ve şekerler ile en güçlü etkiye sahip olabileceği görülmüştür.3-MCPD'nin 

öncüleri ile ilgili olarak Hamlet ve arkadaşları mayalı (Hamlet vd., 2004a) ve mayasız 

(Hamlet vd., 2004b) hamurlarında kloropropanollerin üretimini tahmin etmek için model 

hamur sistemlerini kullanmıştır. Her iki durumda da, gliserol veya monoaçil gliseroller 

ve fosfatidil gliseroller gibi bir gliserol iskeletine dayanan bileşikler, 3-MCPD ‘nin ana 

öncüleriydi. 

Isıl işlemin 3-MCPD oluşumunu tetiklediği görülen bir diğer gıda maddesi, gıda dereceli 

malt taneleri, malt unları ve malt ekstreleri (renk ve lezzet ajanları) gibi malt türevi 

ürünlerdir. Bu ürünlerde yağ, asit veya klorür eklemeye gerek olmadan ürünün orijinal 

bileşenleri 3-MCPD oluşumunu teşvik edebilir. Bununla birlikte, bu tip gıdalarda önemli 

miktarlarda 3-MCPD sadece koyu bira maltında (0.247 mg / kg) saptanmıştır. Birada 

bulunan serbest 3-MCPD miktarı nispeten düşüktür (10 µg / L) (IARC, 2000), ancak 

serbest form içeriğini önemli ölçüde aşabilen asitler, aldehitler ve alkol gibi diğer bira 

bileşenlerine bağlı olabileceği görülmektedir (Divinova ve diğerleri, 2007). 

Tütsülenmiş gıdalar ayrıca önemli miktarda 3-MCPD (> 0.02 mg / kg) içerir. Kuntzer ve 

Weisshaar (2006), fermente edilmiş sosislerde ve jambonda tütsülemenin gıda üzerindeki 

3-MCPD oluşum etkisini analiz etmişlerdir. Tütsüleme süreci, özellikle odun tipi ve 

işleme süresi bakımından 3-MCPD'nin ana kaynağı olarak görünmektedir (Kuntzer ve 

Weisshaar, 2006; FAO, WHO, 2007).  
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Tahıl ve malt türevi ürünlerin aksine, lipitler füme gıdalarda 3-MCPD'nin öncüsü olarak 

kabul edilmez ve bunun yerine selülozun kırılması sırasında 3-hidroksiasetondan 

oluşuma dair mekanizma önerilmiştir. Bunun dışında Reece (2005), tütsüleme işleminde 

kullanılan tuzlu sudaki tuz konsantrasyonunun da 3-MCPD oluşumunda etkili bir faktör 

olabileceğini öne sürmüştür. 

Ayrıca, 3-MCPD, kahve gibi ısıyla işlenmiş gıda maddelerinde, özellikle uzun bir 

kavurma işleminden sonra kavrulmuş kahvede ve hazır kahvede (Dolezal ve diğerleri, 

2005); ev tipi pişirme yoluyla hazırlanan eritilmiş veya ızgara peynirlerde (en olası 

öncüllerin klorür iyonları ve gliserol gibi bol miktarda bileşenler olduğu) (Crews ve 

diğerleri, 2001); ve gliserolün doğrudan öncü gibi görünmediği salam, domuz pastırması 

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

JECFA (2007) araştırması, maruziyet tahminlerine göre vücut ağırlığının kilogramı 

başına yetişkinler ve küçük çocuklar tarafından tüketilen çeşitli gıda maddelerinde 3- 

MCPD içeriğini özetledi. Ortalama diyet maruziyetleri, soya sosu ve ortalama 3-MCPD 

konsantrasyonunun (8 mg / kg) en yüksek olduğu ilgili gıda maddeleri de dahil olmak 

üzere çok çeşitli gıdalar için vücut ağırlığının kilogramı başına 0.02 ila 0.7 µg arasında 

değişmektedir. Diğer tüketici grupları arasında en yüksek yüzde payı oluşturan küçük 

çocuklar için tahmin edilen maruziyetler, vücut ağırlığının kilogramı başına 0.06 ila 2.3 

µg arasında değişmektedir. Chung ve diğ. (2008) ayrıca Hong Kong'da pazarlanan ve 

farklı gıda maddelerinden 318 numunenin analizine dayanan gıda maddelerindeki 3-

MCPD konsantrasyonu hakkında genel bir rapor sunmuştur: 101 tip gıda, 3 ila 66 µg / kg 

arasındaki konsantrasyon aralığında 3-MCPD içeriyordu. 

1.1.3.2 Yemeklil Sıvı ve Katı Yağlar 

Hem endüstriyel işleme (tohum kavurma veya deoderizasyon dahil rafine etme işlemi) 

hem de ev tipi (kızartma) pişirme sırasında yüksek sıcaklıklarda işlenmesine rağmen bu 

gıda maddeleri grubu ayrı tutulur. Çoğu durumda, bazı gıda maddelerinin lipit 

fraksiyonları dahil olmak üzere sıvı ve katı yağlar, ör. keçi sütü (Rahn ve Yaylayan, 

2011), patates kızartması, çörek veya tuzlu kraker (Hamlet vd., 2011), 3-MCPD'nin yağ 

asidi esterlerini içerir. 3-MCPD'nin bağlı formu, bu gıda grubunda ilk kez Gardner vd. 

(1983) kolza tohumu yağında (3800 µg / kg) hidroklorik asit varlığında tespit etmişleridir. 

Yemeklik yağların diğer araştırmaları Zelinkova vd. ( 2006) tarafından 45 ham ve rafine 

yağ örneğini analiz etmişlerdir.  
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Konsantrasyonları <3 ve 24 µg / kg aralığında serbest 3-MCPD içeren yağlar, <100 µg / 

kg (saf yağlar) ile 2462 µg / kg (rafine zeytinyağları) arasında değişen miktarlarda çok 

daha yüksek bağlı 3-MCPD seviyeleri sergiledi. Bu bulgu, gıda endüstrisinin katı ve sıvı 

yağ sektörü üzerinde yoğun bir araştırma yapılmasını sağlamıştır. 2007 ve 2008 

yıllarında, Stuttgart'taki Kimyasal ve Veteriner Test Kurumu (Alman Gıda Kontrol 

Ajansı) (ILSI, 2009) tarafından 400'den fazla farklı katı ve sıvı yağ numunesi analiz edildi 

ve neredeyse tüm rafine edilmiş katı ve sıvı yağlarda önemli miktarda bağlı 3-MCPD 

bulundu. En yüksek seviyeler (> 4000 µg / kg) palm yağlarında saplanırken, kızartma 

yağı ve margarin nispeten yüksek konsantrasyonlarda 3-MCPD esterleri içeriyordu. 

Kahve kreması, krem aerosol ve bulyon küplerinin yağ fraksiyonlarında büyük 

miktarlarda 3-MCPD esterleri (540-4840 µg / kg) belirlenmiştir (Karsulinova ve diğerleri, 

2007). Patates kızartması ve patates cipsi gibi palmiye yağında kızartılarak hazırlanan 

gıda maddeleri de önemli miktarlarda 3-MCPD esterleri içeriyordu (Zelinkova vd., 

2009’a). 

Palm yağı rafinasyonunda, deoderizasyon adımı sırasında genellikle daha iyi bir renk, 

koku ve düşük yağ asidi içeriği için daha yüksek bir sıcaklığa ihtiyaç duyulur. 

Deoderizayon işleminin 3-MCPD oluşumuna etkisi barizdir. Meyve yağları (zeytin ve 

palmiye yağları), nedeni hala net olmamakla birlikte tohum yağlarından daha fazla 

kontaminasyona eğilimli görünmektedir (bkz. Tablo 1.2). En yüksek MCPD seviyelerinin 

zeytin ve palm yağlarında bulunması sebebiyle Zelinková vd. (2006) rafine yemeklik 

yağlardaki diaçil gliserol içeriği ile MCPD seviyeleri arasında bir bağlantı olabileceğini 

öne sürmüşlerdir.  

Tablo 2Tablo 1.2 Ham ve rafine bitkisel yağlarda tespit edilen  3-mpcd miktarları 

Yağlar No. Ortalama 

(mg/kg) 

Maksimum 

(mg/kg) 

Kaynak 

Ham çekirdek yağları 9 0.063 < 0.3 Zelinková vd., (2006) 

Ham zeytin yağları 4 0.075 < 0.3 Zelinková vd., (2006) 

Ham tohum yağları 2 0.1 < 0.3 Zelinková vd., (2006) 

Rafine çekirdek yağları 5 0.524 1.234 Zelinková vd., (2006) 

Rafine zeytin yağları 5 1.426 2.462 Zelinková vd., (2006) 

Bitkisel katı-sıvı yağ 

karışımları 

11 1.534 2.435 Seefelder vd., (2008) 

Rafine palm yağı ve 

palm bazlı yağlar 

12 3.24 5.8 Weißhaar & Perz (2010) 

Diğer rafine bitkisel 

yağlar 

57 0.4–1.7 Weißhaar & Perz (2010) 
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1.1.3.3 Bebek Mamaları ve Anne Sütü 

Bu grup bebeklerin tüketimine yönelik gıdaları kapsar. Bebek mamalarının besinsel ve 

teknolojik özelliklerine ilişkin yüksek kalite gerekliliklerine uymak için, bitkisel katı ve 

sıvı yağların içerik olarak kullanılması esas olarak kabul edilir, bu nedenle önemli 

miktarda ester bağlı 3-MCPD riskini beraberinde getirir. Bebekler sık sık, bazen de 

sadece bu ürünlerle biberonla beslendiğinden, bu önemli bir sağlık riski olabilir. 

Diyete maruz kalma ile ilgili İnsan anne sütü, insan dokuları ve biyolojik sıvıları 

bakımından çeşitli bileşiklerin toksisite göstergesi olarak kullanılabilir. Velisek ve diğ. 

(2007) 12 anne sütü örneğini analiz etmiştir. Numunelerin hiçbiri tespit sınırından (LOD) 

(3 µg / kg) daha yüksek konsantrasyonlarda serbest 3-MCPD içermemiştir; bununla 

birlikte, tüm numuneler önemli düzeyde esterleştirilmiş 3-MCPD içermekteydi. 3-

MCPD'nin ortalama konsantrasyonu, 35.5 µg / kg süte karşılık gelen 1014 µg / kg izole 

yağ idi. Karşılaştırma için, doğumdan 14-76 gün sonra toplanan insan anne sütü örnekleri, 

12 µg / kg süte karşılık gelen 930 µg / kg izole yağ içeriyordu. Bu sonuçlar, laktasyonun 

başlangıcında, kontamine yiyecekleri sindiren kadınlarda toksiklerle birlikte lipitlerin 

anne sütünün içine salgılandığını göstermektedir. Zelinkova ve diğ. (2009b), insan anne 

sütüne benzer bir bileşime sahip 14 bebek mama örneğini analiz etti. Numunelerin hiçbiri 

önemli miktarda serbest 3-MCPD içermemiştir; ancak hepsinde yüksek düzeyde bağlı 3-

MCPD saptanmıştır. Bağlı 3-MCPD'nin konsantrasyon seviyesi, <300-2060 µg / kg süte 

karşılık gelen 62-588 µg / kg izole yağdır. Belirlenen miktarlar her bir bebek 

mamasındaki yağ içeriği ile orantılıydı. Daha önce belirtildiği gibi, bu durumda tolere 

edilebilir günlük alım miktarı, bebeklerin vücut ağırlığının küçük olması ve sadece 

yukarıda açıklanan gıdaları tüketmesi nedeniyle kolayca aşılabilir. (Weisshaar, 2011; 

Zelinkova vd., 2008) 

1.1.4 3-MCPD Absorbsiyonu, Metabolizması ve Toksisitesi 

Kloropropanollerin absorbsiyonu, metabolizması ve kısa ve uzun süreli toksisitesi 

70'lerden beri araştırılmıştır. Kemirgenler üzerinde yapılan çalışmalar, 3-MCPD’nin idrar 

yolu üzerinde zararlı etki ve doğurganlıkta azalma göstermiştir (Schilter vd., 2011). Ek 

olarak, in-vitro mutajenik aktivite gözlendi; ancak in vivo çalışmalar bu bulguyu 

doğrulamamıştır. İnsanlarda klinik çalışmalar bildirilmemiştir (JECFA, 2002). 3-MCPD 

ve metabolitlerinin emilimi, atılımı ve biyotransformasyonu hakkında yapılan 

çalışmalarda Edwards vd. (1975), 3-MCPD'nin vücut sıvılarında dağıtıldığını ve 

emildiğini iddia ederken, Jones vd. (1978), 3-MCPD'nin veya metabolitlerinin dokularda 
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birikmesini doğrulamamıştır. Bununla birlikte, 3-kloro-1,2-propandiol başlangıç 

dozunun yaklaşık %30'unun β-klorolaktat (3-MCPD metaboliti) olarak geri kazanıldığını 

bildirmiştir. 

Jones (1978), 3-MCPD'nin metabolik yollarını iki farklı yolla açıklamıştır (Şekil 3). 

Bakteriyel yol (Pseudomonas ve Arthrobacter üzerinde test edilmiştir) glisidol 

(genotoksik bileşik) ile gliserol veya merkapturik aside gelişir. Sıçanlarda, farelerde ve 

diğer memelilerde in vivo bulunan metabolitler, bakterilerde tanımlananlardan farklıdır. 

Sıçanlar üzerindeki toksik etkiler, testiküler ve böbrek toksisitelerine neden olan β-

klorolaktaaldehit ve β -klorolaktik asit ile ilişkilidir ( Jedrkiewicz vd., 2016). Bu etkiler, 

β-klorolaktaaldehit tarafından glikolize karışan enzimlerin inhibisyonundan 

kaynaklanmaktadır (Jones ve Porter, 1995). Ayrıca, β-klorolaktik asidin bir metaboliti 

olan oksalik asit, böbrek sistemi üzerinde bir etkiye sahiptir (Bakhiya vd., 2011). 

Sıçanlarda nefrofatı ve spermatosel oluşumu benzer bir mekanizma ile ilişkilidir, çünkü 

hem böbrekler hem de epididim aynı embriyonik kökene sahiptir (Jones, 1983). 

 

Şekil 1.3 3-MCPD'nin bakteriyel ve memeli metabolik yolu 

3-MCPD'nin kemirgenlerde kısa süreli bir maruziyetten sonra (dört hafta) böbrek en çok 

etkilenen organdı. Tek bir intraperitoneal 3-MCPD dozu, Sprague – Dawley sıçanlarında 

(Jones vd., 1978) akut glomerüler nefrite ve Wistar sıçanlarında (Morris ve Williams, 

1980) ciddi proteinüriye neden oldu. Ayrıca, böbrek ağırlığında bir artış gözlenmiştir 

(Cho vd., 2008).  
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Kemirgenlerin yanı sıra, 3-MCPD'nin kısa süreli toksisitesi üzerine bazı araştırmalar 

primatlarda da gerçekleştirilmiştir (Kirton vd., 1970). Altı haftalık bir çalışmadan sonra 

anemi, lökopeni ve trombositopeni ile kendini gösteren kemik iliği üzerinde zararlı bir 

etki gözlenmiştir. Bununla birlikte, bu toksikolojik etkiler daha kapsamlı ve ayrıntılı 

olarak araştırılmamıştır. 

Fare ve sıçanlarda uzun süreli toksisite (karsinojenisite) üzerine yapılan araştırmalar, 3-

MCPD alımından sonra tümörlerin varlığını göstermedi (Van Duuren vd., 1974). 3-

MCPD kanserojen etkisi ile ilgili çeşitli biyolojik deneyler yapıldı. Çatışan veriler olarak; 

Jayoung vd. (2010) tarafından yapılan çalışmada içme suyuna eklenen 3-MCPD, B6C3F1 

sıçanlarında kanserojen bir etki göstermemiştir. Ayrıca El Ramy vd. (2006), 3-MCPD'ye 

maruz kaldıktan sonra sıçan testiküler organogenezi üzerinde herhangi bir olumsuz etki 

gözlemlememişlerdir. 

3-MCPD'nin potansiyel genotoksisitesi birçok soruyu gündeme getirmektedir. 

Bakterilerde, bileşik pozitif bir mutajenik etki sergilemektedir (Silhankova, 1982). Genel 

olarak, faredeki gen mutasyon testi de dahil olmak üzere memeli hücreleri üzerinde 

yapılan testler de pozitif olarak sonuçlanmıştır (Jedrkiewicz vd.,2016). Bununla birlikte, 

3-MCPD'nin genotoksik olmayan mekanizmalar yoluyla tümörlere neden olduğuna 

inanılmaktadır (Jones, 1978). 

1.1.5 Gıda Örneklerinde 3-MCPD'in Belirlenmesi İçin Kullanılan Analitik 

Prosedürler 

Karmaşık matris kompozisyonu ve 3-MCPD ile benzer fizikokimyasal özellikler 

sergileyen bileşiklerin varlığı ile karakterize edilen gıda örneklerinde 3-MCPD'nin eser 

ve hatta ultra eser seviyelerinin belirlenmesi, analitik kimyacılar için büyük bir zorluk 

oluşturmaktadır. Ek olarak, kromofor eksikliği, yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

ile ultraviyole veya floresan tespiti uygulamasını elemektedir. Bileşiğin hem yüksek bir 

kaynama noktası hem de düşük moleküler ağırlığa sahip olması, gaz kromatografisini ve 

kütle spektrometresi (GC-MS) analizi uygulamalarını da olumsuz etkilemektedir (Baer 

vd., 2010). 

1978'de Velisek vd. ilk defa silika jel kolon ayrımı ve nükleer manyetik rezonans 

kullanılarak 3-MCPD belirlemişlerdir. Daha sonra GC-MS yöntemleri araştırma 

laboratuvarlarında yaygın olarak uygulandı. Bununla birlikte, örnek matris bileşimi 

nedeniyle, 3-MCPD ve GC bileşenleri veya matristeki bileşikler arasındaki etkileşimleri 

önlemek için örnek hazırlama ve türevlendirme gerekti. 
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Şu anda, Avrupa Komisyonu tarafından onaylanmış hiçbir analitik prosedür yoktur, ancak 

uzmanlar kabul edilebilir ve tekrarlanabilir sonuçlar sağlamak için kriterler belirlemiştir, 

örnek alan boşlukları, tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ) ve hassasiyet vb. (Avrupa 

Komisyonu Yönetmeliği, 2007). 

GC-MS ile analiz edilen numuneler durumunda, numune hazırlamadaki en önemli 

adımlar asit veya alkalin transesterifikasyon reaksiyonu (esterleştirilmiş formundan 

serbest 3-MCPD'nin serbest bırakılması için), türevlendirme reaksiyonu (GC tarafından 

belirlenecek uçucu türevi elde etmek amacıyla) ve bir türevinin ekstraksiyonudur. 3-

MCPD'nin belirlenmesi için kullanılan ilk türevlendirme maddesi 

heptaflorobutirilimidazol (HFBI); diollerle reaksiyonu di (heptafloro) butirat ile 

sonuçlanır (Hamlet ve Sutton, 1997) (Şekil 1.4). Bununla birlikte, Retho ve Blanchard 

(2005), HFBI ile türevlendirme reaksiyonunun zayıf seçicilik sergilediğini, çünkü 

HFBI'nin nükleofilik moleküller ile reaksiyona girebileceğini öne sürmüştür. Elde edilen 

türevin kütle spektrumu, spesifik iyonlar için karakteristik bölgesinde yetersiz (eksik) 

türevlendirmeyi gösterebilen düşük yoğunluklu bir sinyal gösterir. İmidazol formu yerine 

heptaflorobütirik asit anhidrit (HFBA) kullanılabilir (Xu vd. 2006). En yaygın olarak 

kullanılan türevlendirme maddesi, diollerle reaksiyonu dioksaborolan türevleri ile 

sonuçlanan fenilboronik asittir (PBA) (Divinov vd., 2004) (Şekil 1.4). Ek olarak, türetici 

bir ajan ve reaksiyon çözücüsü olarak aseton (Şekil 1.4) kullanılan yöntemler vardır 

(reaksiyon sonuçları dioksolanlarla sonuçlaNIR), ancak sonuçta elde edilen ekstrakttaki 

birçok istenmeyen madde nedeniyle yaygın olarak uygulanmamıştır (Maierhans ve 

diğerleri, 1998). Son zamanlarda, türevlendirme maddesi olarak N, O-bis (trismetilsilil) 

trifloroasetamid (BSTFA) kullanımı da rapor edilmiştir (Racamonde vd., 2011). 

 

 

Şekil 1.4 3-MCPD'nin Türevlendirme reaksiyon ürünleri: (a) HFBI; (b) PBA ve (c) 

Aseton (Racamonde vd., 2011). 
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GC-MS yöntemleri kullanılarak 3-MCPD'nin belirlenmesi için analitik prosedürler on 

yıldan uzun bir süredir modifiye edilmiştir. Günümüzde, bu tür değiştirilmiş iki prosedür 

kalite kontrol laboratuvarlarında yaygın olarak kullanılmaktadır. DGF (Deutsche 

Gesellschaft fur Fettwissenschaft) yöntemi (2011) ve ‘’Referans Malzemeleri ve Ölçüm 

Enstitüsü Ortak Araştırma Merkezi’’ (JRC IRMM) tarafından önerilen yöntem, 3-

MCPD'nin serbest ve bağlı formlarda dolaylı olarak belirlenmesini sağlar (Karasek vd., 

2010). Bununla birlikte, bazı araştırmalar (Karasek vd., 2011; Kaze vd., 2011) alkalin 

koşullarının glisidolün 3-MCPD'ye kısmi dönüşümüne neden olduğunu kanıtladığı için, 

güvenilirlikleri açısından sorgulanabilir. Bu nedenle tespitin nihai sonucu, başlangıç 

numunesinde bulunmayan 3-MCPD'yi içerir. Bu sorunun çözümü, glisidil esterlerin 

analiz sırasında 3-MCPD esterleriyle etkileşime girmediği asit transesterifikasyonunun 

uygulanması olabilir (Ermacora ve Hrncirik, 2012). Bununla birlikte, transesterifikasyon 

aşaması (4-16 saat) nedeniyle yöntemin zaman alıcı olduğu düşünülmektedir (Hrncirik 

vd., 2011). 

GC yöntemlerinin yanı sıra, uçuş zamanı kütle spektrometrisi (LC-TOFMS) ile sıvı 

kromatografisi kullanılarak bir prosedür de geliştirilmiştir. Bu yöntem basit, zaman alıcı 

değil ve analit dönüşümünün herhangi bir ek adımı olmaması nedeniyle doğrudan bir 

tekniktir. Bununla birlikte, mobil fazda sodyum bulunması nedeniyle MS sistemine 

verilen hasarla ilişkili yüksek maliyetler nedeniyle endüstriyel laboratuvarlarda rutin 

analizlerde yaygın olarak uygulanmamıştır. Ayrıca, gıda örnekleri (örn. Yağlar) gibi 

karmaşık matrisler cihazı kirletir, kullanımdan önce günlük olarak temizlenmesi gerekir. 

Ek olarak, nebulizatör iğnesi, paslanma ve ESI cihazının bileşenleri haftalık olarak 

değiştirilmelidir ve bu da genel maliyetleri arttırır (ortalama koşullar altında, parçalar bir 

yıllık sürekli kullanımdan sonra değiştirilir) (Haines vd., 2011). 

GC-MS yöntemlerinin, güvenilirlik ve tekrarlanabilirliği şüpheli olmasına rağmen, 

günümüzde 3-MCPD'nin analitiğine hâkim olduğu görülmektedir. Dispersiyon mikro 

ekstraksiyonu ve ardından GC-MS, süperkritik sıvı kromatografisi / tandem kütle 

spektrometrisi ve sıvı kromatografisi / tandem kütle spektrometrisi gibi sofistike ve 

dolayısıyla pahalı ekipman kullanarak 3-MCPD tayini için çeşitli yöntemler de vardır. 

Ancak, şimdiye kadar laboratuvarlarda yaygın bir uygulama alanı bulamadılar. 

Mevcut yeni yöntemler için, istenmeyen reaksiyonlardan ve dönüşümlerden kaçınmak 

için numune hazırlama sırasındaki karmaşık işlemlerin ve yeşil kimyanın ilkelerine uygun 

olarak sıvı ekstraksiyonu adımının ortadan kaldırılması üzerinde durulmaktadır.  
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Bu amaçlara GC analizi ile kombine edilmiş headspace türevleştirmesi ve katı faz mikro 

ekstraksiyonu (HS-SPME) kullanılması sağlanabilir (Huang vd., 2005; Maw-Rong vd., 

2007). Yayınlanan yöntemler, soya soslarını analiz etmek için başarıyla uygulanmıştır ve 

bu nedenle diğer gıda örneklerine ilişkin umut vericidir. Analitik yaklaşım aşağıdaki 

gibidir: 3-MCPD ilk önce PBA veya N-metil-N- (trimetilsilil) -trifloroasetamid) 

(MSTFA) ile türevlendirilir, daha sonra HS-SPME ile ekstrakte edilir ve son olarak GC-

MS ile tespit edilir. Ayrıca, su örneklerinde kloropropanolleri (1,3-DCP ve 3-MCPD) 

belirlemek için GC-MS ile birleştirilmiş bir katı faz ekstraksiyonu uygulanmıştır 

(Gonzalez vd., 2011). Çevre dostu olmanın yanı sıra, yukarıdaki yöntemler daha basit ve 

daha hızlıdır ve bu nedenle rutin analiz için daha uygundur.  

1.1.6 Yakın Kızılötesi (NIR) Spektroskopisi 

Bir NIR spektroskopisi cihazına genel olarak baktığımız zaman; ışık ayırıcı sistem, örnek 

detektörü, ışık kaynağı, optik detektör ve elde edilen sonuçları kaydeden analiz 

unsurlarından oluşmaktadır. NIR spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun 780-2500 

nm dalga boyu aralığında ışımanın absorplanması prensibi ile çalışmaktadır. İlgili alanda 

numune ile yakın kızılötesi ışınlar işleme girdiği zaman analzi edilen numunenin 

içeriğinde mevcut olan O-H, C-H, C-O ve N-H gibi moleküler bağlarda titreşim 

oluşmaktadır. Bu bağlar, NIR bölgesinde yüksek frekanslı overtone ve kombine bantlar 

halinde belirlenebilmektedir. NIR spektroskopisi tarım ve gıda ürünlerinde hem nitel hem 

de nicel analiz için kullanılmaktadır. NIR spektroskopisi yığın haldeki örneklerin 

çalışılmasına büyük olanak sağlamakta ve kullanımının kolay olmasından dolayı 

endüstriyel kuruluma uygundur. NIR spektroskopisi kullanılarak yapılan ölçümlerde, en 

önemli husus, ölçümü yapılan üründe genelde herhangi bir hasar olmamasıdır. Bazı 

durumlarda, spektral ölçümlerden önce ürün bir ön işleme tabi tutulabilir; örneğin 

buğdayın öğütülmesi gibi. Bununla birlikte NIR spektroskopinin ürünlerin kalite 

kontrolünde kullanılması son derece ümit vericidir. Ayrıca bu tekniğin başarısı yazılım 

ve donanım ile hızlı bir şekilde geliştirilmiştir. (Blanco & Villarroya, 2002; Cen & He, 

2007; Çağlar vd., 2019; Ertugay & Baslar, 2011; Newgard, 2004; Osborne vd., 1993;)  
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Avantajları:  

-Ölçümü kolay ve oldukça hızlı sonuç verir. Analiz sonuçlarına birkaç dakikada 

ulaşılabilir. 

-Numuneye ait yağ, protein, nem benzeri unsurlarının tespitinin yanı sıra duyusal ve kalite 

analizleri aynı zamanda beraberce belirleyebilmektedir. 

-Analiz için çok az bir numuneye ihtiyaç duyulmaktadır. Ek olarak; numuneyi 

zedelemediği için örneğin diğer analizlerde kullanılmasına olanak sağlamaktadır. 

-Analiz süresince kimyasal madde kullanımına gerek duyulmadığı için tehlikeli bir unsur 

içermemektedir. İlaveten, kimyasal kullanımı olmadığı için artık da ortaya 

çıkmamaktadır. Bu unsurları göz önüne aldığımız zaman çevresel unsurlar içinde pozitif 

bir kazanımdır. 

 -Genel kabul görmüş prosedürlerde olduğu gibi tüm analizler için özelleştirilmiş aletlere 

veya ekipmanlara ya da diğer laboratuvar içinde kullanılacak malzemelerine gerek 

bulunmamaktadır. Bu bakımdan incelendiğinde; işletim unsurları ve buna paralel olarak 

kullanım maliyeti öteki uygulamalarla karşılaştırıldığında oldukça avantajlıdır.  

Dezavantajları:  

-Cihazın genel fiyatı yüksektir. Ancak genel kabul görmüş prosedürlerin uygulanması 

için kullanılacak cihazların fiyatlarından fazlada değildir. 

 -Analizin uygulana bilmesi için kalibrasyon ihtiyacı bulunmaktadır. Ancak bu 

kalibrasyon yöntemlerini oturtturmak kolay olamamakla birlikte, bu yöntemlerin 

geliştirilmesi için süreye ihtiyaç duyulmaktadır. Bunlara paralel olarak; kalibrasyonun 

oluşturulabilmesi için referans yöntem olan klasik metotlara da ihtiyaç duymaktadır. 

-Yöntem genel olarak bakıldığı zaman büyük yapıların tespitinde uygulanmaktadır. 

Küçük yapılarda ve belirli kalite niteliklerinde tespit limitlerinde azalma olabilmektedir. 

 -NIR cihazları arasındaki optik farklılıklardan kaynaklı olarak kalibrasyon şekillerinin 

ve yöntemlerinin başka bir NIR cihazına aktarımı zaman zaman uygun olmamaktadır. 

Enstrümantasyon gelişimi ile birlikte, analitik yöntemler ve yazılımlar; matematiksel ve 

kemometrik teknikler kullanarak veri arşivleme ve yorumlama daha kolay ve hızlı bir 

biçimde yapılmaktadır.  
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Böylece hem enstrümentasyonun hem de analitik yazılımların NIR spektroskopisi için 

geliştirilmesi bu yöntemi güvenilir, etkili ve endüstride kalite kontrol için kullanılabilecek 

standart bir yöntem haline getirmiştir (Blanco & Villarroya, 2002).  

NIR spektrofotometreleri 3 enstrümental cihaz ile kategorize edilir;  

• Sıralı cihazlar, absorbans sırayla zamanında toplanır ve cihaz monokromatör veya 

filtreler ile donatılmıştır.  

• Fourier dönüşümü veya multipleks cihazlar ile kombine edilmiş NIR 

spektrofotmetreleri, bu cihazlarda birçok frekansta eş zamanlı olarak çalışabilir.  

• Çok kanallı cihazlar, bunlarda çeşitli dalga boylarında çeşitli dedektörler vasıtası 

ile absorbanslar ayrı ayrı tespit edilebilmektedir. 

NIR spektroskopisinde farklı spektral modlar, örneğin hem dış hem de iç özelliklerinin 

tahmin edilmesine imkân sağlamaktadır. Bu modlar yansıma, iletim, interaktans, 

transflektansı içermektedir. Yansıma ve interaktans genellikle katıların spektrumu, iletim 

sıvıların spekturumu ve transflektans ise ince ya da temiz örneklerin spektrumlarının 

ölçülmesinde kullanılmaktadır. Uygulanan modlar örneğin tipi, fiziksel özellikleri ve 

karakteristiğine bağlıdır.  

Yansıtma modu spektroskopisi yansıyan ya da numune yüzeyinden saçılan ışığı ölçer. 

Pürüzsüz yüzeye gelen ışık aynı açıyı yaparak yansır fakat pürüzlü yüzeye gelen ışık 

dağılır (Bajcsy vd., 1996). Pürüzsüz yüzeydeki yansıma numune kompozisyonu hakkında 

çok az bilgi içermektedir. Dağınık yansıma, bir numunenin kimyasal ve fiziksel 

özelliklerinin analizi için daha uygundur. Gıda maddelerinin fiziksel özellikleri ve 

karakteristikleri ile uyumluluk gösteren bu mod gıda endüstrisinde büyük ilgi görmüştür. 

Son on yılda, dağınık yansıma NIR tekniği kullanılarak, çeşitli gıdalarda tağşiş tespiti 

üzerine çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Farklı et örneği türlerini ayırt etmek amacıyla 

yürütülen çeşitli çalışmalar yüksek sınıflandırma doğruluğu ile sonuçlanmıştır (Alander 

vd., 2013) Bu teknik, süt tozunda ve soya fasulyesinde melamin tespitinde ve yoğurtta 

protein tağşişinde başarılı bir şekilde uygulanmıştır. NIR yansıma spektrumları portakal 

suyunda 1100-2498 nm dalga boyu aralığında %90 doğrulukla, %10 portakal pulp yıkama 

ve sentetik şeker-asit karışımını tespit etmek için basit ve pratik bir yöntem sunmaktadır 

(Twomey vd., 1995). Elma, çilek ve ahududu püresi tağşişi yansımalı NIR spektroskopisi 

kullanılarak tespit edilebilir (Contal vd., 2002).  



 
 

21 

NIR spektroskopisi iletim modu bir numunenin hem dış hem de iç kalitesini belirlemek 

amacıyla kullanılabilmektedir, bu modda ışık numune boyunca ilerleyerek numunenin iç 

kalitesi hakkında bilgi verir. Bu teknik, katı, sıvı ve gaz örneklerinin analizi için 

kullanılabilir. Bu mod kullanılarak, yağ (Sinelli vd., 2010) ve meyve sularında (Xie vd., 

2008) doğrulama ve tağşiş tespiti yapılmış, beyaz şarap örnekleri için tür tanımlaması 

yapılmış (Cozzolino & Murray, 2003), sığır ve tavuk yağ asidi kompozisyonu 

belirlenmiştir (Riovanto vd., 2012; Sierra vd., 2008).  

NIR spektroskopisi interaktans modu yansıtma ve iletme modlarının kombine edilmiş 

şeklidir. Bazı durumlarda, iletim modu ölçüm için yeterli olmadığı zaman interaktans 

numunenin iç özelliklerini öğrenmek için uygun bir yöntemdir. 

 Transflektans iletim ve yansıtma modları kombinasyonu olup, özellikle ince veya temiz 

numunelerin spektrum ölçümü için tasarlanmıştır. Transflektans yansıma ve iletim 

modları gibi yaygın değildir; fakat optik demet probu bu moda bağlı olarak sıvı akıntı 

analizleri için başarıyla uygulanabilmektedir (Pasquini, 2003).  

NIR spektrometrelerinden elde edilen bir spektrumda, numuneyi belirlemek veya 

gruplandırmak için uygulanacak birçok kimyasal ve fiziksel data içermektedir. Fakat NIR 

spektrumlarındaki overtonların birbirleri arasında çakışması ve sıklıkla yaygın bir içeriğe 

sahip olmasından kaynaklı bu unsurların numunedeki kimyasal bantlar ile anlamlı 

ilişkiler kurulması problemli olabilmektedir. NIR spektroskopisi ile spektrumlardaki 

bilgileri yorumlamak, elde edilen sonuçlardan tespit etmek imkânı bulunduğu kadar 

mevcut sonuçların meydana gelmesinde uygulanan istatistiksel ve matematiksel 

yöntemler kemometri olarak adlandırılmaktadır (Nicolai vd., 2007). 

Yakın kızılötesi spektroskopisinin kalibrasyon yöntemi oluşturmak zaman alan ve 

meşakkatli olmasının yanı sıra birçok analizi aynı anda yapabilmesi, çok hızlı sonuç 

alınabilmesi, birden fazla unsuru ve kalite niteliklerinin tespitini paralel zamanlarda çok 

kısa sürelerde analizler yapabilmesi gibi önemli avantajları vardır. Tespit edilen 

unsurların referans metotlara ihtiyaç duyduğu için hassas kalibrasyon yöntemlerinin 

belirlenmesi önem arz etmektedir. Özellikle son günlerde NIR metotlarında 

kemometriyle iç içe geçiren birçok kalibrasyon uygulaması geliştirilmiştir. Adımsal çoklu 

lineer regresyon (SMLR), temel bileşen regresyonu (PCR), kısmi en az kareler (PSL) ve 

yapay nöral ağ (ANN) kaynaklarda dikkat çeken en önemli tespit yöntemleridir (Cen & 

He, 2007; Aske vd., 2001; Ni vd., 2005).  
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1.1.6.1 NIR Spektroskopisi ile Yapılmış Gıda Analiz Çalışmaları 

NIR spektroskopisi değişik birçok sektörde karşılaşılan problemlere çözüm sunmak 

niyetiyle uzun zamandır uygulanmakta olan bir metot olarak adlandırılmaktadır. NIR 

spektroskopisinin uygulandığı konulara emsal olarak kimya endüstrisi, polimer endüstrisi 

biyomedikal bilimler, gıda ve ziraat analizler gibi konular verilebilir.  (Burns & Ciurczak 

,2007; Siesler vd., 2008). Gıda sektöründe NIR spektroskopisi ile yapılan uygulamalar 

incelendiği zaman tahıl ve tahıl ürünleri, süt ve süt ürünleri, et, sebze, balık, meyve ve 

içecekler gibi hemen hemen tüm gıda sektörünü ele alan uygulamalar mevcuttur. Literatür 

tarandığı zaman NIR ile yapılan uygulamalar gıdanın içeriğindeki kalite unsurlarının, 

gıda kaynağının, gıdaya uygulanan taklit ve tağşişlerin belirlenmesi noktasına 

odaklanıldığı görünmektedir. NIR spektroskopisinin en yaygın uygulandığı gıda konusu 

olan tahıl ve tahıl ürünleri içinde uygulanan analizlerde en kapmalı kısmı hububat 

ürünlerinin kalitesinin tespiti için kullanılan protein ve nem analizleri başı çekmektedir 

.Şimdiye kadar yapılmış uygulamalar incelendiği zaman buğday için geliştirilen protein, 

sertlik ve analizleriyle beraber kitledeki nem ve protein değerlerine ait kalibrasyon 

yöntemlerinde oldukça yetkin, sektörel olarak yaygın olarak kullanılabilir, faydalı 

sonuçlar elde edildiği görülmüştür (Mutlu vd., 2011; Osborne, 2006). NIR 

spektroskopisinin yaygın olarak uygun alanı bulduğu bir diğer konu ise süt ve süt 

sektörüdür. Isıl işlem görmüş, çiğ ya da sütte, kremada, süt tozunda veya değişik peyNIR 

çeşitlerinde kalite unsurları olarak değerlendirilen yağ, protein, nem ve laktoz seviyesinin 

NIR spektroskopisinin değişik analiz modları ile etkili bir şekilde tespit edildiği 

uygulamalar bulunmaktadır (de la Roza-Delgado vd., 2017; Chen vd., 2018). NIR 

spektroskopisi sığır, hindi, koyun, keçi ve domuz gibi etlerin nem, protein ve yağ 

seviyelerin tespiti, yağ asidi kompozisyonunun belirlenmesi, kıymanın orijininin 

bulunması ve hayvan etlerinin yağ oksidasyonunun belirlenmesi gibi birçok alanda 

uygulanmaktadır (Balage vd., 2015; Ripoll vd., 2018). 

1.1.6.2 Veri İşleme Teknikleri ve Kemometrik Yöntemler 

Spektroskopi konusunda uygulanan kemometrik yöntemler yaygın ifadesiyle nitel ve 

nicel ölçüm yöntemleri olarak iki ayrı sınıfta değerlendirilmektedir. Nitel niyetlerle 

inkişaf edilen uygulamalarda ana unsur metodu, diskriminant analiz ve kısmı en küçük 

kareler yöntemi-diskriminant analizi gibi yöntemler misal olarak gösterilebilirken, 

kantitatif niyetli olarak uygulanan yöntemler olarak kısmi en küçük kareler yöntemi, 

çoklu doğrusal regresyon (multiple lineer regression, MLR), yapay siNIR ağları 
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(Artificial Neural Networks, ANN), temel bileşen regresyon (Principal component 

regression, PCR) ifade edilmektedir (Roberts vd., 2016). Bu uygulamaların öncelikli 

niyeti spektral sonuçtaki çok fazla bulunan değişken sayısını verilerin iç yapısını en iyi 

ifade eden dataları kapsayan mümkün olduğu kadar en az sayıdaki temel unsurlara 

indirmektir. Sonrasında gruplandırma niyetli uygulanan yöntemler birbirine ortak verileri 

eşit grupta toplayarak birbirinden ayırmakta, regresyon niyeti ile kullanılan yöntemler ise 

tepit edilen sonuçları numunedeki tespit edilmek niyetindeki değerler doğrusal bir şekilde 

birleştirmektedir (Nunes, 2014). 

1.1.6.3 Ön İşlem Teknikleri 

Rastgele seçilen spektrometreden çekilen sonuç grafikleri ile belirlenen değer arasında 

bir bağlantı belirlenmek istenildiği zaman, istatistiksel yöntemler uygulamadan önce 

spektrumlara çeşitli ön işlemler yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. NIR cihazında 

elektromanyetik radyasyon dalga boylarının büyüklüğü ve numunelerde parça büyüklüğü 

nedeniyle elde edilen örnek sonuçları değiştirecek istenmeyen dağılma efeklerini geri 

plan kalabalığı ve düzlemden dalgalanmalar görünebilmektedir (Rinnan vd., 2009). 

Spektrumda görünen fakat talep edilmeyen özellikler nedeniyle kalibrasyon yönteminin 

oluşturulması sonrasında doğru olmayan veriler elde edilebilmektedir. Bu sebeple NIR 

sonuçları ile uğraşırken birinci olarak pre-step işleme ihtiyaç duyulup duyulmadığı 

noktasında bir inceleme yapılması, uygulama yapılacak ise ne çeşit pre-step yöntem en 

doğru olduğunun tespit edilmesi, yöntem oturtturma basamağında çok fazla öneme 

sahiptir (Puzarro vd., 2004). Spektrumu elde edilecek numunelerin bazılarının fiziksel 

özelliklerinden kaynaklı olarak tekrarlanabilir yapısal form oluşturulamamakta, bu durum 

da tekrarlanabilir spektrumların elde edilmesine mâni olmaktadır. Özellikle partikül 

yapıda bulunan katı numunelerde spektrometreden yayılan ışığın fazla ve amaçlanmayan 

yönlerde saçılmasından kaynaklı detektöre ulaşan anlamlı sinyalde kayıplar 

gözlenebilmektedir. Bu ön işlemlerden standart normal değişken (standart normal variate 

(SNV)), de-trend ve çoğaltıcı saçılma düzeltme (Multiplicative Scatter Correction 

(MSC)) gibi normalizasyon ön basamakları, bu fiziksel formdan kaynaklanan problemin 

çözülmesi için spektrumlara uygulanmaktadır.  

Yumuşatma (smoothing), 1. ve 2. türev, boşluk-segment türev uygulama gibi ön basamlar 

ise spektrumda meydana gelen gürültüyü ve spektrumlar arasındaki kaymayı minimize 

etmek ve arka plan efeklerini silmek niyetiyle spektrumlara uygulanmaktadır.  
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Bu ön basamaklardan SNV, granüler ya da toz formadaki numunelerin örnek hücresi 

içerisinde tekrarlanabilir yapıda bırakılmasından ve bu sebeple tekrarlanabilir spektrum 

elde edilememesinden veya partikül büyüklüğünün değişiminden dolayı spektrum 

üzerindeki farklılaşmaların uzaklaştırılması için uygulanmaktadır. Bu ön basamak, 

spektrumdaki bütün verilerden spektrumun ortalaması çıkarıldıktan sonra spektrumun 

standart sapmasına bölünmesi ile meydana gelmektedir. Barnes ve ark. tarafından 

geliştirilen çalışmada ve yine katı partiküllü numunelerin spektrumlarındaki temel hat 

kaymasını onaran öteki yöntem olan de-trend yöntemi ise temel hat eğriliğini, dalga 

boyunun kuadratik bir fonksiyonu olarak ifade edilmekte ve spektrumdan silmektedir 

(Barnes vd., 1989).  

1.1.6.4 Klasifikasyon ve Regresyon Yöntemleri 

Kalitatif spektrum yönteminde en fazla uygulanan PCA metodunun temelinde büyük veri 

setinde bulunan bilgileri daha kolay yöntemlerle ifade etmek ve mevcut çok sayıda 

değişkeni daha az sayıda anlamlı doğrusal yapıdaki temel bileşenlerine indirmek niyeti 

bulunmaktadır. PCA analizi ile veri setinde mevcut olan numuneye ait bilgi saklanırken, 

çok fazla bulunan birbiriyle ilişkili değişkenlerin sayısı etkin bir şekilde azaltılmaktadır. 

Bu şekilde yeni oluşturulan değişken kümesi, spektrumun kendisiyle doğrusallık 

göstermekte ve spektrumda mevcut olan bilgiyi daha az veriyle kaynak 

oluşturabilmektedir. Gruplandırmak niyetiyle uygulanan bir diğer uygulama olan kısmi 

en küçük kareler diskriminant analizi ise PLS temelli veri azaltma ve sınıflandırma 

yöntemidir. PLSDA yönteminde standart PLS algoritmasından faydalanılmakta, fakat 

bağımlı y değişkeni için tahmin edilmesi istenilen örneğe ait özellik yerine 0 ve 1 gibi 

sınıfı temsil eden rakamlar ifade edilmektedir. İkiden fazla sınıfın ifade edilmek istendiği 

durumlarda PLS2 algoritması uygulanmaktadır. PLS modeli sistemde kullanıldığında her 

bir numune icin Ytahmin değeri bulunmaktadır. Numunenin hangi sınıfta olduğu ise Ytahmin 

değerinin önceden adlandırılan Y1 ya da Y0 değerlerinden birine olan yakınlığıyla ifade 

edilmektedir. Buradaki Ytahmin değerleri ile beraber Bayes teoremi kullanılarak bir eşik 

limiti (EL) sıNIR değeri bulunmakta ve bu değerin üzerinde kalanlar 0 sınıfı, altında 

kalanlar ise 1 sınıfı olarak ifade edilmektedir. Birden fazla sınıf tek bir modelde ifade 

edilmek istenildiğinde ise grup sayısı kadar eşik limiti değeri bulunmakta ve ayrı ayrı 

gruplandırılarak tek modelde sunulmaktadır (Westerhuis vd.,2008; Rodionova vd., 2016; 

Gondim vd., 2011)  
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Regresyon yöntemi olarak spektroskopi metotlarda en sık uygulana çok değişkenli 

kalibrasyon metotlarından olan PLS, bağımsız değişkenlerin (spektrum) bağımlı 

değişkenler ile (örnek özelliği) ilişkilendirilmesini gizli değişkenler yardımıyla yapabilen 

analiz metodu olarak ifade edilmektedir. Uygulamanın niyeti spektral değerleri imkân 

olduğunca etkin kullanarak numune özelliklerini tahmin edebilen bağımsız değişkendeki 

varyasyonlardan çok daha az sayıda gizli değişken (gizli faktör) oluşturabilmektir (Wold 

vd., 2001). 

1.1.7 Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) 

Organik veya inorganik yapıların tespitinindi kullanılan pratik bir cihaz olarak önemli 

faydaları olan Kızılötesi (IR) spektroskopisi gün geçtikçe kullanım alanları artmaktadır 

(Ono vd., 2011). Numuneye özel, kişiselleştiren sonuçlar vermektedir. Bu bilgileri 

sağlarken maddeyi meydana getiren atomlar arasındaki bağların titreşmesi nedeniyle 

meydana gelen frekanslarına uygun gelen absorpsiyon çizgileri ile yapılan hesaplamalar 

sayesinde gerçekleşmektedir (Lin & Wang, 2011). 

Birçok sektörde kullanım alanları mevcuttur. Özellikle süt sektörü gibi klasik yöntemlerin 

kullanıldığı ve enstrümantal cihazların varlığında yapılan analizlerin ağırlıkta olduğu 

alanlarda zaman kazandırması ve işletim maliyetinin uygun olması acısından önemli 

avantajlar sağlamaktadır (Delaunay vd., 2011). Sıvı ve katı yağ sektöründe de yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Özellikle yağların birbiri ile karıştırılması sonucunda yapılan 

tağşişi belirlemede %98’e varan etkin sonuçlar alındı raporlanmıştır (Gürdeniz, Tokatlı 

ve Özen, 2008). Benzer birçok gıda, kimya sektörlerinde yaygın olarak kullanımı 

mevcuttur. Ekstrem bir örnek olarak biyoteknoloji alanlarında da çok başarılı, etkin 

sonuçlar alındığı ifade edilmektedir. Değişik elektriksel yükleri içeren alanlarda DNA da 

meydana gelen yapısal farklılıkların tespitinde de kullanım alanları bulmaktadır (Abu-

Teir vd., 2008). 

1.1.8 Kabak Çekirdeği ve Yağı  

Kabak, Cucurbitaceae familyasının alt türleri içinde bulunan, birçok alanda yetiştirilen, 

elde edilen meyveleri ve tohumları sıklıkla insanlar tarafından kullanılan önemli bir gıda 

üründür. Zengin ve çeşitli bir mineral içeriğine sahip olan kabak, özellikle potasyum, 

magnezyum, fosfor, kalsiyum, demir, sodyum mineralleri içermesi ile dikkat 

çekmektedir. Kabak birçok türü olmasına rağmen en yaygın olan türleri; balkabağı 

(Cucurbita moschata), sakızkabağı ve helvacıkabağı (Cucurbita maxima) dır (Nederal 

vd., 2014). 
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Balkabağı (Cucurbita  sp.) dünyanın tropikal ve subtropikal bölgelerinde yetişen yıllık 

bir bitkidir(Tadmor, Paris, Meir, Schaffer& Lewinsohn, 2006) . Özellikle tohum bileşimi 

nedeniyle değerli bir diyet bileşeni olarak kabul edilir(Nawirska-Olszańska, Kita, 

Biesiada, Sokół-Łφtowska, & Kucharska, 2013). Kabak çekirdeği, son yıllarda çeşitli 

nutrasötik özelliklere sahip oldukça zengin biyoaktif bileşikler içermesi nedeniyle önemli 

ölçüde ilgi gördü. Doğal biyoaktif bileşiklerle kabak çekirdeği, in vivo deneylerde 

gösterildiği gibi çok çeşitli biyolojik aktiviteye sahiptir (Dyshlyuk ve ark., 2017).  

Kabak çekirdeğinin ana bileşeni toplam içeriğin %50'sini oluşturan yağ olduğundan, 

tohumlar bitkisel yağ üretiminde sıklıkla kullanılmaktadır. Son birkaç yılda, çeşitli 

çalışmalar kabak çekirdeği yağının hipertansiyon, diyabet ve kanser gibi birçok hastalığa 

karşı sağlık etkilerini belirtmektedir (Montesano, Blasi, Simonetti, Santini, &ssignani, 

2018).   

Kabak çekirdeği yağı tohumu yağı%73-80, esas olarak linoleik (% 36-61) ve oleik asitler 

(% 21-47) içeriğine sahiptir. Kabak çekirdeği yağının bu doymamış yağ asidi bileşimi, 

gıdaların besinsel faydalarını iyileştirmesini sağlar. Koyu yeşilimsi bir renge ve güçlü 

fındık aromasına sahip yağ esas olarak salata sosu için kullanılır. Fenolik bileşiklerin, 

tokoferollerin ve sterollerin varlığı kabak çekirdeğinin bir başka faydalı özelliğidir  

(Parry, Cheng, Moore,  & Yu, 2008). Sebzelerdeki fitokimyasalların güçlü antioksidan 

aktiviteye sahip olduğu belirtilmiştir. Gıda matrislerindeki antioksidan aktiviteye bağlı 

olarak kardiyovasküler hastalıklar, kanser ve yaşlanma gibi çeşitli patolojilerin gelişme 

riskinin azaldığını gösteren çalışmalar vardır(Hang vd., 2004; Wan ve ark., 2014) . 

Son yıllarda, tüketici eğilimi, esas olarak bu yağların beslenme ve sağlık yararları 

olduğuna dair artan kanıtlar nedeniyle dünya çapında soğuk-preslenmiş yağlara doğru 

değişmiştir (Neđeral ve ark., 2012). Soğuk-preslenmiş yağlar herhangi bir kimyasal ve ısı 

uygulaması olmadan üretildiğinden, besin bileşenleri ve duyusal özellikleri rafine 

yağlardan daha iyi korunur. Esansiyel yağ asitleri, fenolik maddeler ve tokoferoller gibi 

doğal antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bileşenler içerdiğinden beslenme 

ve duyusal açıdan bir tür fonksiyonel gıda olarak atfedilirler  (Akcicek & Karasu, 2018; 

Tekin-Çakmak, Karasu, Kayacan-Çakmakoğlu, & Akman, 2021;  Tekin & Karasu, 2020). 

''Soğuk-preslenmiş yağ'' yağa herhangi bir sıcaklık uygulaması yapılmadığı anlamına 

gelse de, sürtünme ve yüksek çalışma basınçları nedeniyle presleme işlemi sırasında 

sıcaklık kendiliğinden   artar (Neđeral ve ark., 2012). 
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Kabak çekirdeğinden yağ elde etmek için hem sıcak hem de soğuk pres işlemleri 

kullanılır. Bununla birlikte, geleneksel yöntemde, su ve tuzla bir hamur oluşturduktan 

sonra, hamur 100-130 °C'de 60 dakikaya kadar kavrulur, bu da protein fraksiyonu 

pıhtılaşmasına katkıda bulunur ve lipit fraksiyonunun preslenerek kolayca çıkarılmasına 

neden olur(Raczyk, Siger, Radziejewska-Kubzdela, Ratusz, & Rudzińska, 2017 ). Bu 

açıdan bakıldığında, balkabağı tohumlarının yağı üretmek için kavrulması ve soğuk pres 

işlemlerinde yüksek presleme sıcaklığının yanı sıra yağın besin kalitesini etkiler. 

1.2 Tezin Amacı 

Yağlarda 3-MCPD analizi uzun ve maliyetli bir analizdir. Mevcut referans yöntemlere 

göre Gc-Ms ile yapılması gerekmektedir. Ancak Avrupa ülkelerinde regülasyonları 

oluşturulmuş olup, yakın zamanda ülkemizde de düzenlemeleri yapılacak olan 3-MCPD 

miktarı, proses analizi uygulamaları kapsamında olacaktır. Bu nedenle fabrika 

uygulamalarında her parti üründe analiz sonucuna ihtiyaç duyulacaktır. 

Gc-Ms ile bu kadar analizin, günlük olarak yapılıp, üretimi yönlendirebilmesi pratikte 

mümkün görünmemektedir. 

 Bu neden dolayı, daha hızlı ve maliyet acısından daha ekonomik yollara ihtiyaç 

duyulmaktadır. NIR teknolojisi şu aşamada en alternatif yöntem görünmektedir. NIR, 

genel prensip olarak 15-90 s aralığında analiz sonucu vermesi, herhangi bir kimyasal sarfın 

olmaması ve kalibrasyon işlemi yapılıp, metodun valide edilmesi sonrası kullanım 

noktasında uzmanlık gerektirmemesi gibi önemli avantajları bulunmaktadır. 

İkinci çalışma olan kabak çekirdeği yağını elde etmek için hem sıcak hem de soğuk pres 

işlemleri kullanılmaktadır. (Raczyk, Siger, Radziejewska-Kubzdela, Ratusz, & 

Rudzińska, 2017 ). Esansiyel yağ asitleri, fenolik maddeler ve tokoferoller gibi doğal 

antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bileşenler içerdiğinden beslenme ve 

duyusal açıdan bir tür fonksiyonel gıda olarak atfedilen kabak çekirdeği yağının bu 

özellikleri sıcaklık farklarından dolayı etkilenebilmektedir. (Akcicek & Karasu, 2018; 

Tekin-Çakmak, Karasu, Kayacan-Çakmakoğlu, & Akman, 2021;  Tekin & Karasu, 2020) 

Bu nedenle farklı sıcaklık derecelerinde preslenen kabak çekirdeği yağının; 

fizikokimyasal özellikler, yağ asidi, sterol, fenolik bileşim, in-vitro sitotoksiklik testi   ve 

kabak çekirdeği yağının antienflamatuvar aktivite üzerindeki etkisini belirlemek ve bu 

etkilerin tespitinin uzun ve maliyetli olması, proses analizi olarak kullanılmasının zor 

olması nedeni ile başka bir infrared temelli yöntem olan FTIR ile tespit edilmesi 
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amaçlanmıştır.  Bu amaçla 100 0C (PSO2) ve 150 0C (PSO3) pres sıcaklığında elde edilen 

yağlar soğuk pres yağı (PSO1) ile karşılaştırılmıştır.  

1.3 Hipotez 

Gıdaları işlenmeye, proses edilmeye başladığından itibaren 3-MCPD gıda ürünlerinde 

mevcuttu (Razak vd., 2012). Fakat son zamanlarda bitkisel proteinlere ilaveten bitkisel 

yağlar ve bebek mamaları ile süt, tahıl ürünleri, et, kahve, malt ürünleri, bisküvi, kızarmış 

peyNIR, tütsülenmiş ürünler gibi farklı ısıl işlem görmüş gıdalarda da fazla miktarlarda 

belirlenmesi ile ve kanserojen özelliklerinden dolayı bu bileşenlerin incelenmesi ve tespit 

edilmesi gerekliliği ihtiyacı daha fazla artmıştır (Dolezal & Velisek, 1992). 

Son ürünleri kullanan insanların karşı karşıya kaldıkları şartları tespit etmek gayesi ile, 

gıda ürünlerindeki 3-MCPD, 2-MCPD ve glisidolün seviyelerini hassas bir şekilde 

belirleyen, analitik yöntemlere gereksinim duyulmaktadır. Birçok yöntem, asit ve alkali 

içerisinde transesterifikasyon aracılığı ile 3-MCPD’lerin esterlerden ayrıştırılmasını 

içermektedir (Dolezal & Velisek, 1992). Son zamanlarda kütle spektrometrik metodu ile 

tespit hassasiyeti yükseltilmiştir. Doğrulanmış GC/MS yöntemi, gıda ürünleri ve gıda 

katkı maddelerindeki 3-MCPD’yi 0.010 mg/kg’e kadar düşük konsantrasyonlarda 

belirleme kapasitelerine sahiptirler ve AOAC (metod no 2000.01) tarafından ilk tespit 

yöntemi olarak kabul onaylanmıştır (Arisseto vd., 2017). 

Ancak Gc-Ms analiz protokolü uzun ve hassasiyeti yüksek bir analizdir. Aynı zamanda 

maliyetli bir analiz olması önemli bir dezavantajdır. Buna ek olarak uzmanlık gerektiren 

bir alt yapıya ihtiyaç duyulmaktadır. Ancak Avrupa ülkelerinde regülasyonları 

oluşturulmuş olup, yakın zamanda ülkemizde de düzenlemeleri yapılacak olan 3- mcpd 

miktarı, proses analizi uygulamaları kapsamında olacaktır. Bu nedenle fabrika 

uygulamalarında her parti üründe analiz sonucuna ihtiyaç duyulacaktır. 

Gc-Ms ile bu kadar analizin, günlük olarak yapılıp, üretimi yönlendirebilmesi pratikte 

mümkün görünmemektedir. 

NIR spektroskopisi elektromanyetik spektrumun 780 ile 2500 nm dalga boyu aralığındaki 

bölgesini içermekte ve yapı içerisindeki O-H, C-H, C-O ve N-H gibi moleküler bağların 

titreşimleri ile ilgili olarak absorpsiyon bantları oluşumuna neden olmaktadır. İlgili olan 

kısımda analiz edilecek olan numune yakın kızılötesi ışınları ile temas ettiği anda, bu 

bağlar titreşimsel enerji değişiklikleri ile karşı karşıya gelmekte ve bu unsurların sonucu 

olarak da moleküller titreştiği zaman NIR bölgesindeki organik moleküllerin enerji 
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absorpsiyonu ortaya çıkmaktadır (Ertugay vd., 2011). NIR teknolojisi şu aşamada en 

alternatif yöntem görünmektedir. NIR, genel prensip olarak 15-90 s aralığında analiz 

sonucu vermesi, herhangi bir kimyasal sarfın olmaması ve kalibrasyon işlemi yapılıp, 

metodun valide edilmesi sonrası kullanım noktasında uzmanlık gerektirmemesi gibi 

önemli avantajları bulunmaktadır (Blanco & Villarroya, 2002; Cen & He, 2007; Çağlar 

vd., 2019; Ertugay & Baslar, 2011; Newgard, 2004; Osborne vd., 1993;).  

İkinci çalışmada fenolik maddeler tokoferoller ve esansiyel yağ asitleri gibi doğal 

antioksidanlar ve steroller gibi lipofilik biyoaktif bileşenler içerdiğinden beslenme ve 

duyusal açıdan bir tür fonksiyonel gıda olarak atfedilen kabak çekirdeği yağının bu 

özellikleri sıcaklık farklarından dolayı etkilenebilmektedir. (Akcicek & Karasu, 2018; 

Tekin-Çakmak, Karasu, Kayacan-Çakmakoğlu, & Akman, 2021;  Tekin & Karasu, 2020) 

Bazı çalışmalar, kavurma işlemlerinin kabak çekirdeği yağının biyoaktif bileşiklerinin 

değişmesi üzerindeki etkisi hakkında raporlar sunmaktadır.  Murkoviç, Piironen, Lampi, 

Kraushofer ve Sontag  (2004) kabak çekirdeğine 150°C sıcaklık uyguladılar ve yağ 

asitleri ve tokoferoller, fitosterollerin zamana bağlı olarak değişimlerini değerlendirdiler.    

Neđeral ve ark. (2012) 110 °C'de 45 dakika boyunca kavrulmuş kabak çekirdeği macunu 

su ve tohum ile hazırladılar ve iki farklı soğuk-pres işlemi görmüş yağ ile karşılaştırdı. 

Ayrıca presleme sıcaklığının yağların özellikleri üzerindeki etkisini de değerlendirdiler. 

Başka bir araştırmada, tohumlar 110 °C'de  40 dakika  kavrulmasına rağmen,  soğuk-

preslenmiş bir yöntem kullanarak, yağların fizikokimyasal özelliklerini nasıl etkilediğini 

araştırmışlardır (Raczyk ve ark., 2017).  Vujasinoviç, Djilas, Dimic, Basic ve Radocaj 

(2012) da tohum, tuz ve sudan bir macun hazırdı ve macunu 90°C, 110°C ve 130°C'de 30 

ve 60 dakika kavurdu ve yağların biyokimyasal bileşimindeki değişiklikleri 

değerlendirmiştir. 

Bu çalışmada 100 0C(PSO2) ve 150 0C (PSO3) pres sıcaklığında elde edilen yağlar soğuk 

pres yağı (PSO1) ile karşılaştırılmıştır. Fenolik bileşikler ve steroller gibi kabak 

çekirdeğindeki biyoaktif maddelerin antioksidan özelliklerinin bilindiği göz önüne 

alındığında, in-vitro sitotoksiklik testini araştırmak önemlidir. Ancak bu analizlerin 

proses analizi kapsamında üretimi yönlendirmesi uzun ve maliyetli bir süreçtir. Bu 

sıcaklık değişimlerinden kaynaklanan farklılıkları tespit etmek için infrared temelli 

yöntem olan FTIR ile bu biyoaktif maddelerin tespit edilmesi bu çalışmada 

amaçlanmıştır. Ayrıca çalışma literatüre birçok yenilik katmaktadır. 
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2  
MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1 Materyal 

Kalibrasyon oluştura bilmek için değişik 3-MCPD yüküne sahip palm yağları seçilmiştir. 

Palm yağları özellikle deodarizayon sırasında yüksek sıcaklıklara maruz kaldığı için ve 

yapısal özelliklerinden dolayı 3-MCPD oluşumu açısından daha hassas olduğu için 

seçilmiştir. Yüksek yüklü 3-MCPD li yağlar için ham yağlar, orta dereceli yüklü olanlar 

için topraklama öncesi yağlar ve düşük yüklü yağlar içinde topraklama sonrası yağlar 

kullanılmıştır. Yağlar Malezya’dan gelmiştir. Tüm çalışmalar boyunca sıcaklık 

dalgalarından etkilenmemeleri için +4 °C buzdolabında muhafaza edilmiştir. 

Aynı zamanda NIR cihazının validasyonu sırasında sızma zeytinyağı kullanılmıştır. 

Zeytinyağı düşük sıcaklıkalarda işlem gördüğü için 3-MCPD bulunmamaktadır. 

Dışarıdan kontrollü şekilde 3-MCPD ilave ederek validasyon için en uygun yağ olması 

nedeniyle zeytinyağ seçilmiştir. Zeytinyağ da tüm çalışma boyunca +4 °C de muhafaza 

edilmiştir. 

İkinci çalışmanın materyali olan kabak çekirdeği yağ örnekleri soğuk pres  ekstraksiyon 

yöntemi ile üretildi. Yağların üretimi için soğuk pres makinesi (Tokul Ltd, Co., İzmir, 

Türkiye) kullanılmıştır.  Soğuk pres makinesi saatte 10 kg çekirdek işleme kapasitesine 

sahipti ve dolum haznesi boyutları 5 mm'ydi. Soğuk pres işlemi sırasında pres sıcaklığı 

50 0C'yi geçmedi. Daha sonra, soğuk pres koşullarına ek olarak, kabak çekirdeği yağının 

sıcak pres ekstraksiyonu için iki pres sıcaklığı (100 0Cve 150 0C) uygulanmıştır.   

Preslendikten sonra, katı parçacıkları yağlardan çıkarmak için filtrasyon uygulandı. Son 

olarak kabak çekirdeği yağları renkli şişelerle paketlenerek analizleri için 4°C'de 

bekletildi. Analizde kullanılan kimyasalların tamamı Merck (Darmstadt, Almanya) ve 

Sigma'dan (St. Louis, ABD) analitik saflık ve üzeri (HPLC saflığı ve GC saflığı) elde 

edilmiştir. 
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2.2 Analiz Yöntemi 

2.2.1 Gc-Ms Metodu  

Kullanılan Reaktifler ve Hazırlanışları (DGF Standart C-VI 18 metodu (10)) 

Çalışma Çözeltileri  

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

palmitol ester (örneğin 26,87 ug/ml toluende; eşdeğer olarak 5,0 ug/ml serbest 3-MCPD 

içerir.) 1 mg standardın tamamı 10 ml balon içerisinde tolüen ile çözülerek hazırlanır.  

d5-3-MCPD-1,2-bis-palmitol ester Çalışma Çözeltisi ( 3-MCPD eşdeğeri 0,9304 ppm): 

Stok çözeltisinden 1.25 ml alınarak toluen ile 25 ml balon joje içerisinde hazırlanır. 

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

MCPD) 

Glycidyl Stearate Stok Çözelti (1000 ppm) : 1000 ppm olarak tolüen ile hazırlanır. 

Glycidyl Stearate Çalışma Çözeltisi (25 ppm) : Stok çözeltiden toluen ile seyreltilerek 25 

ppm olacak şekilde hazırlanır. 

Sodyum Hidroksit Çözeltisi (25 ml) : Konsantrasyonu 20 g/L olacak şekilde metanol ile 

hazırlanır. 0,5 g NaOH tartılır ve metanol ile 25 ml ye tamamlanır. 

% 25 lik Sülfürik Asit (H2SO4) Çözeltisi (100ml) : %95 lik H2SO4 çözeltisinden 16,9 

ml alınır ve saf su ile 100 ml ye tamamlanır. 

Asitlendirilmiş Sodyum Klorür Çözeltisi (200 g/l) : 200 g sodyum klorür tartılır ve 

üzerine 35 ml %25 lik sülfürik asit çözeltisi ilave edilerek su ile 1 L ye tamamlanır. 

Hazırlanmış olan solüsyonun 600 ul si 200 ul hazırlanmış olan sodyum hidroksit 

çözeltisini nötralize etmelidir. Nötralize işlemi fenol fitaleyn ile kontrol edilir (Fenol 

fitaleyn çözeltiyi berraklaştırmalı). 

Asitlendirilmiş Sodyum Klorürsüz Çözeltisi (600 g/l): 600 g sodyum bromür tartılır ve 

üzerine 35 ml %25 lik sülfürik asit çözeltisi ilave edilerek su ile 1 L ye tamamlanır. 

Hazırlanmış olan solüsyonun 600 ul si 200 ul hazırlanmış olan sodyum hidroksit 

çözeltisini nötralize etmelidir. Nötralize işlemi fenol fitaleyn ile kontrol edilir (Fenol 

fitaleyn çözeltiyi berraklaştırmalı). 

Doymuş Fenil Boronik Asit Çözeltisi/PBA (Türevlendirme Çözeltisi): 2.5 g PBA üzerine 

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

karıştırılarak hazırlanır. 

Dietil eter/etil asetat karışımı (6:4): 60 ml dietil eter ile 40 ml etil asetat karıştırılarak 

hazırlanır. 

Yöntem: 

Gc-Ms ile 3-MCPD Analiz Yöntemi  

Bu kapsamda 25 tane ham yağ, 25 tane topraklama öncesi yağ ve 25 tane topraklama 

sonrası yağ ,numunesi Gc-Ms ile analiz edilecektir.  

Deney A – Bu deneyin prensibi 3-MCPD ve glisidol içermeyen numune içerisine bu 

maddelerin yerine geçen standardın numuneye eklenmesi ile tert-butil metil eterinde 

çözündürülmesidir. Bu çözelti sodyum hidroksitin metanollü çözeltisi ile seyreltilir. Bu 

reaksiyon belirli oranda sodyum kloridin asidik çözeltisi ilavesi ile sonlandırılır. Bu asidik 

koşullar altında serbest glisidol inorganik klorid ile reaksiyonu ile 3-MCPD ve daha 

düşük oranlarda 2-MCPD ye dönüşür. Numunedeki istenmeyen non-polar bileşikler sulu 

fazın n-hekzan ile ekstraksiyonu ile uzaklaştırılır. Yerine geçen standart ile analit birlikte 

sulı fazın dietileter, etil asetat veya bunların birlikte kullanımı ile ekstrakte edilerek 

organik faza geçirilir. Türevlendirme PBA (fenil boranik asit) nın organik fazla 

reaksiyonu ile gerçekleşir. PBA nın uzaklaştırılması için ekstrakte edilen analitler organik 

çözücüye transfer edilir. Elde edilen ekstrakt susuz sodyum sülfat geçirilerek azot altında 

kurutulur ve izooktanla çözülür ve GC ye enjekte edilir. 

Deney B – Bu deneyin prensibi 3-MCPD ve glisidol içermeyen numune içerisine bu 

maddelerin yerine geçen standardın numuneye eklenmesi ile tert-butil metil eterinde 

çözündürülmesidir. Bu çözelti sodyum hidroksitin metanollü çözeltisi ile seyreltilir. Bu 

reaksiyon asidik klor içermeyen tuz solüsyonu eklenerek sonlandırılır (sodyum bromid). 

Kloridsiz asidik şartlar altında serbest glisidol tuz kullanımına göre farklı bir reaksiyon 

verir. Diğer hazırlık aşamaları Deney A da ki gibidir. 

GC-MS Şartları 

Enjeksiyon miktarı: 1.2 ul 

Taşıyıcı gaz: Helyum 1ml /dk 

Enjeksiyon splitless, purge akışı 50ml/dk (0,5 dakikadan 1 dakikaya kadar), septum purge 

3 ml/dakika 
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Tablo 3 Tablo 2.1 GC Fırın sıcaklık programı 

Basamak Sıcaklık Süre 

0 85 0C 0,5 dakika 

6 0C/dakika 150 0C  

12 0C/dakika 180 0C  

25 0C/dakika 280 0C 7 dakika 

Enjeksiyon başına analiz süresi yaklaşık 25 dakikadır. 

MS dedektör şartları: 

EI/SIM modu 

3-MCPD için iyonlar: 149/150/201/203 

3-MCPD için iyonlar: 146/147/196/198 

Miktar analizi için iyonlar 

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

 Analizin Yapılması 

• Analizi yapılacak yağdan iki ayrı deney tüpüne A ve B reaksiyonu için 0,1 g tartılır. 

• Her deney tüpüne 100 ul standart (3-MCPD-d5) ve 1 ml tBME karışım çözeltisi 

eklenerek vortex ile karıştırılır. 

• Her numuneye 200 ul sodyum hidroksit çözeltisi eklenir ve çalkalanıp 2dk beklenir. 

• A numunesine 2 dk sonunda asitlendirilmiş 600 ul NaCI eklenerek reaksiyon 

sonlandırılır. 

• B numunesine 2 dk sonunda asitlendirilmiş 800 ul NaBr eklenerek reaksiyon 

sonlandırılır. 

Not: Verilen reaksiyon zamanına uymak önemlidir. 

• Reaksiyon sonlandırma çözeltileri ilave edildikten sonra her iki deney tüpüne 600 

ul n-hekzan eklenerek çalkalanır faz ayrımı olunca üstteki faz pastör pipeti ile atılır. 

• Tekrar 600 ul n-hekzan ilave edilerek çalkalanır ve üstteki organik hekzan fazı 

atılır. 

• Elde edilen sulu faza 300 ul türevlendirme çözeltisi PBA ilave edilir ve 1dk vortex 

ile karıştırılır. 
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• Deney tüplerinin kapakları kapatılarak 90 0C su banyosunda 30 dakika bekletilir. 

• Deney tüpleri oda sıcaklığına getirilene kadar soğutulur. 

• Yeni deney tüplerine 2-3 spatül susuz sodyum sülfat ilave edilir. 

• Oda sıcaklığına getirilen deney tüplerine 600 ul dieitil eter + etil asetat karışımı 

(600ul/ml dietileter; 400ul/ml etil asetat) ilave edilir ve üstteki organik faz alınarak 

sodyum sülfat konulan deney tüplerine alınır. Bu işlem 2 defa uygulanır. 

• Elde edilen ekstraktlar tamamen kuruyana kadar azot uçurma düzeneğinde 

uçurulur. 

• Deney tüplerine 500 ul izooktan ilave edilir. 

• Berrak olan çözeltiden şırınga ile 1 ul alınarak GC’ye enjekte edilir. 

Deney A ve B den gelen çözeltiler ayrı tüplerde analize alınır.  

Deney A dan gelen 3-MCPD ve glisidol toplamını verir. 

Deney B den gelen ise sadece 3-MCPD sonucunu verir. 

HESAPLAMALAR 

W3-MCPD(A)= SFA X WD5-3-MCPD(A) / SFİA 

W3-MCPD(A)= Deney A 3-MCPD miktarı mg/kg 

SFA = Deney A 3-MCPD alanı 

WD5-3-MCPD(A)= 3-MCPD-d5 konsantrasyonu mg/kg 

SFİA = Deney A 3-MCPD-d5 alanı 

(2.1) 

W3-MCPD(B) = SFB X Wd5-3-MCPD(B) / SFİB 

W3-MCPD(B)= Deney B 3-MCPD miktarı mg/kg  

SFB = Deney B 3-MCPD alanı 

WD5-3-MCPD(B)= 3-MCPD-d5 konsantrasyonu mg/kg 

SFİB = Deney B 3-MCPD-d5 alanı 
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2.2.2 NIR Yöntemi 

Genel olarak spektroskopik yöntem prosedürleri, çözeltilerin ışığı absorbe etmesi, 

geçirmesi veya yansıtması gibi niteliklerin belirlenmesi prensibine dayanan enstrümantal 

analizlerdir. Bir maddenin belli bir dalga boyundaki bir ışığı absorbe etmesi, onun öteki 

kimyasal veya fiziksel unsurları gibi belirtici bir niteliktir. NIR spektroskopisi 

elektromanyetik spektrumun 780 ile 2500 nm dalga boyu aralığındaki bölgesini içermekte 

ve yapı içerisindeki O-H, C-H, C-O ve N-H gibi moleküler bağların titreşimleri ile ilgili 

olarak absorpsiyon bantları oluşumuna neden olmaktadır. İlgili olan kısımda analiz 

edilecek olan numune yakın kızılötesi ışınları ile temas ettiği anda, bu bağlar titreşimsel 

enerji değişiklikleri ile karşı karşıya gelmekte ve bu unsurların sonucu olarak da 

moleküller titreştiği zaman NIR bölgesindeki organik moleküllerin enerji absorpsiyonu 

ortaya çıkmaktadır (Blanco & Villarroya, 2002; Cen & He, 2007; Çağlar vd., 2019; 

Ertugay & Baslar, 2011; Newgard, 2004; Osborne vd., 1993;). 

NIR kalibrasyonu için Buchi N500 marka NIR cihazı kullanıldı. 75 adet yağ numunesinde 

3-MCPD analizi yapıldıktan sonra, aynı numuneler 55 0C de eritilerek, NIR cihazında 

okutulup, tanıtıldı. Bu doğrultuda da kalibrasyonlar oluşturuldu. Daha sonra 75 adet yağ 

numunesi tekrar NIR cihazı ile okutularak, Gc-Ms sonucu ile karşılaştırıldı. Ayrıca daha 

önce NIR cihazında okutulmamış, 25 adet numune NIR cihazında analiz edilip, daha 

sonra Gc-Ms ile analiz edildi ve birbirleri ile karşılaştırılmaları yapıldı. 

2.2.3 NIR İstatistiksel Analiz 

Laboratuvar çalışmaları sonucunda elde edilen veriler bilgisayara aktarılacak ve 

ortalamalar ve standart sapmalar hesaplanacaktır. Ardından sonuçlar tablo ya da grafik 

olarak sonuç raporuna aktarılacaktır.  

Proje süresince yapılacak çalışmalar 3 tekerrürlü olarak yürütülecektir. Yapılan tüm 

çalışmalar ve elde edilen sonuçlar, her bir yağ numunesi için ayrı ayrı toplanacak ve 

istatistiksel değerlendirmeye tabi tutulacaktır. Verilerin değerlendirilmesinde varyans 

analizi uygulanacaktır. Varyans analizleri, Windows tabanlı SAS (SAS 8.2, North 

Carolina, ABD) paket programı kullanılarak gerçekleştirilecektir. Ortalamalar arasındaki 

önem dereceleri ise Duncan çoklu karşılaştırma testi ile %95 güven aralığında 

belirlenecektir.  
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2.2.4 Kabak Çekirdeği ve Kabak Çekirdeği Yağının Fizikokimyasal Analizi 

Kabak çekirdeğinin kuru madde, protein ve yağ içeriği analizi resmi prosedürlerle 

açıklanan yönteme göre yapıldı. Kurutma fırınında 2,5 saat boyunca 105 °C'de 

kurutularak gerçekleştirilen kuru madde içeriği analizi (FN 120, Nuve, Ankara, Türkiye). 

Toplam protein içeriği Dumas yöntemi ile otomatik azot analizörü (FP 528, Leco, ABD) 

kullanılarak belirlendi. Elde edilen azot değerlerinin 6,25 ile çarparak toplam protein 

içeriği belirlendi. Soxhlet ekstraksiyon sistemi tarafından belirlenen yağ içeriği ve hekzan 

çözücü olarak kullanılmıştır  (Karasu vd., 2015).   Numunelerin serbest yağ asitliği (FFA) 

ve peroksit değerleri (PV), sırasıyla IUPAC 2.201 ve 2.501 tarafından açıklanan yönteme 

göre belirlendi  (IUPAC, 1992).   Kabak çekirdeği yağının toplam tokoferol içeriği (kg 

yağ başına α-tokoferol mg) AOAC'nin HPLC yöntemi ile belirlendi (2000). 

Kromatografik ayırma, etil asetat:asetik asit: 1,5 ml/dk akışta hekzane (1:1:98 v/v/v) 

oluşan mobil faz kullanılarak gerçekleştirildi. Algılama,  floresan dedektörü tarafından 

290 nm (eksitasyon) ve 330 nm (emisyon) dalga boylarında gerçekleştirildi. 

Numunelerdeki tokoferol sayısı, α-tokoferol standardı ile elde edilip harici kalibrasyon 

eğrileri (0-10 g ml r2 µ >0,99) kullanılarak ml yağ özünde g tokoferoller olarak ifade 

edilmiştir.   

2.2.5 Sterol Kompozisyon Tayini 

Ön işlemden sonra sterol bileşimi yapılmadan önce; sterol bileşimi, 0,5 g yağ numunesi 

bir test tüpüne aktarıldı ve bir saat boyunca 80 °C'de 5 ml doymuş metanolik KOH ile 

sabunlaştırılmıştır. Daha sonra, üç kez 5 ml hekzan kullanılarak çıkarıldı; elde edilen 

çözelti susuz sodyum sülfat ile kurutuldu. 0,5 ml kurutulmuş hekzan 0,1 ml bis 

(trimetilsilyl) trifluoroacetamide/trimethylchlorosilane (4:1 v/v) çözeltisi ile muamele 

edildi. Ön işlemden sonra, FID ile donatılmış GC kullanılarak belirlenen yağ örneklerinin 

sterol bileşimi, sterollerin ayrılması için CP-SIL 24 CB (60m 0.32 mm 1.00 μm) 

kullanılarak yapıldı. 

Sterol bileşim analizi için aşağıdaki yöntem parametreleri belirlendi. Çalışma koşulları 

şu şekildeydi: taşıyıcı gaz, helyum; akış hızı 0,8 ml/dak; enjektör sıcaklığı, 280°C; 

dedektör sıcaklığı, 300°C; fırın sıcaklığı programı, başlangıç sıcaklığı 2 dakika için 50 

°C idi, 60 °C/dk'da 245°C'ye yükseltildi, 1 dakika bekletildi ve daha sonra 3°C/dk' da 

275°C'ye yükseltildi, 35 dakika boyunca bu şartlarda tutulmuştur (Kamm ve ark., 2002).  
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2.2.6 Yağ Asidi Bileşim Tayini 

Kabak çekirdeği ve kabak  çekirdeği yağı örnekleri, AOAC (1990)  tarafından açıklanan 

yönteme göre BF3-metanol kullanılarak metillendirilmiştir. Yağ asidi metil ester gaz 

kromatografisine (kılcal sütun, HP-88, 100m0.25mm, film kalınlığı: 0.20 mm) aktarılmış 

ve alev iyonlaştırma dedektörü (FID) ile donatılmış gaz kromatografisi (Agilent 6890N) 

ile analiz edilmiştir. Taşıyıcı gaz, 0,5 ml/dk debi ile helyum olarak seçildi. Enjektör ve 

dedektörün sıcaklıkları sırasıyla 250°C ve 280°C olarak ayarlandı. 120°C'lik ilk fırın 

sıcaklığı 10 dakikaydı, 5°C/dk hızında 240°C'ye yükseltildi.  Enjeksiyon hacmi 1 μL idi. 

Kabak ve kabak çekirdeği yağ örneklerinin yağ asidi metil esterleri, numunelerin tutma 

süresi ve uygun yağ asitleri metil ester standartları karşılaştırılarak tanımlanmıştır. 

Bireysel yağ asidi içeriği, doymuş yağ asidi (SFA), tekli doymamış yağ asidi (MUFA) ve 

çoklu doymamış yağ asidi (PUFA) içeriğinin yüzdesi sunulmuştur. 

2.2.7 Fenolik Bileşiklerin Belirlenmesinin Ekstraksiyonu 

Metanol, fenolik bileşiklerin kabak çekirdeği ve kabak çekirdeği yağından çıkarılması 

için kullanılmıştır. İlk olarak, 2 ml hekzana 4 ml yağ ile karıştırıldı ve hekzan / yağ 

karışımına 4 ml metanol eklendi. Daha sonra, elde edilen çözelti fenolik bileşiklerin 

çıkarılması için çalkalanan su banyosunda (Memmert WB-22) 1 saat oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Ekstraksiyon işleminden sonra, özler 10 dakika boyunca 2.500 g'da 

santrifüjlendi (Hettich, Universal 320R, Tuttlingen, Almanya) ve metanolik faz alındı. 

Bu işlem hekzan fazını çıkarmak için üç kez tekrarlanmıştır. 

2.2.8 Toplam Fenolik İçerik (TPC) Tayini 

Folin-Ciocalteu kolorimetrik yöntemi (Singleton & Rossi, 1965) kabak çekirdeği 

yağlarının TPC’sini belirlemek için kullanıldı. Inıtialy, 0.2 N Folin-Ciocalteu reaktifinin 

2.5 ml'si ve %7.5 Na 2CO3 ‘ün 2 ml'si metanolik ekstraktın 0.5 ml'si ile karıştırıldı. Bu 

karışım karanlık bir yerde oda sıcaklığında 45 dakika tutuldu.  

Bekletme süresinin sonunda, emici 760 nm'de bir UV-VİS Spektrofotometresi 

(Shimadzu, UV-1800) kullanılarak kaydedildi. TPC gallik asit eşdeğeri olarak belirlendi.  

TPC, gallik asit ile elde edilen bir kalibrasyon eğrisinden hesaplandı. Toplam fenolik 

Gallik asit eşdeğerleri (mg GAE/g özü) olarak ifade edildi. 
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2.2.9 DPPH (2,2--difenil-1-picrylhydrazyl) Radikal Yakalama Aktivitesi Tayini 

Metanolik özlerin antioksidan kapasite (AC) değerleri Singh, Murthy ve Jayaprakasha 

(2002)tarafından açıklanan yönteme göre DPPH (1,1-difenil-2- picrylhydrazyl) yöntemi 

kullanılarak belirlenmiştir. Daha sonra 0.1 ml ekstresi ve 2 ml metanolik DPPH çözeltisi 

karıştırıldı. Karışım kuvvetli bir şekilde çalkalandı ve 30 dakika boyunca oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Absorbans bir spektrofotometre (UV-Mini 1240, Shimadzu, Kyoto, 

Japonya) tarafından 517 nm olarak okunarak, kaydedildi. Trolox eşdeğerinin antioksidan 

kapasite (TEAC) değeri, gram soğuk pres kabak çekirdeği yağı numunesi (mmol TE/g 

özü) başına mili mole Trolox eşdeğerleri olarak ifade edilmektedir. 

2.2.10 Fenolik Bileşiklerin Belirlenmesi 

Metanolik özlerin bireysel fenolik bileşikleri, HPLC tarafından bir diyot dizisine (HPLC-

DAD, Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya) bağlı olarak belirlendi.  Metanolik ekstrakt 0.45-

μm membran filtresinden süzüldü ve filtrelenmiş numunenin 1 ml'si HPLC sistemine 

(LC-20AD pompa, SPDM20A DAD dedektörü, SIL-20A HT otosampler, CTO-10ASVP 

kolon fırını, DGU-20A5R gaz giderici ve CMB-20A iletişim veri yolu modülü; 

(Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya). Ayırmalar 40°C'de 250 mm 4,6 mm uzunluğunda, 5 

μm parçacık boyutuna sahip ters fazlı bir sütunda (Intersil® ODS C-18, GL Sciences, 

Tokyo, Japonya) gerçekleştirildi. Mobil fazlar solvent A (%0,1(v/v)asetik asit ile 

damıtılmış su) ve solvent B (%0,1(v/v)asetik asit ile asetonitril) kullanıldı. Gradyan 

elüsyonu % 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 başlangıç koşullarına geri döndü. Akış hızı 

1 ml/dk idi. Kromatogramlar 254-356 mm’de çekildi. Tanımlama ve nicel analiz, saklama 

sürelerine ve standart eğrilere göre yapıldı. Fenolik miktarların sonucu numuneler için 

mg/kg olarak ifade edildi. 

2.2.11 In-Vitro Sitotoksiklik Analizi 

PSO 1 (soğuk presleme), PSO2 (100°C) ve PSO3 (150°C)in vitro sitotoksikliği, Çakır 

Koç ve ark. (2018) tarafından açıklandığı gibi XTT tahlilleri kullanılarak bazı 

değişikliklerle gerçekleştirildi.    

Caco-2 adenokarsinom hücre hattı örneklerin sitotoksik etkileri için kullanılmıştır. 

Kısacası, hücre hattı% 5 CO 2 inkübatörde 3-4 gün boyunca 37 °C'de  inkübe edildi. 

İnkübasyondan sonra, hücreler bir trypsinization işlemi ile çıkarıldı ve bir Thoma hücre 

sayım odası ile sayıldı. Daha sonra, 96 kuyu düz tabanlı mikro plakalarda 104 hücre / 
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kuyu kaplandı ve kuyunun dibine yapışması için 24 saat boyunca 37 °C'de inkübe edildi. 

Kuluçka işleminden sonra, örneklerin farklı konsantrasyonları (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 inkübe edildi. Kuyudaki ortam kısmı çıkarıldı ve kuyuya 0,5 

mg/ml'de 100 μl XTT çözeltisi konuldu. Mikro plakaların 3 saat boyunca 37 °C'de 

inkübasyonunu takiben, optik yoğunluk (OD) bir mikro plaka okuyucu (Elisa okuyucu 

Elx800, Biotek, Vermont, ABD) kullanılarak 450 nm olarak ölçüldü ve uygulanabilir 

hücre sayısı aşağıdaki denkleme göre hesaplandı. 

Cell viability (%) = OD Sample / OD Control *100                                                   (2.2)                                                  

2.2.12 Antienflamatuvar Aktivite 

PSO örneklerinin antienflamatuvar aktivitesini belirlemek için Sakat ve ark. (2010) 

tarafından tanımlanan bir protein denatürasyon tahlili yapıldı. Kısaca PBS’de 25 μl kabak 

çekirdeği yağı ve %1 sığır serum albümin çözeltisi içeren bir reaksiyon karışımı 

hazırlandı ve pH 6.8 olarak ayarlandı. Reaksiyon karışımları 15 dakika boyunca 37 0C'de   

bir su banyosunda ısıtıldı, daha sonra 5 dakika boyunca 75 0C'de inkübe edildi. Oda 

sıcaklığına soğutulduktan sonra, numunelerin absorbansı 660 nm'de bir spektrofotometre  

(Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japonya) kullanılarak ölçüldü. Test üç taraflı olarak yapıldı 

ve BSA protein denatürasyonunun yüzde inhibisyonu denkleme göre hesaplandı. 

Yüzde inhibisyon yüzdesi = (AC  – AS) /AC x 100                                                            (2.3) 

Burada AC kontrolün emiciliğidir ve  AS test örneğinin emiciliğidir. 

2.2.12 FTIR Spektrometrik Analiz 

Bu çalışmada elmas kristal modüllü ATR aksesuarı ile donatılmış Bruker Tensor 27 

spektrometresi (Bremen-Almanya) kullanılmıştır. Dedektör, KBR ışın ayırıcılı bir 

DLATGS dedektörü kullanıldı. Cihaz kontrolü ve veri toplama için Bruker Gmbh'den 

Windows için OPUS programı Sürüm 7.2 kullanıldı. Kızılötesi spektrumlar, 4 cm-1 

çözünürlükte 3800 ila 600 cm-1 arasında değişen dalga boyunda kaydedildi ve spektrum 

başına 16 tarama toplandı.  

Yağ numunesinin bir damlası ATR kristali üzerine damlatıldı. Her numunenin beş 

kopyası aynı koşullarda ölçüldü ve her numune için bir ortalama spektrum elde edildi. 

Her ölçümden sonra kristal elmasın yüzeyi aseton ve distile su ile temizlendi. Temiz ve 



 
 

40 

kuru elmas kristal yüzeyinin havaya karşı spektrumları kaydedildi ve her ölçüm için arka 

plan olarak kullanıldı. 

2.2.13 İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz sonuçları, standart sapmaları ile üç taraflılıkların ortalama değerleri 

olarak bildirilmiştir. Dört farklı kurutma yönteminden elde edilen kabak çekirdeği yağı 

örneklerinin karşılaştırılmasında tukey testi kullanılmıştır. JMP ver. 9 yazılımının (SAS 

Enstitüsü) 0,05 önem düzeyinde kullanılarak tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile 

belirlenen numunelerdeki farklılıkların istatistiksel önemi hesaplandı. 
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3 
BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

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

İlk basamak olarak, NIR kalibrasyonunu oluşturabilmek için değişik 3-MCPD yüküne 

sahip palm yağları seçildi. 75 adet palm yağı numunesi Gc-Ms ile analizlenerek 3-MCPD 

miktarları belirlendi. Bu doğrultuda sonuçlar NIR cihazına yüklenerek kalibrasyon eğrisi 

tamamlandı. Bu süreçte Gc-Ms ile analiz sonucu belirlenen numuneler, tekrar NIR ile de 

analizlenerek, farklılıklar izlendi. Sonuçlar Tablo 3.1’de gösterilmiştir.  

Tablo 4    Tablo 3.1 Gc-Ms ve NIR analiz sonuçlarının karşılaştırılması 

No Gc-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 Gc-Ms ve NIR analiz sonuçlarının karşılaştırılması (devamı) 

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 Gc-Ms ve NIR analiz sonuçlarının karşılaştırılması (devamı) 

62 2,7 2,61 

63 2,71 2,64 

64 2,72 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 

 

 

Şekil 3.1 Gc-Ms çıktısı örneği 1 
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Şekil 3.2 Gc-Ms çıktısı örneği 2 

NIR kalibrasyonu sonrası 25 adet farklı 3-MCPD yüküne sahip, kalibrasyon sırasında 

kullanılmamış palm yağ numuneleri; kalibrasyonun etkinliğini göstermesi açısından NIR 

cihazında ayrıca analizlenmiştir. Tablo 3.2 ‘de göründüğü gibi sonuçlar alınmıştır.  

5  Tablo 3.2 Gc-Ms ve NIR analiz sonuçlarının karşılaştırılması 

No 
Gc-

Ms(ppm) 
NIR(ppm) No 

Gc-

Ms(ppm) 
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 

Yağ örneklerinde 3-MCPD miktarının NIR cihazı kullanılarak kantitatif olarak tayininin 

gerçekleştiği metottur. “Türk Gıda Kodeksi Bulaşanlar Yönetmeliği” nde yağ numuneleri 

için limit değer bulunmamaktadır. Metodun çalışma aralığı 0,3 mg/kg ile 5 mg/kg olarak 

belirlenmiştir. 

Bu metot için aşağıda belirtilen metot parametrelerinin verifikasyon çalışmaları 

yapılmıştır. 

• Tespit limiti 

• Ölçüm limiti 

• Doğruluk ve geri kazanım 

• Tekrarlanabilirlik 

• Tekrar üretilebilirlik 

Metot verifikasyonu için örnek matriksi olarak zeytinyağı kullanılmıştır.  

Metot  0,3 mg/kg ile 5 mg/kg konsantrasyon aralığında verifiye edilmiştir. 

Tekrarlanabilirlik, tekrar üretilebilirlik ve geri kazanım çalışmaları için örnek matriks 

olarak kabul edilen zeytinyağına; 0,3 mg/kg ve 5 mg/kg düzeyinde 3-MCPD içerecek 

şekilde standarttan eklemeler yapılıp analiz edilmiştir. Bu iki değişik 3-MCPD oranına 

sahip örnekler ile verifikasyon çalışmaları iki kişi tarafından 10 ayrı çalışma yapılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

Tespit Limiti (LOD) ve Ölçüm Limiti (LOQ) 

Tespit ve ölçüm limiti tespitinde; ilk olarak örnek test edilmiş ve 3-MCPD tespit 

edilmemiştir. Son üründe yaklaşık 0,3 mg/kg düzeyinde 3-MCPD içerecek şekilde 

standarttan ekleme yapılıp analiz yapılmıştır. Kullanılan yöntemde belirtilen işlem 

uygulandıktan sonra NIR’ da 10 kez analiz yapılarak standart sapması hesaplanmıştır. 

Elde edilen değerler Tablo 3.3 ve Tablo 3.4 de verilmiştir. Aşağıdaki formüller 

kullanılarak LOD ve LOQ hesaplanmıştır.  

LOD :  SD x 3 

LOQ :  SD x 10 

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

SD :  Standart Sapma (Standard Deviation) 

 

 6 Tablo 3.3 1.Analistin LOD- LOQ çalışma sonuçları 

 

Analiz Sayısı 

 

 

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 7   Tablo 3.4 2.Analistin LOD- LOQ çalışma sonuçları 

 

Analiz Sayısı 

 

3-MCPD 

(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 değeri; çalışılan değerden düşük bulunduğundan metodun LOQ’ su olarak çalışılan 

değer olan 0,3 mg/kg alınacaktır. 
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Tekrarlanabilirlik Sonuçları ve Değerlendirmesi 

Düşük Konsantrasyon için; 

o 8  Tablo 3.5 Analistin elde ettiği tekrarlanabilirlik sonuçları 

Analiz Adı 3-MCPD  

(mg/kg) 

Sonuçlar 

0,27 

0,27 

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 

kontrolü U 

Horwitz % RSDr 12,7 

Horratr  0,31 

Horrat Uygunluk U 
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Tablo 9   Tablo 3.6 2. Analistin elde ettiği tekrarlanabilirlik sonuçlar 

Analiz Adı 

3-MCPD 

(mg/kg) 

Sonuçlar 

0,29 

0,29 

0,29 

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 kontrolü U 

Horwitz % RSDr 12,7 

Horratr  0,29 

Horrat Uygunluk U 
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Yüksek Konsantrasyon için; 

 Tablo 10     Tablo 3.7 1. Analistin elde ettiği tekrarlanabilirlik sonuçları  

Analiz Adı 

3-MCPD  

(mg/kg) 

Sonuçlar 

4,88 

4,88 

4,91 

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 kontrolü U 

Horwitz % RSDr 2,93 

Horratr  0,11 

Horrat Uygunluk U 

Tablo 11 
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12Tablo 3.8 2. Analistin elde ettiği tekrarlanabilirlik sonuçları 

Analiz Adı 

3-MCPD  

(mg/kg) 

Sonuçlar 

4,87 

4,87 

4,91 

4,91 

4,91 

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 kontrolü U 

Horwitz % RSDr 2,93 

Horratr  0,15 

Horrat Uygunluk U 
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Yapılan çalışmalar sonucu elde edilen Horratr değeri ≤ 2 olduğundan sonuçlar uygundur. 

Analizin orijinal yönteminde zeytinyağında kesinlik parametresi için tekrarlanabilirlik 

limitleri verilmediğinden sonuçlar istatistiksel metotlar ile değerlendirilmiştir. 

Tekrar Üretilebilirlik ve Geri Kazanım Sonuçları ve Değerlendirmesi 

Düşük Konsantrasyon için; 

T13 Tablo 3.9 1. Analistin elde ettiği tekrar üretilebilirlik ve geri kazanım sonuçları 

Analiz Sayısı 

Teorik            

3-MCPD 

(mg/kg) 

Örnekte 

Bulunan             

3-MCPD 

(mg/kg) 

Analiz 

Sonucu 

Bulunan  3-

MCPD 

(mg/kg) 

Sonuç 

(mg/kg) 

 Geri 

Kazanım 

(%) 

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 3,4 

%RSD 3,7 3,7 3,7 
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14 Tablo 3.10 2. Analistin elde ettiği tekrar üretilebilirlik ve gerikazanım sonuçları 

Analiz Sayısı 

Teorik            

3-MCPD 

(mg/kg) 

Örnekte 

Bulunan             

3-MCPD 

(mg/kg) 

Analiz 

Sonucu 

Bulunan  3-

MCPD 

(mg/kg) 

Sonuç 

(mg/kg) 

 Geri 

Kazanım 

(%) 

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 3,4 3,4 
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Yüksek Konsantrasyon için; 

 15 Tablo 3.11 1. Analistin elde ettiği tekrar üretilebilirlik ve gerikazanım sonuçları 

Analiz Sayısı 

Teorik            

3-MCPD 

(mg/kg) 

Örnekte 

Bulunan             

3-MCPD 

(mg/kg) 

Analiz 

Sonucu 

Bulunan  3-

MCPD 

(mg/kg) 

Sonuç 

(mg/kg) 

Geri 

Kazanım 

(%) 

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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16 Tablo 3.12 2. Analistin elde ettiği tekrar üretilebilirlik ve gerikazanım sonuçları 

Analiz Sayısı 

Teorik            

3-MCPD 

(mg/kg) 

Örnekte 

Bulunan             

3-MCPD 

(mg/kg) 

Analiz 

Sonucu 

Bulunan  3-

MCPD 

(mg/kg) 

Sonuç 

(mg/kg) 

 Geri 

Kazanım 

(%) 

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 

 

 

 

 



 
 

56 

17 Tablo 3.13 Elde edilen ortalama geri kazanım sonuçları 

Teorik 

3-MCPD (mg/kg)  

Analiz 

sayısı 

Ortalama Geri 

Kazanım (%) 
S.Sapma 

%RS

D 

0,3 10 94 3,4 3,7 

0,3 10 95 3,2 3,4 

15,0 10 98 0,3 0,3 

15,0 10 98 0,4 0,4 

 

Türk Gıda Kodeksi Gıdalarda Eser Elementler ve Bulaşan Seviyelerinin Resmi Kontrolü 

İçin Numune Alma, Numune Hazırlama Ve Analiz Metodu Kriterleri Tebliği (Tebliğ No: 

2017/7)’ inde geri kazanım % 75-110 olarak belirtilmiştir. Yapılan çalışmalar sonucu elde 

edilen ortalama geri kazanım sonuçları uygundur. 

Tekrarüretilebilirlik sonuçları değerlendirilecek olur ise; 

18 Tablo 3.14 Düşük konsantrasyon için tekrar üretilebilirlik sonuçları 

Analiz 

1. Analist 2. Analist 

3-MCPD 

(mg/kg) 

3-MCPD 

(mg/kg) 

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 

 



 
 

57 

Tablo 19 Tablo 3.15 Yüksek konsantrasyon için tekrar üretilebilirlik sonuçları 

 

Analiz 

1. Analist 2. Analist 

3-MCPD 

(mg/kg) 

3-MCPD 

(mg/kg) 

1 4,88 4,87 

2 4,88 4,87 

3 4,91 4,91 

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 4,91 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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Yapılan çalışmalar sonucu elde edilen HorratR değeri ≤ 2 olduğundan sonuçlar uygundur. 

Analizin orijinal yönteminde zeytinyağında kesinlik parametresi için uyarlık (tekrar 

üretilebilirlik) limitleri verilmediğinden sonuçlar istatistiksel metotlar ile 

değerlendirilmiştir. 

Sapan Değerlerin Belirlenmesi 

Grubbs Testi: 

Tablo 20Tablo 3.16 Düşük konsantrasyon için grubbs testi 

Parametreler 1. Analist Sonuçları 2. Analist sonuçları 

Glow 1,16 1,45 

Ghigh 0,77 0,62 

 

Tablo 21 Tablo 3.17 Yüksek konsantrasyon için grubbs testi 

Parametreler 1. Analist Sonuçları 2. Analist sonuçları 

Glow 0,62 0,95 

Ghigh 1,45 0,95 

% 95 güven aralığında n:10 çalışma için grubbs test limiti:2.29’ dur. Yukarıdaki sonuçlar 

bu limit değerden küçük olduğundan sapan değer yoktur. 

Analiz Sonuçlarının Karşılaştırılması  

Bulunan sonuçların uygunluğu için ANOVA testi yapıldığında; 

Tablo 22Tablo 3.18 Düşük konsantrasyon için anova testi sonuçları 

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 

Varyans Kaynağı SS Df MS F 

P-

değeri F ölçütü 

Gruplar Arasında 2E-05 1 2E-05 0,20 0,66 4,41 

Gruplar İçinde 0,002 18 1E-04    
Toplam 0,0018 19         
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Tablo 23 Tablo 3.19 Yüksek konsantrasyon için anova testi sonuçları 

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 

Varyans Kaynağı SS Df MS F 

P-

değeri F ölçütü 

Gruplar Arasında 5E-06 1 5E-06 0,02 0,90 4,41 

Gruplar İçinde 0,006 18 0,0003 
   

Toplam 0,006 19         

 

Hesaplanan F değeri, F ölçüt değerinden küçük olduğundan sonuçlar uygundur. 

Verifikasyon Sonuçları: 

 Verifikasyon sonuçlarına göre metot performans değerleri 

• Ortalama Geri kazanım (%)           : 96 

• Tekrarlanabilirlikte max % RSD    : 3,7 

(Analizi yapanların en yüksek sapmaya sahip değeri alınmıştır) 

• Tespit Limiti (LOD)           : 0,10 mg/kg  

• Ölçüm Limiti (LOQ)                      : 0,30 mg/kg 

Ölçüm Belirsizliği: 

Yapılan verifikasyon çalışması sonucunda belirsizlik hesabı yapılmıştır. Ölçüm 

belirsizlik değeri % 95 güven aralığında  k=2 için genişletilmiş belirsizlik değeridir ve % 

8,5 olarak bulunmuştur. 
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3.3 Balkabağı Çekirdeği Yağı  

3.3.1 Fizikokimyasal Özellikleri 

Balkabağı çekirdeği yağı, protein, toplam karbonhidrat ve kuru madde içeriği sırasıyla 

%20.51, %38,75, %28,39 ve %9,40 olarak belirlenmiştir. PSO1, PSO2 ve PSO3 

örneklerinin PV değeri sırasıyla 3,5, 4,17 ve 5,32 mEq O2/kg'dı. Örneklerin FFA değerleri 

PSO1, PSO2 ve PSO3 için sırasıyla 3,86, 1,47 ve %1,34 olarak bulunmuştur.  Letviany, 

Hariyadi, Andarwulan ve Purnomo'da (2020) benzer sonuçlar bildirmiştir. Petrolün 

çıkarılmasından önce ısıtma işleminin FFA seviyelerini artırdığını, ancak sıcaklık ve 

ısıtma süresinde azalma eğiliminde olduğunu bildirmişlerdir.  Minimum FFA seviyesi 20 

dakika boyunca 120°C'de ısıtıldığında ortaya çıktığını bildirmişlerdir. Çalışmamızda 

FFA içeriği de pres sıcaklığını 100°C'den 150°C'ye düştüğü zaman azaldı. Farklı pres 

sıcaklıklarının yağların FFA, PV ve indüksiyon süresi (IP) üzerindeki etkilerinin anlamlı 

olduğu bulunmuştur (p<0.05). Pres sıcaklığının artmasıyla FFA azalırken, PV değeri 

önemli ölçüde arttı (p<0.05).  Numunelerin PV değerlerindeki artış, peroksit ve ikinci 

oksidasyon ürünlerindeki artış ve antioksidan bileşenlerin azalması ile açıklanabilir. 

PSO1, PSO2 ve PSO3 örneğinin toplam tokoferol içeriği sırasıyla 596,01, 451,75 ve 

414,14g / ml olarak tespit edilmiştir. Kabak çekirdeği yağının benzer  toplam tokoferol 

içeriği  sonuçları,   Stevenson ve ark. (2007) tarafından 589,4-1234 mg/kg ve  Benalia ve 

ark. (2015) çalışması tarafından  104,7-221,2 mg/kg olarak bildirilmiştir. Pres sıcaklığı 

arttıkça toplam tokoferol içeriğinde önemli bir azalma gözlenmiştir. Soğuk pres 

koşullarına göre sırasıyla 100 °C ve 150 °C'de %13 ve %37 kayıp gözlenmiştir. Letviany 

ve arkadaşları (2020) ayrıca ekstraksiyon işleminden önce artan ısıtma sıcaklığı ile 

tokoferol içeriğinde azalma olduğunu bildirmiştir. Ekstraksiyondan önce ısıl işlemin 

tokoferol içeriği üzerindeki etkisi Bruscatto, Pestana-Bauer, Otero ve Zambiazi 

(2019)tarafından araştırılmıştır. Ayrıca artan sıcaklıkla birlikte tokoferol içeriğinde bir 

azalma  cinsinden olduğunu bildirmişlerdir.  Tokoferol içeriği yağların oksidatif 

stabilitesinin belirlenmesinde çok önemlidir. Sonuçlar, presleme sırasında sıcaklık 

artışının hem sağlık açısından hem de yağın oksidatif stabilitesini azaltma açısından 

olumsuz etkilere neden olduğunu göstermektedir. 
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3.3.2 Sterol ve Yağ Asidi Bileşimleri 

Steroller, bitkisel yağlarda, özellikle düşük halka kan kolesterol seviyeleri olmak üzere 

çeşitli sağlık etkileri olan biyoaktif bileşenlerdir. Presleme ve sonraki işlemlerde sterol 

kaybı, yağın biyoaktif özelliklerinde ve serum kolesterol seviyelerinin düşürülmesi gibi 

sağlık etkilerinde bir azalmaya yol açar. Tablo 3.20, farklı pres sıcaklıklarının   kabak 

çekirdeği yağlarının toplam sterol ve sterol bileşimi üzerindeki etkisini göstermektedir. 

Örneklerin toplam sterol içeriği PSO1, PSO2 ve PSO3 için sırasıyla 2888, 2982 ve 2650 

mg/kg olarak belirlendi. Pres sıcaklığının toplam sterol içeriği üzerindeki etkisinin 

anlamlı olduğu bulunmuştur (p<0.05).  100 °C ve 50 °C (PSO1) sıcaklıklarında toplam 

sterol içeriği açısından anlamlı bir fark gözlenmemiştir.  150 ° C'de pres sıcaklığında elde 

edilen toplam sterol içeriği 100 °C ve 50 °C'den (PSO1) önemli ölçüde daha düşük 

bulunmuştur. Pres sıcaklığı 150 °C'ye yükseltildiğinde önemli sterol içeriği kaybı 

gözlenmiştir. Toplam sterol içeriğindeki önemli kayıp, ısıl işlem etkisi ile sterollerin 

oksidasyon oranındaki artış ve sterollerin oksidasyon ürünlerine dönüşmesi ile 

açıklanabilir  (Linve ark., 2017). 
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Tablo 24Tablo 3.20 PSO örneklerinin toplam sterol miktarı ve bireysel sterol bileşimleri 

Sterols 

(%) 

PSO1 PSO2 PSO3 

B-Sitosterol+Spinasterol 48.69±0.229a 47.77±0.224b 46,56±0,221c 

Brassicasterol Nd 0,08±0,004 Nd 

5 - 23 Stigmastadienol Nd Nd Nd 

5 - 24 Stigmastadienol 22.77±0.414a 22.18±0.351a 22.45±0.38a 

 5 Avenasterol 0,34±0,009a 0,29±0,006b 0,22±0,008c 

7 -  Campesterol 5.86±0.636a 4.43±0.578a 3.02±0,619b 

 7 Avenasterol 21.38±5.975a 20,06±6,489c 19.91±6,44b 

 7 Stigmastenol 4.81±0.19a 3.82±0.150b 3.91±0.195b 

Eritrodiol+Uvaol Nd Nd Nd 

Campestanol 0,08±0,047c 0,11±0,065b 0,15±0,08a 

Campesterol 0,74±0,04a 0,67±0,037b 0,62±0,039c 

Clerosterol 0,37±0,046a 0,034±0,043b 0,37±0,045a 

Sitostanol 1.10±0.425a 0,73±0,282b 0,24±0,09c 

Stigmasterol 0,29±0,031a 0,12±0,012c 0,13±0,014b 

 7-9-11 Stigmastatrienol 0,236±0,021b 0.300±0,177a 0,301±0,177a 

24-metilen-cholesterol 0,06±0,001b 0,07±0,022a 0,07±0,022a 

Toplam Sterol 2888±38.521b 2982±40.817a 2667±67.125c 

*Aynı satırdaki farklı küçük harf, farklı kurutma yöntemlerine tabi tutulan numuneler 

arasındaki farkları gösterir (P<0.05). **PSO: kabak çekirdeği yağı, PSO1: soğuk 

preslenmiş PSO, PSO2: 100 0C'de sıcak preslenmiş PSO, PSO3: 150 0C'de sıcak 

preslenmiş PSO. 

Bir çalışmada, sterollerin oksidasyon ürünlerinin oluşumu 150 0C, 180 0C ve 210 0C'de 

gözlenmiştir. Her sıcaklıkta sterol oksidasyon ürünlerinde önemli bir artış gözlenmiş ve 

sıcaklık artışı ile sterol oksidasyon ürünlerinin konsantrasyonunun artmıştır  (Linvd., 

2017). Sterol oksidasyon ürünlerindeki artış ve sterol kaybı 100 0C'nin üzerindeki termal 

tedavilerle farklı çalışmalardan bildirilmiştir (Barriuso, Ansorena, Poyato, & Astiasarán, 

2015;   Chen vd., 2020;  González-Larena vd., 2011; Kemmo, Ollilainen, Lampi, & 

Piironen, 2008). Sterol oksidasyon ürünlerinin sitotoksik etkileri olduğu ve   termal tedavi 

ile oluşum oranının arttığı bildirilmiştir  (Lin vd., 2017; O'Callaghan, McCarthy, & 

O'Brien, 2014). Bu çalışmanın sonuçları, 150 0C'deki pres sıcaklığının sterol içeriği 

açısından soğuk preslenmiş yağlardan beklenen sağlık etkilerini karşılamadığını 

göstermiştir. 

β-Sitosterol+spinasterol,  7,25  Stigmastadienol ve  7  Avenasterol başlıca steroller 

olarak tanımlandı. Spinasterol +β-sitosterol ve Δ7,25  stigmastadienol de Ogrodowska, 

Tanska ve Brandt (2017)tarafından en yaygın sterol olarak bildirilmiştir.   
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Benzer sterol kompozisyon sonuçları  Rabrenovic, Vujasinovic, Novakovic, Corbo ve 

Basic (2016)  ve  Rabrenović, Dimić, Naovaković, Tešević ve Basić (2014) çalışmasından 

da bildirilmiştir. Pres sıcaklığının numunelerin sterol bileşimi üzerindeki etkisi sterol 

türüne göre değişmektedir. Pres sıcaklığının numunelerin  5-24 Stigmastadienol 

üzerindeki etkisinin önemsiz olduğu tespit edilebilirken, pres sıcaklığının  β-

Sitosterol+spinasterol ,  Δ7  Campesterol ve  Δ7  Avenasterol üzerindeki etkisinin anlamlı 

olduğu tespit edildi. 

25Tablo 3.21 PSO örneklerinin yağ asidi bileşimi 

Yağ asidi 

(%) 

PSO1 PSO2 PSO3 

C8:0 Nd Nd Nd 

C10:0 Nd Nd Nd 

C12:0 Nd Nd Nd 

C14:0 0,052±0,007a 0,048±0,002b 0,045±0,001b 

C14:1 Nd Nd Nd 

C16:0 11.01±0.10b 11.56±0.11a 11.54±0.02a 

C16:1 0,15±0,01a 0,12±0,01a 0,13±0,01a 

C18:0 5.64±0.04a 5,04±0,02b 5.01±0.13b 

C18:1 31.82±0.19a 29.16±0.11b 29.30±0.21b 

C18:2 50,54±0,21b 53.48±0.33a 53.38±0.26a 

C18:3 0,45±0,01a 0,29±0,02b 0,13±0,02c 

C20:0 0,18±0,02a 0,13±0,01b 0,11±0,00c 

C20:1 0,09±0,00b 0,09±0,00b 0,11±0,00c 

C22:0 0,11±0,00b 0,92±0,01a 0,90±0,07a 

C22:1 Nd Nd Nd 

SFA 16.99±0.07b 17.69±0.16a 17.60±0.02a 

UFA 83.01±0,03a 82.31±0.48b 82.39±0.52b 

PFA 50,99±0,22b 53.77±0.36a 53.11±0.29a 

Toplam Trans Nd Nd Nd 

*Aynı satırdaki farklı küçük harf, farklı kurutma yöntemlerine tabi tutulan numuneler 

arasındaki farkları gösterir (P<0.05). **PSO: kabak çekirdeği yağı, PSO1: soğuk 

preslenmiş, PSO2: 100 0C'de preslenmiş, PSO3: 150 0C'de preslenmiş  
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Pres sıcaklığının yağ asidi bileşimi üzerindeki etkisi Tablo 3.21'de gösterilmiştir. Pres 

sıcaklığının etkisinin önemli olduğu bulunmuştur (p<0.05). Linoleik, oleik ve palmitik 

asit tüm örneklerde başlıca yağ asitleriydi. Daha  önce yayınlanan çalışmalarda elde 

edilen sonuçlara benzer bulgular elde edilmiştir (Akın, Arslan, Karuk Elmas, & Yılmaz, 

2018; Begić vd., 2020). Pres sıcaklığı arttıkça linoleik asit içeriği arttı ve oleik asit içeriği 

azalmıştır. Sıcaklığın toplam doymuş yağ asidi üzerindeki etkisi önemsiz olduğu 

görünmüştür (p>0.05).  

Herhangi bir yağ örneğinde trans yağ asidi bulgusuna rastlanmamıştır. Bu sonuçlar, 

yüksek pres sıcaklığının yağ asidi bileşimi üzerinde önemli bir etkisi olmadığını ve trans 

yağ asitlerinin oluşumuna neden olmadığını göstermiştir. 

3.3.3 Toplam Fenolik  İçeriği, Antioksidan Aktivitesi ve Fenolik Bileşim Değişimleri 

Tablo 3.22, farklı pres sıcaklıklarının TPC, fenolik profil ve kabak çekirdeği yağı 

örneklerinin antioksidan kapasite değerleri üzerindeki etkisini göstermiştir. Örneklerin 

TPC değerleri PSO1, PSO2 ve PSO3 için sırasıyla 584,07, 298,5 ve 373,23 mg/l  olarak 

belirlendi. Tablo 3.22'e göre, uygulanan pres sıcaklığı numunelerin TPC ve DPPH 

değerini önemli ölçüde azalttı (p<0.05). TPC, 100 0C pres sıcaklığı uygulaması ile elde 

edilen örneklere (PSO2) kıyasla kontrol örneklerinden (PSO1) yaklaşık iki kat daha fazla 

azaldığı görünmüştür. Isıl işlem uygulanarak TPC'deki dramatik azalma, yüksek sıcaklık 

pres koşulları nedeniyle fenolik bileşiklerin bozulması ile açıklanabilir. Bitkisel yağların 

fenolik içeriği oksidatif stabiliteye, duyusal özelliklere, antioksidan, antimikrobiyal ve 

anti-kanserojen özelliklere önemli bir katkıya sahiptir. Isıl işlem uygulaması ile yağdaki 

fenolik bileşiklerin bozulması, yağların bu biyoaktif özelliklerinin azalmasına yol 

açmıştır. Isıl işlem uygulanarak DPPH değerindeki değişim TPC değerindeki değişime 

benzediği görünmüştür. Isıl işlem ile numunelerin antioksidan kapasite değeri önemli 

ölçüde azalmıştır (p<0.05).  
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Tablo 26Tablo 3.22 TPC, DPPH Ve PSO örneklerinin bireysel fenolik bileşimleri 

Fenolik Bileşikler 
PSO1 PSO2 PSO3 

mg/kg 

3,4 Dimetoksi 

Benzaldehit 
2.765±0,09a 2.225±0,10b 2.295±0,09b 

4-OH Benzoik Asit 6.175±0,14a 2.752±0,21b 1.650±0,14b 

Kafeik Asit 2.675±0,02a 1.570±0,07c 2.045±0,06b 

Kateşin 3.230±0,04a 3.325±0,45a 3.055±0,01b 

Ellajik Asit 0,832±0,04a 0.725±0,03b 0,537±0,03c 

Epigallokateşin 1.013±0,02a Nd 0.305±0,01b 

Ferrülik Asit 8.583±0,25a 5.310±0,35b 5.025±0,03b 

Kemferol 3.297±0,56a 2.432±0,09b 1.597±0,13c 

Luteolin 1.381±0,26a 1.182±0,25b 1.131±0,04b 

p-Kolomarik Asit 4.906±0,15a 4.375±0,24b 4.006±0,01c 

Protocatechuic Asit 2.282±0,11a 0,925±0,17c 1.382±0,03b 

Trans-Sinnamik Asit 11.667±0,45a 7.978±0,67b 4,56±0,09c 

Vanilik Asit 4.840±0,19a 3.042±0,11b 2.915±0,09b 

TPC 

(mg GAE/g özü) 
584. 07±8.37a 298,50±5,94c 373.23±5,98b 

DPPH  

(mmol TE/g özü) 
28.55±1.05a 16.82±0.75b 14.74±0.55b 

* Aynı satırdaki farklı küçük harf, farklı kurutma yöntemlerine tabi tutulan 

numuneler arasındaki farkları gösterir (P<0.05). **PSO: kabak çekirdeği yağı, 

PSO1: soğuk preslenmiş PSO, PSO2: 100 0C'de sıcak preslenmiş, PSO3: 150 0C'de 

sıcak preslenmiş. *** TPC: Toplam fenolik içerik, DPPH: 1,1-difenil-2-  

picrylhydrazyl  antioksidan  yöntemi. 
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Tablo 3.22, TPC'ye ek olarak fenolik bileşiklerin dağılımını göstermektedir. Kabak 

çekirdeği yağlarında 14 farklı fenolik bileşik tespit edilmiştir. Fenolik asitler yani trans- 

sinnamik asit, şırıngik asit, p-kumarik asit ve vanillik asitleri sırasıyla   en yaygın fenolik 

bileşikler olarak belirlenmiştir.   Protokatekuik asit ve kafeik asit ve flavonoidler yani 

kateşin ve kaempferol gibi diğer fenolik asitler 1 mg/kg'dan yüksek olarak belirlenmiştir. 

Fenolik asitlerin miktarı ve dağılımı,  Akın ve ark. (2018)tarafından bildirilen   çalışmaya 

benzer olduğu görünmüştür. Çalışmalarında şırıngik asidi ve ferulik asit majör fenolik 

asit olarak belirlenmiş ve içerikleri yaptığımız çalışmanın sonuçlarına benzer olduğu 

görünmüştür. Tablodan da görülebileceği gibi, sıcaklığın artışı ile fenolik bileşiklerin 

çoğunun miktarlarında önemli bir azalma gözlenmiştir. Sinnamik asit, şırıngik asit ve 

ferulik asit miktarı, sıcaklık 150 ° C'ye yükseldikçe sırasıyla %60, % 46 ve % 42 oranında 

azaldı. Epigallokateşin ise PSO2 numunesinde 100 0C'de ısı uygulaması ile tespit 

edilemedi ve bu da uygulanan ısıl işlemin epigallokateşin 'de tam bozulmaya neden 

olduğunu göstermektedir. Bu çalışmanın bu sonuçları, yağın polar biyoaktif bileşiklerinin 

bozulmuş olduğunu ve ısıl işlem uygulamasıyla yağların biyoaktif özelliklerinin önemli 

ölçüde azaldığını göstermiştir. 

3.3.4 In-vitro Sitotoksiklik Analizi 

Kabak çekirdeği, çok zengin nutrasötik ve farmasötik özellikleri nedeniyle birçok 

farmakolojik etki ve sağlık yararı sağlar.  Son yıllarda yapılan çeşitli in vitro, in vivo ve 

klinik öncesi çalışmalar, kabak çekirdeği yağının çok çeşitli olağanüstü biyolojik 

aktivitelere sahip olduğunu göstermiştir (Lestari & Meiyanto, 2018). Kabak çekirdeği 

yağı, doymamış yağ asitleri, steroller  ve tokoferollerin yüksek içeriği nedeniyle bazı 

hastalıklara karşı koruyucudur  (Patel, 2013). 

Bu çalışmada, kabak çekirdeği yağının Caco-2 adenokarsinom hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkisi araştırılmış ve PSO1, PSO2 ve PSO3 örneklerinin, 30 mg/ml 'sin de hücre 

inhibisyon değerlerine baktığımız zaman sırasıyla % 75, %48 ve %39 inhibisyon oranına 

sahip olduğu görünmüştür (Tablo 3.23). 
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27Tablo 3.23 PSO örneklerinin Caco-2 adenokarsinom hücreleri üzerindeki sitotoksik 

etkisi 

Örnek miktar 

Caco-2 hücre canlılığı (%) 

PSO-1 PSO-2 PSO-3 

30 mg/mL 25,01±0,93c 52,76±3,72b 61.71±1.10a 

25 mg/mL 25,64±1,03c 58,86±4,35b 66,57±5,59a 

20 mg/mL 29,40±0,39c 68.32±0.99b 84.90±1.23a 

15 mg/mL 32.25±0.20c 81,86±3,45b 94.15±0.45a 

10 mg/mL 46,89±1,53c 89.26±4.52b 97.06±0,62a 

5 mg/mL 63,54±5,50c 96,54±0,82b 99.37±0.28a 

2,5 mg/mL 70,78±2,04b 99.59±0.26a 99.46±0.95a 

1 mg/mL 87.11±0.43b 99.46±0.28a 99.52±0.25a 

* Aynı satırdaki farklı küçük harf, farklı kurutma yöntemlerine tabi tutulan 

numuneler arasındaki farkları gösterir (P<0.05). **PSO:  kabak çekirdeği yağı, 

PSO1: soğuk preslenmiş PSO, PSO2: 100 0C'de sıcak preslenmiş,  PSO3: 150 0C'de 

sıcak preslenmiş.  

PSO2 ve PSO3,10 mg/ml'nin altındaki konsültasyonlarda önemli ölçüde etkili olmasa da, 

PSO 1 daha yüksek fenolik içeriği nedeniyle farklı seviyelerde inhibe etmeye devam etti. 

PSO1'in PSO2 ve PSO3'e kıyasla çok daha yüksek miktarda trans-cinnamik asit, benzoik 

asit ve protocatechuic asit içermesi, antikansorejen etkisini artırdı görünmektedir ( 

Babich, Sedletcaia, & Kenigsberg, 2002; Pontiki, Hadjipavlou-Litina, Litinas, & 

Geromichalos, 2014) . 
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Şekil 3.3  PSO örneklerinin 30 mg/ml'si ile tedavi edilen Caco-2 hücrelerinin ters 

mikroskop görüntüleri (Olympus BX53) 

*PSO1  ile tedavi edilen  A-control hücreleri (PSO olmadan), PSO1 ile tedavi edilen B-

cell'ler, PSO2 ile tedavi edilen C-cell'ler ve PSO3 ile tedavi edilen D-cell'ler. 

Benzer bir araştırmada Richter ve ark., kabak çekirdeği yağının insan meme kanseri 

hücreleri (MCF7) ve insan koryonik karsinom hücre hatları (Jeg3 ve BeWo) üzerindeki 

antikanser etkisini incelemiş ve bu hücreler üzerinde   sitotoksik bir etkiye sahip olduğu 

bulmuştur. Medjakovic, Hobiger, Ardjomand-Woelkart, Bucar ve Jungbauer (2016) 

tarafından bildirilen başka bir in vitro çalışmada, hidroalkolik kabak çekirdeği özü kanser 

hücrelerinin çoğalmasını ve hiperplastik hücreleri inhibe ettiği görünmüştür. Ayrıca, bir 

hayvan çalışmasında, kabak çekirdeği yağı, iyi huylu prostat hiperplazisinin (Gossell-

Williams, Davis, & O'Connor, 2006)yönetimini sağlayabilecek sıçanlarda testosteron 

kaynaklı hiperplaziyi inhibe ettiği raporlanmıştır. Friederich, Theurer ve Schiebel-

Schlosser (2000)  ve  Hong, Kim ve Maeng (2009) tarafından yapılan klinik çalışmalarda, 

kabak çekirdeği yağı iyi huylu prostat kanseri (BPH) hastalarının 3 aylık diyetine dahil 
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edildi ve semptomlar özellikle kanserin erken evresinde azaldığı gözlenmiştir. Genel 

olarak, kabak çekirdeğinin kanser önleyici moleküler mekanizması birçok kanser hücresi 

türüne inhibe etkisi olduğu görünmektedir ve daha detaylı incelenmesinde fayda olduğu 

görünmektedir. 

3.3.5 Antienflamatuvar Aktivite 

İnflamasyon genellikle damar dokularındaki zararlı uyaranlara karşı karmaşık bir 

biyokimyasal reaksiyon olarak tanımlanır. Öte yandan, iltihap ağrı ile ilgilidir ve protein 

denatürasyonundaki artışla kendini gösterir (Ferrero-Miliani, Nielsen, Skytt Andersen, & 

Girardin, 2007). Antienflamatuvar ürünler, iltihaplanma ve rahatsızlığı azaltmak için 

kullanılan maddelerdir.  (Bao, John, Chen, Mathison, & Weaver, 2006). Kabak çekirdeği 

geleneksel olarak birçok ülkede   iltihap hastalıklarının tedavisinde  kullanılmıştır  

(Ratnam, Vandana, Najibullah, & İbrahim, 2017). Tablo 3.24 'te PSO örneklerinin anti-

inflamatuar aktivitesi verilmiştir. 

 28Tablo 3.24 Protein denatürasyon tahlili ile incelenen pso örneklerinin göreceli 

antienflamatuar aktivitesi. 

Numune miktarı 

(μg/mL) 

Antienflamatuar aktivite (%) 

PSO-1 PSO-2 PSO-3 

100 79.01±2.73a 58,52±3,53c 59.26±0,37b 

75 71.73±1.50a 55.19±1.11b 54.57±2.52b 

50 65.43±1.40a 51.11±1.61b 50.12±1.19b 

25 59,63±1,34a 49,51±4,53b 49,88±4,21b 

* Aynı satırdaki farklı küçük harf, farklı kurutma yöntemlerine tabi tutulan 

numuneler arasındaki farkları gösterir (P<0.05). **PSO: kabak çekirdeği yağı, 

PSO1: soğuk preslenmiş PSO, PSO2: 100 0C'de sıcak preslenmiş, PSO3: 150 0C'de 

sıcak preslenmiş.  
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Protein denatürasyon analizinde, tüm örnekler farklı seviyelerde inhibisyon seviyeleri % 

olarak gösterilmiştir. Tablo 3.24 incelendiği zaman PSO1 antienflamatuvar aktivitenin % 

79 ile % 59 arasında değiştiğini gösterirken, aynı konsantrasyonlarda PSO2 ve PSO3 

yaklaşık% 58 ila% 49 arasında değiştiği görünmüştür. En yüksek antienflamatuvar etki 

PSO1 örneğinin 100 μg/mL konsantrasyonda gözlenmiştir. 

Bu etkinin PSO1'in PSO2 ve PSO3'e kıyasla fenolik içeriğinin daha yüksek olması 

nedeniyle olduğu düşünülmektedir. Öte yandan, PSO2 ve PSO3 örnekleri arasında önemli 

bir fark tespit edilememiştir. Yerli ve   hibrid  kabak çekirdeği yağlarının antienflamatuvar 

aktivitesi Amin, Rity, Uddin, Rahman ve Uddin (2020) tarafından yapılan benzer bir 

çalışmada, yerli kabak çekirdeği yağının hibrit bir örnekle kıyasla 45 μg/mL 

konsantrasyonda % 89 oranında daha yüksek bir etkiye   sahip olduğu bulunmuştur. Başka 

bir in vivo çalışmada, Mısır ve Avrupa çeşidinin kabak çekirdeği yağlarının anti-

enflamatuvar aktivitesi, bir sıçan modelinde incelendi ve soğuk pres yöntemi ile elde 

edilen yağların iltihabı önemli ölçüde azalttığı görünmüştür (Al-Okbi ve ark., 2017). 

Benzer şekilde  Arslanbaş, Kara, Karayiğit, Doğan ve Yıldız (2020) da sıçan  ödem 

modelinde Türkiye kaynak kabak çekirdeği yağının antienflamatuvar aktivitesini 

incelediler ve Türkiye kaynaklı PSO (Soğuk pres,100 mg/kg) dozajının yüksek olduğu 

grupta önemli bir antienflamatuvar etki olduğunu gözlemlediler. Sonuç olarak, PSO 

iltihabı kontrol etmek için çok etkili bir ajan olduğu ve iltihapla ilgili birkaç kronik 

hastalığın tedavisinde kullanılabilir olduğu görünmektedir. 

3.3.6 FTIR Spektrometrik Analizi 

Pres sıcaklıklarındaki farklılıklarının biyoaktif bileşenlere etkilerini tespit etmek için 

alternatif ve pratik bir yöntem olarak FTIR analizi de yapılmıştır. PSO1, PSO2 ve PSO3 

numuneleri her biri ayrı ayrı kızılötesi spektrumları, 4 cm-1 çözünürlükte 4000 ile 600 

cm-1 arasında değişen dalga boyunda kaydedildi ve spektrum başına 16 tarama yapılarak 

toplandı. Şekil 3.1 de göründüğü gibi yapılan çalışmada PSO1, PSO2 ve PSO3 

numuneleri arasında anlamlı bir farklılık görünememiştir. FTIR analizinin temel çalışma 

prensibi olarak pikler arasında ayırt edici bir farklılıkların tespit edilmesi önemlidir. 
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Şekil 3.4 PSO1,PSO2 ve PSO3 yağ örneklerinin FTIR spektrumları 
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4  
SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

3-MCPD, serbest formunda, farklı yağ asitleri ile ester formunda veya her iki formda da 

gıdalarda sıklıkla bulunan bir bileşiktir. 3-MCPD bileşiği, tahıl ürünleri, kahve, bebek 

maması, yemeklik sıvı ve katı yağlar gibi diğer birçok gıda maddesinde, yaygın olarak 

mono- veya di-esterleri şeklinde bulunmuştur. Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesinin 

(2016) bilimsel görüşüne göre, esterlerden en yüksek 3-MCPD seviyeleri (> 5.210 μg / 

kg) palm yağlarında bulunduğunu, ancak çoğu bitkisel sıvı ve katı yağlar da önemli 

miktarda içerdiğini bildirmektedir ( Baer vd., 2010; Habermeyer vd., 2011; Jedrkiewicz 

vd., 2016; Schilter vd., 2011). Günlük diyette ekmek, erişte, et, kek ve bisküvi gibi büyük 

miktarlarda yenen gıdaların 3-MCPD alımına önemli ölçüde katkıda bulunduğu 

görülmektedir. Bu gıdalarda yüksek alım, üründe yüksek bir 3-MCPD seviyesinden 

ziyade yenen miktardan kaynaklanmaktadır. Ayrıca sosis kılıfları, çay poşetleri, kahve 

filtresi gibi gıda kaplama malzemelerinde sıklıkla bulunan anahtar bileşik epiklorhidrin 

de gıdaları etkileyebilir ve 3-MCPD bu tip kaplama malzemeleriyle temas eden gıdalarda 

da ortaya çıkabilir. Dolayısıyla, 3-MCPD'nin, sadece düşük seviyelerde mevcut 

olmalarına rağmen, bu kontaminantı içeren yiyeceklerin çeşitliliği göz önünde 

bulundurulduğunda kaçınmanın zor olduğu görülmekte ve tüketiciler zaman zaman kısa 

bir süre için yüksek seviyelerde 3-MCPD'ye maruz kalabilmektedir (Baer vd.,2010; 

Chung vd., 2008) 

Yağlarda 3-MCPD analizi uzun ve maliyetli bir analizdir. Mevcut referans yöntemlere 

göre Gc-Ms yöntemi ile yapılması gerekmektedir. Ancak Avrupa ülkelerinde 

regülasyonları oluşturulmuş olup, yakın zamanda ülkemizde de düzenlemeleri yapılacak 

olan 3- mcpd miktarı, proses analizi uygulamaları kapsamında olacaktır. Bu nedenle 

fabrika uygulamalarında her parti üründe analiz sonucuna ihtiyaç duyulacaktır. 

 Gc-Ms ile bu kadar analizin, günlük olarak yapılıp, üretimi yönlendirebilmesi pratikte 

mümkün görünmemektedir. 

 Bu neden dolayı, daha hızlı ve maliyet acısından daha ekonomik yollara ihtiyaç 

duyulmaktadır. NIR teknolojisi şu aşamada en alternatif yöntem görünmektedir. NIR, 

genel prensip olarak 15-90 s aralığında analiz sonucu vermesi, herhangi bir kimyasal 
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sarfın olmaması ve kalibrasyon işlemi yapılıp, metodun valide edilmesi sonrası kullanım 

noktasında uzmanlık gerektirmemesi gibi önemli avantajlar sunmaktadır. 

NIR ile yapılan Verifikasyon sonuçlarına göre metot performans değerleri; Ortalama Geri 

kazanım %96, Tekrarlanabilirlikte max % RSD : 3,7 olarak hesaplanmış ve Tespit Limiti 

(LOD) : 0,10 mg/kg , Ölçüm Limiti (LOQ): 0,30 mg/kg olarak bulunmuştur. Yapılan 

verifikasyon çalışması sonucunda belirsizlik hesabı yapılmıştır. Ölçüm belirsizlik değeri 

%95 güven aralığında  k=2 için genişletilmiş belirsizlik değeridir ve % 8,5 olarak 

bulunmuştur. 

Bu veriler ışığında yapılan verifikasyon çalışması sonuçları NIR ile yapılan 3-MCPD 

kalibrasyonun etkin bir şekilde kullanılabileceğini göstermektedir. Proses analizleri 

sırasında üretim basamaklarında kullanılabilir, hızlı ve maliyet anlamında kıymetli 

avantajları olan, kullanımı kolay alternatif bir analiz metodu olduğu görünmektedir. 

İkinci çalışma olan soğuk pres yağları son yıllarda sağlığa olumlu etkileri nedeniyle 

tüketicilerin dikkatini çeken ürünler haline gelmiştir. Soğuk pres yağı üretimi sırasında 

yüksek sıcaklık uygulanmaz ve yağ içeriğindeki besin elementleri korunur. Bununla 

birlikte, üreticiler verimliliği artırmak için yüksek sıcaklıklar uygulayarak yağın 

bileşimini değiştirmektedirler Bu çalışmada ısı uygulamasının mekanik preslerle üretilen 

yağların biyoaktif özellikleri üzerindeki etkisi araştırılmış ve bu etkilerin hızlı ve pratik 

bir yöntem olan FTIR yöntemi ile tespit edilmesi amaçlanmıştır. Yüksek pres sıcaklığı, 

sterol, tokoferol ve fenolik bileşiklerin miktarında, sitotoksikliğin azalmasında ve 

örneklerin anti-enflamatuar özelliklerinde önemli bir azalmaya neden oldu. Bu 

çalışmanın sonuçları, yüksek pres sıcaklığının yağın biyoaktif özelliklerinde önemli 

değişikliklere neden olabileceğini ve yüksek pres sıcaklıkları uygulanarak üretilen 

yağların soğuk pres koşullarında üretilen yağların özelliklerini karşılayamadığını 

belirlenmiştir. Ayrıca yapılan FTIR çalışmalarında kabak çekirdeği yağında bulunan 

biyoaktif bileşenlerin sıcaklık değişimlerini tespit etme noktasında anlamlı farklılıklar 

bulunmadığı tespit edilmiştir.  
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