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OZET

RAFINASYON KADEMELERININ
3-MCPD VE GLIiSIDOL ESTERLERI OLUSUMU UZERINE ETKIiSi

KARABULUT, Manolya

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damismant: Yrd. Dog. Dr. Fahri YEMISCIOGLU
Subat 2015, 55 sayfa

Bu c¢aligmada, rafinasyon islem basamaklarinin zeytinyagi, palm yagi ve
tohum yaglarinda 3,monokloro propan 1,2 diol (3-MCPD) esterleri ve glisidol

esterleri olusumu iizerine etkisi aragtirilmistir.

Bu amagla incelenecek yag orneklemeleri rafinasyon girisi, degumming
cikisi, agartma cikisi ve deodorizasyon ¢ikisindan almmistir. Ornekler, isletme
kosullarindan ve hammadde Ozelliklerinden kaynaklanan farkin irdelenebilmesi
amaciyla zeytinyag: rafinasyonu yapan iki isletme ve palm yagi rafinasyonu yapan
iki isletmeden saglanmistir. Ayrica tohum yaglarini temsilen de bir isletmeden de

aycicegi yagi ve misirdzii yagi ornekleri temin edilmistir.

Alinan oOrneklerde toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktari,
German Society for Fat Science (DGF) C VI 17(10) standart yontemi kullanilarak,
gaz kromatografi kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz edilmistir. Elde edilen
veriler Varyans Analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis ve rafinasyon islem
basamaklarinin 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumu {izerine etkisi

incelenmistir.

Anahtar sozciikler: 3-MCPD esterleri, glisidol esterleri, rafinasyon
basamaklari, zeytinyagi, palm yagi, GC-MS.
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ABSTRACT

EFFECT OF REFINING STEPS ON FORMATION OF 3-MCPD
AND GLYCIDOL ESTERS

KARABULUT, Manolya

MSc in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fahri YEMISCIOGLU
February 2015, 55 pages

In this study, effect of refining steps on 3, monochloroprophan 1.2 diol (3-
MCPD) esters and glycidol ester formation in olive oil, palm oil and seed oils has
been studied.

For this purpose, samples have been collected before refining, and at exits of
degumming, bleaching and deodorization. The samples were obtained from two
olive oil and two palm oil refining plants in order to examine the differences
arising from the operating conditions and the raw material quality. Moreover
samples of sunflower oil and corn oil were also taken from one oil refinery to
represent seed oils.

Total amount of 3-MCPD and glycidol esters has been analysed by using
standard method of German Society for Fat Science (DGF) C VI 17(10) via gas
chromatography mass spectrometer (GC-MS) for the samples which collected
throughout the study. Data obtained were evaluated by analysis of variance
(ANOVA) and the effect of refining steps on formation of 3-MCPD and glycidol
esters were investigated.

Keywords: 3-MCPD esters, glycidol esters, refining steps, olive oil, palm
oil, GC-MS
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1.GIRIS

Bitkisel yaglarin rafinasyonu; ham yagda istenmeyen safsizliklarin
uzaklagtirilarak, yaga tiiketilebilir 6zellik kazandirilmas1 amaciyla uygulanan bir
islemler dizinidir. Rafinasyon kademeleri; degumming olarak adlandirilan
yapiskan maddelerin giderilmesi, noétralizasyon olarak adlandirilan asitlik
giderilmesi, agartma ve deodorizasyon olarak adlandirilan istenmeyen tat ve
kokularin giderilmesi islemleridir. Ancak asitlik giderilmesi ve deodorizasyon
islemlerinin tek bir kademede buhar distilasyonu ile gergeklestirildigi durumlarda,
bu isleme fiziksel rafinasyon denilmektedir. Zeytinyagi ve palm yagi gibi meyve
yaglarinda ham yagin serbest yag asidi miktarinin yiiksek olmasi sebebiyle

fiziksel rafinasyon yontemi kullanilmaktadir (Gilimiigkesen ve Yemiscioglu,
2010).

Rafinasyon islem kademelerinden o6zellikle deodorizasyon ya da buhar
distilasyonu olarak ifade edilen kademede yiiksek sicaklik uygulamasi, yagin
bilesiminde de bazi 6nemli degisikliklere yol acabilmektedir (Giimiiskesen ve
Yemiscioglu, 2010).

3-kloropropan-1,2-diol (3-MCPD) ilk defa 1978 yilinda asitle hidrolize
edilmis bitkisel proteinlerde (asit-HVP) ve soya sosu gibi iiriinlerde tespit
edilmistir. 3-MCPD ve diger baz1 kloropropan diol (CPD ) esterleri bu tarihten
itibaren islem bulasani olarak tanimlanmaktadir (Velisek et al., 1978). Yag ve tuz

igeren lriinlerin yiiksek sicakliklarda islem gormesi ile olustuklart bilinmektedir.

Yapilan bir¢ok arastirmadan elde edilen sonuglara gore yiiksek sicaklik
uygulamasina bagl olarak en yiiksek 3-MCPD miktar1 rafine bitkisel yaglarda
(palm, zeytin) iken, naturel sizma yaglarda tespit edilebilir diizeylerin altinda
bulunmustur (Zelinkova et al., 2006).

2000 yilinda Ingiltere’de yapilan ¢alismalara gore (Committee on
Mutagenicity of Chemicals in Foods, Committee on Carcinogenicity of Chemicals
in Foods) 3-MCPD’ nin karsinojen ve muhtemel genotoksik etkisi oldugu
belirlenmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan caligmalar sonucunda; tiimdrlerde artis,
uzun vadede kanser ve ayni zamanda memelilerde kronik hormonal dengesizlikler
meme bezi fibromalari, kronik bobrek tiimoérlerine yol actigi rapor edilmistir.
Mutajen etki {izerine yapilan in vitro bir ¢alismada Salmonella typhimurium,

Mouse lymphoma ve bazi maya tiplerinde pozitif sonuglar bulgulanmistir



(Sunahara et. al., 1993). 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis
Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ile Avrupa Komisyonu (EC) bu ¢alismalari
yayinlamistir (Anon, 2001).

Bu c¢alisma ile; farkli ham tohum yaglarina ve zeytinyaglarina uygulanan
rafinasyon kademelerinin, hammadde farkliliklarinin ve deodorizasyon islem

kosullarinin 3-MCPD ve glisidol esterleri olusumu {izerine etkileri arastirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 3-MCPD ve Glisidol Esterlerinin Genel Tanimi

3-MCPD ilk defa 1978 yilinda asitle hidroliz edilmis bitkisel proteinlerde ve
soya sosu gibi lrilinlerde tespit edilmistir. 3-MCPD ve diger bazi kloropropanol
esterleri bu tarihten itibaren islem bulasani olarak tanimlanmaktadir (Velisek et al.,
1978). Yag ve tuz igeren friinlerin yiiksek sicakliklarda islem gormesi ile
olustuklar1 bilinmektedir.

3-MCPD giiniimiize kadar kraker, biskiivi gibi firincilik tirtinleri (Hamlet and
Sadd, 2004), malt (Hamlet et al., 2002), kahve (Delozal et al, 2005), kizarmis
peynir, bebek mamalari, patates itriinleri (Zelinkova et al., 2009), rafine bitkisel
yaglar ve hayvansal yaglar (Zelinkova et al., 2006; Weisshaar, 2008; Kuhlmann,
2011) gibi bir¢cok gidada tespit edilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucu ¢ok cesitli gidalarda 3-MCPD miktar1 0,2-20
mg/kg diizeyinde tespit edilmistir. Ozellikle rafine bitkisel yag ve NaCl igeren
tirtinlerde (firincilik irtinleri gibi) daha yiiksek miktarlarda 3-MCPD bulunmustur
(Hamlet et al., 2011).

Cesitli aragtirmalarda naturel sizma veya soguk sikim ham yaglarda tespit
edilebilir diizeyde 3-MCPD esterleri bulunmazken, rafine bitkisel yaglarda 0,2-13
mg/kg olarak bulunmustur. En disiik miktar 0,3-1,5 mg/kg kolza yaginda, en
yiiksek miktarda ise palm yaginda 4,5-13 mg/kg olarak saptanmistir (Zelinkova et
al., 2006).

2.2 3-MCPD ve Glisidol Esterlerinin Kimyasal Yapisi

3-MCPD ve 2-CPD (2-kloropropanol-diol) gibi diger bazi Kkloropropan
esterleri gidalarda az miktarda serbest formda (diol formunda) ve ¢ogunlukla yag
asitleri ile esterlesmis olarak (bagli formda) bulunmaktadir. Kloropropan
esterlerinden en ¢ok 3-MCPD’ ye rastlanmaktadir. Ancak 2-MCPD’ de diisiik
miktarda bulunabilmektedir. 2 pozisyonundaki baglarin daha stabil olmasi bu

durumu agiklamaktadir.



Kloropropan esterleri arasinda; mono esterler ¢ogunlukta iken di esterler ¢cok
daha az miktarlarda olusmaktadir. Sindirim sisteminde pankreatik lipaz enzimi
aktivitesi ile baghh formdaki mono ve di esterlerin tamami serbest formdaki 3-
MCPD’ye hidrolize oldugundan, toplam ester miktarinin tespit edilmesi 6nem
kazanmistir (Seefelder et al., 2008).

Kloropropan esterleri agilgliserollerle benzer fiziksel ve kimyasal 6zellikler
gosterirler. Cogunlukla oda sicaklifinda kati formdadirlar. Dietileter, hekzan,
aseton, etil asetat gibi c¢Ozgenlerde coziiniirler. Kloropropan esterleri sicaklik,
asitlik ve ¢ozgen etkisi ile agil migrasyonu gosterirler. 3-MCPD’nin molekiil yapisi
Sekil 2.1°de goriilmektedir.

OH

OH

Cl

3-chloropropane-1,2-diol

Sekil 2.1 3-kloropropan -1,2- diol molekiil yapisi.
2.3 3-MCPD ve Glisidol Esterlerinin Olusum Mekanizmasi

3-MCPD olusumunun ilk asamasi; monoagcilgliserol (MAG), diagilgliserol
(DAG) ve triagilgliseroller (TAG) gibi 6ncii bilesiklerin H* iyonlar1 varliginda
siklik agiloksonyum iyonlagmasidir. Monoagilgliserolden aciloksonyum iyonu
olusumu Sekil 2.2 a’ da goriilmektedir. Sonrasinda ise Sekil 2.2 b’de goriildiigii
gibi halkali yapinin agilarak cl iyonlar1 ile reaksiyona girmesi ve son olarak da

kloropropan esterleri olusumu agamalarini igermektedir (Hamlet et al., 2011).
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Sekil 2.2 3-MCPD olusum mekanizmast a) MAG’lerden agiloksonyum iyonlari olusumu

b)TAG, DAG ve MAG yoluyla 3-MCPD olusumu.

3-MCPD serbest formda oldugu gibi ¢ogunlukla yag asitleri esterleri halinde
bulunmaktadir. Cizelge 2.1’ de goriildiigi gibi 7 farkli yag asidi i¢in kloropropan
ve glisidol esterleri (C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3 )

hesaplandiginda toplamda 105 farkl ester olusturabilmektedir.



Cizelge 2.1 CPD ve Glisidol Esterleri

3-MCPD 2-MCPD GLISIDOL
ESTERLERI

Mono-ester Di-ester Mono-ester Di-ester
CH,—O—COR
(oA CH—O—COR CH—0—COR CH—O—COR CHr—COR
Cr—cl —o—cor, CH—CI CH—Cl CH._
CH—OH clez—m CH—OH CH—0—COR, (|:H5’
CH—O—COR
CH,—CI

2.4. Gidalarda 3-MCPD ve Glisidol Esterleri Olusumunu
Etkileyen Faktorler

3-MCPD olusumunda ana etken Cl iyonu, gliserol, gliserol esterleri, MAG,
DAG ve TAG varligidir. Ayn1 zamanda sicaklik ve siire de bu olusumu etkileyen
parametrelerdir (Calta et al., 2004).

Gidalarda 3-MCPD olusum mekanizmasi iizerine yapilan bir calismada;
gliserol, triolein, soya lesitini ve sodyum kloriir (NaCl) varliginda farkli su
aktivitesine sahip 1s1l islem uygulanmis {iriinlerin simiilasyonu sonucu olusan 3-
MCPD miktarlar1 arastirilmustir. Olusturulan modelde gliserol, triolein, lesitin
bilesiklerinin farkli oranlarda su ve NaCl ile karisimi kullanilmistir. Bu karigimlar
farkli sicakliklarda 1s1l isleme tabi tutulup 3-MCPD miktarlart belirlenmistir.
Calisma sonucunda 3-MCPD miktarinin biiyiik oranda NaCl igerigine bagli oldugu
ve % 4-7 NaCl varliginda en yiiksek noktaya ulastigi gozlenmistir. Su oram % 13-
17 iken 3-MCPD miktari maksimum degerine ulasmistir. Sicaklik artisinin 100°C-
200°C diizeyinde gergeklestirildigi durumda 3-MCPD miktarinda artig
gozlenmistir. Olusturulan model sistem salam, biskiivi, islenmis peynir, kraker gibi
secilen iirlinlerle karsilagtirildiginda benzer sonuglara ulasildig tespit edilmistir
(Calta et al, 2004) .



2.5 Rafine Bitkisel Yaglarda 3-MCPD ve Glisidol Esterleri
Olusumunu Etkileyen Faktorler

Rafine bitkisel yaglarda 3-MCPD olusumu i¢in tiim oncii bilesikler mevcut
ve islem kosullar1 uygundur. Ozellikle rafine palm yag1 ve rafine zeytinyagindaki
3-MCPD miktarimin tohum yaglarina kiyasla c¢cok daha yiiksek bulunmasinin
sebebi; sz konusu yaglarin yiiksek su aktivitesine sahip ve cl iyonlar1 i¢eren bir
ortam olan meyvelerden elde edilmeleri ve lipaz enzimi aktivitesi ile
iliskilendirilmektedir (Franke et al., 2009). Kullanilan hammaddenin tohum veya
meyve olmasina gore nem igerigi ve enzim aktivitesi farkliliklar gostermektedir.
Meyve pulpundan elde edilen ham yagda yliksek su aktivitesi sebebiyle hidroliz
reaksiyonlar1 daha fazla oldugundan MAG ve DAG orani1 tohum yaglarina gore
daha yiiksektir. Yagli meyve ve tohumlarda lipaz enzimi aktivitesi ile TAG’ ler
serbest yag asidi, DAG ve MAG’ lere parcalanir. Ham yagdaki MAG ve DAG
miktar1 yagin cinsine ve tasima, depolama, isleme kosular1 ile enzim aktivitesi gibi
etkenlere bagli olarak degisiklik gostermektedir. Ozellikle palm yag1 ve zeytinyagi
gibi meyve pulpundan elde edilen yaglarda DAG miktar1 tohum yaglarina gore
daha yiiksektir. MAG miktar1 ise DAG miktarina gore ¢ok daha azdir. Meyvenin
hasadindan ham yag elde edilmesine kadar gecen siirede depolama ve isleme
kosullar1, bazi istenmeyen reaksiyonlarin meydana gelmesinde etkili olmaktadir.
Ortam sicakligl, nem gibi faktorlere bagli olarak iiriinde enzimatik ve fermantatif
faaliyetler gerceklesmektedir. Bu faaliyetler sonucunda yagda, 3-MCPD
olusumunda etkili monogliseritler ve digliseritler meydana gelmektedir. Tohum
veya meyvedeki enzim aktivitesindeki artisga bagli olarak yagda meydana
gelebilecek hidroliz tepkimeleri hizlanmakta ve monogliserit ve digliserit
miktarlar1 artmaktadir (Kayahan, 2008).

Rafine bitkisel yaglarda ilk kez 2006 yilinda yapilan bir ¢alisma ile degisen
miktarlarda 3-MCPD esteri varlg: tespit edilmistir. Naturel sizma veya soguk sikim
yaglarda tespit edilebilir diizeyde 3-MCPD esterleri bulunmazken, rafine bitkisel
yaglarda bu deger 0,2-13 mg/kg olarak bulunmustur. En diisiik miktar 0,3-1,5
mg/kg ile kolza yaginda, en yiiksek miktar ise palm yaginda 4,5-13 mg/kg olarak
belirlenmistir (Zelinkova et al., 2006).



26 3-MCPD ve Glisidol Esterleri Olusumuna Rafinasyon
Kademelerinin Etkisi

Rafinasyon; presleme veya ¢6zgen ekstraksiyonu ile elde edilen ham yagin,
icerdigi fosfolipitler, regineler, renk maddeleri, serbest yag asitleri, ugucu aldehit
ve ketonlar, hidrokarbonlar, tat ve koku maddeleri gibi yag dis1 safsizliklardan
arindirilmasi iglemidir. Rafinasyon islem basamaklar1 Sekil 2.3 te goriilmektedir.
Rafinasyon sirasinda, elde edilen ham yaga tiiketilebilir 6zellik kazandirmak
amaciyla yaga cesitli islemler uygulanir. Asitlik giderme islemi kimyasal (alkali)
veya fiziksel (buhar distilasyonu) olarak iki farkli sekilde uygulanabilmektedir.
Zeytinyag1 ve palm yagi gibi meyve yaglarinin rafinasyonunda fiziksel rafinasyon
yontemi kullanilmaktadir (Kayahan, 2005).

YAGLI

Presleme/Cozgen —» Kiispe
TOHUM/MEYVE
Fosforik/Sitrik asit — [ HAM YAG ] — Lesitin/Yapigkan Mad.

|

NaOH/KOH _, [ DEGUMMED YAG ]_, SY A/Soapstock

Agartma Topragi —» [ NOTR YAG ]—»Renk mad./Metaller

ll

Buhar/Vakum _,[ AGARTMA ]—»SYA/PAH/PCB

|

[ DEODORIZE YAG }




Sekil 2.3 Rafinasyon islem basamaklari(SYA: Serbest yag asitleri, PAH: Polisiklik
aromatik hidrokarbon, PCB:Poliklorlubifenil)

Bitkisel yaglarin rafinasyonu sirasinda ozellikle deodorizasyon agsamasinda
yiiksek sicaklik uygulamasia bagli olarak 3-MCPD esterleri olugsmaktadir. 3-
MCPD olusumunda en 6nemli etkenlerin leiyonu, gliserol, DAG, MAG ve TAG
varlig1, sicaklik ve siire oldugu bilinmektedir (Zelinkova et al., 2006; Weisshaar,
2008, Weisshaar and Perz, 2010).

Yapilan bir ¢alismada rafinasyon islem basamaklarinin, 3-MCPD esterleri ve
diger bilesenler olusumuna etkisi laboratuar kosullarinda incelenmistir. Palm yagi
rafinasyonunda, fosfolipid igerigi diisiik olmasi sebebiyle su ile gergeklestirilen
geleneksel degumming islemi uygulanmamakta, agartma sonrasi konsantre fosforik
asit veya sitrik asit (%0,05-0,2) ilave edilerek dry degumming denilen islem
uygulanmaktadir. Fakat yapilan calismada goriilmiistiir ki; su ile degumming
uygulanmis palm yaglarinda deodorizasyon sonrasi 3-MCPD esterleri ve glisidol
esterleri olusumu, degumming uygulanmamis olanlara kiyasla daha diisiik
miktarlarda goriilmiistiir. En iyi sonug¢ %5 su ile uygulanmis degumming islemi ile
elde edilmistir (Pudel et al., 2011).

Deodorizasyon oncesinde nétralizasyon isleminin 3-MCPD esterleri ve ilgili
bilesenler olusumuna etkisi incelendiginde potasyum hidroksit (KOH) ile yapilan
notralizasyon isleminin, nétralizasyon islemi uygulanmamis palm yaglarina
kiyasla 3-MCPD esterleri ve diger bilesenlerin miktarinda %45 diizeyinde diisiis,
sodyum hidroksit (NaOH) ile yapilan nétralizasyon isleminin ise %35 diizeyinde
bir diisiis sagladigi bulgulanmistir (Pudel et al., 2011).

Agartma isleminin ve agartma islem sicakliginin(60 ve 90 °C) etkisi
incelendiginde; agartma isleminin deodorizasyon sirasinda 3-MCPD esterleri ve
diger bilesenlerin olusumunda azaltic1 bir etkisi oldugu, bununla beraber sicaklik
ve kullanilan agartma topragi miktarimin 6nemli bir etkisinin olmadigi
bulgulanmistir. Degumming, notralizasyon ve agartma islemlerinin, palm yaginda
deodorizasyon sirasinda olusan 3-MCPD esterleri ve diger bilesenlerin
olusumunda diisiis saglamasinin; TAG, DAG, MAG, klor iyonlar1 gibi 3-MCPD
olusumunda o6ncti bilesiklerin, degumming ve sabun fazinin uzaklastirilmasi igin
uygulanan su ile yikama sirasinda yagdan uzaklasmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Pudel et al., 2011).
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Bu c¢alisma ile deodorizasyonun 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
olusumunda en etkili basamak oldugu ve farkli sicaklik ve siire uygulamalari
karsilagtirildiginda, sicakligin en Onemli parametre oldugu tespit edilmistir.
Deodorizasyonda 240 °C’ ye kadar uygulanan sicakligin, siire uzasa dahi 3-MCPD
esterleri ve glisidol esterleri olusumunu 6nemli dl¢iide etkilemedigi bulgulanmastir.
Deodorizasyon siiresinin uzamasi ile 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
miktarinin diistiigli bulgulanmistir. Bunun olas1 sebebi olarak; oncii bilesiklerin
buharlagmas1 veya bu bilesiklerin tahrip olmasi goriilebilir. Deodorizasyon
sirasinda 250 °C’ ye kadar sicaklik uygulamasi ile 3-MCPD esterleri ve glisidol
esterleri miktarinin stire ile artis gosterdigi, 6zellikle glisidol esterleri miktarinin
arttigr ve bu etkinin 270 °C’ ye kadar siddetle arttig1 bulgulanmistir. Ciinkii glisidol
esterleri bu sicaklikta ugucu degildirler. Bununla birlikte TAG’ lerin hidrolizi ile
DAG ve MAG gibi oncii bilesiklerin artisinin da bu ylikselise sebep oldugu
diigtiniilebilir. 290 °C’ de ise siirenin uzamasi ile 3-MCPD esterleri ve glisidol
esterleri olusumunda diisiis bulgulanmistir. Bu durumun olast sebepleri olarak
termal bozunma ve buharlasma diisiiniilebilir. Deodorizasyon sicaklifi ve
siiresinin, palm yaginda 3-MCPD esterleri ve diger bilesenlerin olusumu {izerine

etkisi Sekil 2.4” de gdsterilmistir.

53 1 | | 3-MCPD-E+Diger bilesenler | 3-MCPD-E
E
=3
7aman(dk\) ! I ;
|45 90 [ 90 120 240 360| 45 90 | 45 890 120 240 350!12(3' 240 3ﬁﬂ|
Sieaklik(eC) 200 240 250 270 290

Sekil 2.4 Deodorizasyon sirasinda uygulanan siire ve sicakligin palm yaginda 3-MCPD

esterleri ve diger bilesenlerin olusumu tizerine etkisi (Pudel et al., 2011).

Diisiiniilenin aksine, deodorizasyon sirasinda kullanilan suyun klor icerigi ise
3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumunda 6nemli bir degisiklige sebep
olmamistir. Bu sonug, sudaki klor igeriginin buhar fazinda taginmamasi veya

reaksiyon i¢in uygun formda olmamasi ihtimallerini diistindiirmektedir.
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Sonug olarak bu ¢alisma ile; 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
olusumunda en etkili rafinasyon basamaginin deodorizasyon oldugu ve
deodorizasyon Oncesi uygulanan rafinasyon kademelerinin deodorizasyon sirasinda
olusan 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumunda etkili oldugu
bulgulanmistir (Pudel et al., 2011).

Mathauus ve ark. tarafindan bitkisel yaglarda 3-MCPD esterleri ve iliskili
bilesenlerin (related compounds-RC) miktarinin diisiiriilmesi iizerine yapilan bir
calismada, rafine yaglarda 3-MCPD esterleri ve iliskili bilesenlerin azaltilmasi i¢in;
krittk maddelerin hammaddeden uzaklastirilmasi, rafinasyon islemlerinde
degisiklik yapilmasi veya 3-MCPD esterleri ve iliskili bilesenlerin rafine yagdan
uzaklastirilmasi gibi ii¢ farkli strateji irdelenmistir. Oncelikle TAG, DAG, MAG ve
serbest yag asitligi miktar1 farkli 6rnekler 240 °C’ de 2 saat 1s1l isleme tabi
tutulmus ve Orneklerde 3-MCPD esterleri ve iligkili bilesenlerin miktari
belirlenmistir. 3-MCPD esterleri ve RC miktar1 kolza yagi ve soya yagi gibi
orneklerde 1 mg/kg’ dan az bulunurken, palm yagi, misir yagi ve hindistan cevizi
yaginda ¢ok daha yiliksek miktarlarda bulunmustur. Bununla birlikte meyve yagi
olmalarina ragmen avokado yag1 ve zeytinyagi orneklerinde yine bir meyve yagi
olan palm yagma gore ¢ok daha diisiikk miktarda 3-MCPD esterleri ve RC olusumu
gdzlenmistir. Incelenen yaglarin DAG miktarmin diisiik olmasmin bu farka sebep

olabilecegi diisliniilmektedir.

Farkli bolgelerden temin edilen palm yagi 6rneklerinde ise 3-MCPD esterleri
ve RC olusumu 1,3-14 mg/kg araliginda bulgulanmistir. Bu farkin; meyvenin
yetistigi iklim, toprak kosullari, uygulanan tarimsal ilaglar, olgunlagsma sonrasi
islemler ve hasattan islemeye kadar gecen siirenin etkisi ile ortaya ¢ikabilecegi
diistiniilmektedir. Calismada farkli yag Orneklerine ait elde edilen 3-MCPD
esterleri ve RC miktarlar1 Sekil 2.5 de gosterilmistir.
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Sekil 2.5 Farkli ham yaglarda 1s1l islem sonrasi (240 °C 2 saat) 3-MCPD esterleri ve RC
olusumu (A: Ornek ortalamasi, M: Malezya, I: Endonezya, G: Gana, C: Kolombiya .
Rakamlar analiz edilen 6rnek sayisini gostermektedir. Hata cizgileri ayni ¢esit yagdaki farkli

orneklerin varyasyonunu gostermektedir.)

DAG miktar1 ile deodorizasyon sonrasi olusan 3-MCPD esterleri ve RC

olusumu arasinda bir korelasyon bulunmamakla birlikte, DAG miktarinin %4’ iin

altinda bulundugu ham yaglarin 3-MCPD ve RC olusumunda diisiise sebep oldugu
sOylenebilir (Mathauus et al., 2011).

254

3-MCPD Esterleri ve RC (mg/kg)
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Sekil 2.6 Farkli hamyaglarda 1s1l iglem sonrasi (240 °C 2 saat) 3-MCPD esterleri ve glisidol

esterleri olusumu ile DAG miktar1 arasindaki korelasyon (Mathauus et al., 2011).

Ayni ¢aligmada bir diger oncii bilesik olarak goriilen klor etkisi incelenmistir.
Yag oOrneklerine yagda c¢oziinmeyen sodyum kloriir eklenerek 1si1l islem
uygulandiginda 3-MCPD esterleri ve RC olusmadigi bulgulanmistir. Fakat yagda
¢oziinebilen tetra- n- biitilamonyumkloriir (TBA) %0,1 oraninda ilave edilerek 1s1l
islem uygulanmis kolza yag1 6rneklerinde 3-MCPD esterleri olusumunda biiyiik bir
artisa sebep oldugu bulgulanmistir (Mathauus et al., 2011).

3-MCPD esterleri ve RC olusumunda Oncii bilesiklerin uzaklastirilmasinin 3-
MCPD esterleri ve RC olusumunda etkisinin irdelenebilmesi i¢in ham palm yag:
ornekleri deodorizasyon oncesi su ve %75’ lik etanol ile yikanmustir. Yikama
isleminin 3-MCPD esterleri ve RC olusumunda 6nemli Olclide diislis sagladigi
bulgulanmistir. Yikama ile uzaklastirilan klor igeriginin giimiis nitrat uygulamasi
ile etkisi de arastirilmistir. Fakat glimiis nitrat uygulamasinin etkisi goriilmemistir.
Deodorizasyon oncesi su ve alkolle yikama islemi uygulanmis palm yap:
orneklerinin  3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktarlart Sekil 2.7°de

gosterilmistir.
= m 3-MCPD Ester] Glisidol Esterleri
K] 41
LI T - R
172} ==
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T
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] 0 _ _ .
A Ham Palm Yag: Ham Palm Yag: Ham Palm Yag
a S 240C2sa Su ile yikanmig %473 Etanolle
% _{\s; 240 C 2 sa vikarmig
oy c 240C2=a

Sekil 2.7 Yikamanin 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumuna etkisi (Mathauus et

al., 2011).

Glisidol esterlerinin deodorizasyon sirasinda uzaklastirilmasini irdelemek
amaciyla su buharina degisen oranlarda formik asit eklenmistir. Formik asit
uygulamasi ile 3-MCPD esterleri olusumu etkilenmezken, glisidol esterleri

olusumunda, sadece su ile yapilan uygulamaya kiyasla diisiis gdzlenmistir. Palm
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yag1 orneklerinde asit ve su ile yikama sonrasi olusan 3-MCPD esterleri ve RC
miktar1 Sekil 2.8 de gosterilmektedir (Mathauus et al., 2011).

I 3-MCPD Esterlen |:| 3-MCPD esterlen
ve RC

29

3-MCPD Esterleri ve RC (mg/kg)

[ -
CPO, suile CPQ, %3 lik formik CPO, %10 huk
deodorize asit ile deodorize formik asit ile

deodorize

Sekil 2.8 Deodorizasyon sirasinda asit uygulamasinin 3-MCPD esterleri ve RC miktarina

etkisi.

2.7 3-MCPD Esterleri ve Glisidol Esterlerinin Toksikolojisi ve
Saghk Uzerine Etkileri

3-MCPD’nin insan viicudunda hidroliz metabolizmasi iizerine yapilan bir
arastirmada basit bir sindirim sistemi modeli kullanilmistir. Mono- ve di-
esterlerin intestinal lipaz enzimi tarafindan substrat olarak kullanildig:
gozlenmistir. Belli kosullar altinda mono-esterlerin ve di-esterlerin neredeyse
tamaminin serbest 3-MCPD’ ye doniistiigii tespit edilmistir (Seefelder et al.,
2008).

3-MCPD esterlerinin 3-MCPD olarak bagil biyoyararlanimlariin in vivo
olarak belirlenmesi amaciyla, ratlara esit molar dozlarda 1,2-dipalmitol-3-
kloropropan-1,2-diol (3-MCPD diester) ve 3-MCPD agiz yolundan verilmistir.
Her iki uygulama siiresince belirli zaman araliklarinda kanda, dokularda, gesitli
organlarda ve bagirsak luminal iceriginde 3-MCPD konsantrasyonu ol¢iilmiistiir.
Sonuglar; 3-MCPD diesterinin gastrointestinal sistemde enzimatik hidroliz ile 3-
MCPD’ ye doniisiip, kan, organlar ve dokulara yayildigimi gostermektedir.
Dolayisiyla, risk degerlendirmelerinde, 3-MCPD esterlerinden kaynakli 3-
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MCPD’ye maruz kalma miktari, 3-MCPD ile benzer sekilde hesaplanmalidir
(Abraham et. al., 2012).

Glisidol esterlerinin glisidol olarak bagil biyoyararliliklarinin in vivo olarak
belirlenmesi amaciyla yapilan bir c¢alismada ise, ratlara esit molar dozlarda
glisidol palmitol esteri ve glisidol agiz yoluyla uygulanmistir. Bu c¢alisma
sonucunda da, risk degerlendirmelerinde glisidol esterlerinin gastrointestinal
sistemde hidrolize oldugunu g6z 6niinde bulundurmak gerektigi ortaya konmustur
(Appel et. al., 2013).

3-MCPD’nin karsinojenik etkisi {izerine yapilan bir ¢aligmaya gore; 1-3
MCPD 50 erkek ve 50 disi F344 tip ratlara, 104 hafta boyunca i¢cme suyu ile
verilmistir. Calisma sonunda erkeklerde; adenoma hiicrelerinde (orta ve yiiksek
doz seviyelerinde) ve meme bezi fibroadenomalarinda (yiiksek doz seviyesinde),
disilerde ise bobrek tiimorlerinde (yiiksek doz seviyesinde) onemli olgiide artig

goriilmiistiir (Sunahana et. al., 1993).

Glisodoliin toksikolojik ve karsinojenik etkisi iizerine yapilan bir
arastirmada, F344/N tipi ratlar ve B6C3F1 tipi farelere, 16 giin, 13 hafta ve 2 yil
boyunca su ile glisidol verilmistir. Iki y1llik bu arastirmanin sonucunda; glisidoliin
F344/N tipi ratlarda ve B6C3F1 tipi farelerde, erkek ve disi cinsiyet {izerinde de
farkli organ ve dokularda olmak {izere (deri, meme bezi, tiroid bezi vb.)
karsinojenik  aktivitesi olduguna dair deliller bulgulanmistir. Mutajen etki
izerine yapilan c¢alismada Salmonella typhimurium, Mouse lymphoma ve bazi

maya tiplerinde pozitif sonuglar bulgulanmistir (Anon, 1990)

Sonug olarak; 3-MCPD esterleri ve Glisidol esterlerinin serbest forma
doniistimleri ve viicuttaki biyoyararliliklar1 géz Oniine alindiginda, tiim risklerin
serbest formlarin yani sira bagli formalar iginde gecerli oldugunu ve gida
giivenligi agisindan risk degerlendirmelerinin bahsi gecen bulgular dikkate

alinarak yapilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.
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2.8 Gidalarda 3-MCPD ve Esterlerine Iliskin Yasal Diizenlemeler

Avrupa Birligi EU Reg No0:466/2001 sayili mevzuatinda asit hidrolize
bitkisel proteinlerde ve soya sosu iiriinlerinde maksimum miktar 0,02 mg/kg
olarak diizenlenmistir. Ayrica glinliik maksimum alim miktar1 ise (Tolerable Daily

Intake) 2ug/kg viicut agirhigi/giin olarak belirlenmistir (Anon, 2001).

Ulkemizde de Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Y®onetmeligi ile soya sosu ve
bitkisel proteinlerde maksimum miktar; 20ug/kg olarak belirlenmistir (Anon,
2011).

Resmi kontroller i¢in analiz metotlart ve numune alma ile ilgili EC
333/2007 sayili diizenleme getirilmistir (Anon, 2007).

Analiz metotlariyla ilgili ise; “Gidalarda kursun, kadmiyum, civa, inorganik
kalay, 3-monokloropropan 1,2-diol ve polisiklik aromatik hidrokarbon
seviyelerinin  resmi kontrolii i¢in numune alma, numune hazirlama ve analiz
metodu kriterleri tebligi” (2014/2) ile gerekli diizenlemeler yapilmigtir (Anon,
2014).

2.9 3-MCPD esterleri ve Glisidol Esterlerinin Miktarlarinin
Belirlenmesinde Kullanilan Analiz Yontemleri

3-MCPD ve esterleri miktarinin belirlenebilmesi i¢in farkli analiz yontemleri
tizerinde ¢aligmalar yapilmistir. Bu yontemler analiz prensiplerine gore dolayl ve
dogrudan analiz yontemleri olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.9).
Dogrudan tespit yontemlerinde; 6rnek icerisinden saflastirilarak alinan kalinti,
cihaza verilerek miktar1 hesaplanmaktadir. Dolayli tespit yontemlerinde ise drnek
icerisindeki kalinti kimyasal veya enzimatik yontemler kullanilarak 6n islemler
uygulanarak (esterlestirme , tlirevlendirme vb.) cihaz ile miktar tespiti

yapilmaktadir.
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Sekil 2.9 3-MCPD analiz yontemleri
2.9.1 Dogrudan tespit yontemleri

3-MCPD esterlerinin GC/MS (gaz kromatografisi/kiitle spektrofotometresi)
ile dogrudan tayin edilebilmesi i¢in Oncelikle TAG’ ler gibi bilesiklerden kolon
veya ince tabaka gibi yardimci kromatografik teknikler kullanilarak ayrilmasi
gerekmektedir. Daha sonra her bir ester kapiler kolonda ayrilmakta ve referans
kiitle verileri kullanilarak tespit edilebilmektedir. Ancak bu yontem referans CPD
esterlerinin smirli sayida bulunmasi sebebiyle kismi bir sonug¢ vermektedir.
American Oil Chemists Society (AOCS) tarafindan yayinlanan LC/TOFMS(Likit
Kromatografi / Time of Flight Mass Spektrometre) ile dogrudan tespit yonteminde
ise Ornege kimyasal uygulanmamasi bir avantaj olarak One c¢ikmaktayken,
hassasiyet kaybmin onlenmesi igin ESI (Elektronik Iyon Kaynagi) kaynagmin
stirekli temizlik gerektirmesi (mobil faz olarak sodyum asetat kullanildigi i¢in) ve
yiiksek ¢Oziiniirlik (high resolution) TOF kullanilmasi zorunlulugu bu yontemin
uygulanmasini sinirlamaktadir. Ayrica her bir CPD esteri icin referans standart
bulunmamaktadir (Hamlet et. al., 2011).
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2.9.2 Dolayh tespit yontemleri

Dogrudan tespit yontemlerinin vurgulanan dezavantajlarindan dolay1
gelistirilen yeni yontemlerde, CPD esterlerinden kimyasal veya enzimatik
uygulamalar ile 3-MCPD elde edilerek tespit edilmesi yolu izlenmektedir. Bu
yontemde her bir CPD esteri degil toplam mono- ve di-esterlerin miktari
belirlenebilmektedir. CPD esterlerinin transesterifikasyonu i¢in asidik ve alkali

uygulamalar1 Sekil 2.10° de verilmistir.

ALKALI ASIDIK
Tbme/3-CPD-d5  _, YAG THF

MetanolliNaOCH3/ — MetanolliH2S0O4
TRANSESTERIFIKASY
10 dk./ Oda Sicakligt —» ON < 16 sa. /40 °C
Isohekzan/Asetik asit/ NaHCO3/3-CPD-d5/
Notralizasyon ve Metil
NaC|/|SOhek2an — Este“erin — NaCI/Hekzan
Uzaklagtirilmasi

g \

Isohekzan Hekzan
PBA TUREVLENDIRME PBA
_’ 4_
20 dk/ 80 °C 20 dk/ 90 °C

GC/MS

Sekil 2.10 CPD Esterlerinin asidik ve alkali transesterifikasyonu (Tbme: tertbiitilmetileter,
THF:Tetrahidrofuran PBA: Fenilboronik asit).
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CPD esterlerinin transesterifikasyonu icin asidik ve alkali uygulamalari
farkli galismalarda uygulanmistir. Fakat daha sonra yapilan ¢alismalarda asidik
sartlarda, ortamdaki cl iyonu ve Oncii bilesiklerin reaksiyona girerek fazladan 3-
MCPD olusturdugu ve tespitte hatali pozitif sonuglara sebep oldugu ortaya
konmustur. Alkali sartlarda transesterifikasyon uygulandiginda ise analizin
uygulanmasi stirecinde fazladan 3-MCPD olusmadigi tespit edilmistir. Ancak
alkali sartlarda 3-MCPD stabil olmadigindan i¢ standart olarak isotop isaretli 3-
MCPD-d5 kullanilmasi 6nemlidir (Weisshaar, 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Yag Ornekleri

Bu c¢alismada; daha once yapilmis calismalar 1s18inda riskli iirlin gurubu
olarak degerlendirilen meyve yaglar1 (zeytinyagi, palm olein ve palm stearin yagi)

ve bazi tohum yaglar1 (misirézii ve aycgicegi yagi) incelemeye alinmistir.

Ulkemiz énemli zeytinyag: iireticisi ve ihracatgist iilkelerdendir. Palm yag
ise tiim diinyada oldugu gibi ililkemizde de ozellikle islenmis gida, pastacilik ve
firincilik triinleri, biskiivi, ¢ikolata, margarin gibi ¢cok genis bir alanda hammadde

kaynag1 olarak kullanilmaktadir.

Palm yag: iireticisi bir iilke olmadigimiz igin, palm yagi Endonezya ve
Malezya gibi iilkelerden rafine edilmis halde (RBD-refined, bleached, deodorized)
ithal edilmektedir. Fakat depolama ve tagima siiresince yagda istenmeyen
degisimler olmaktadir. Bu durum; yagin tiiketilebilir 6zelliklere getirilebilmesi
icin bazi1 rafinasyon islemlerine tekrar tabi tutulmasini gerektirmektedir. Bu
islemler; asitligin giderilmesi i¢in nétralizasyon, iz metaller vb. bilesikler ile renk
maddelerinin uzaklastirilmasi i¢in agartma, olumsuz koku ve tat veren unsurlarin

uzaklastirilmasi i¢in deodorizasyon kademeleridir.

Bu c¢alismada palm yagi Ornekleri; palm olein ve palm stearin
fraksiyonlarindan, iki farkli rafinasyon tesisinden ve yaga uygulanan her
rafinasyon kademesinden temin edilmistir. Ayrica tohum yaglarini temsil etmesi
amaciyla A isletmesinden her rafinasyon kademesinden birer parti misirdzii yag

ve ay¢igegi yag1 ornegi de incelenmistir.

Bitkisel yag rafinasyonu yapan A isletmesinden palm olein, palm stearin,
misirdzii ve aycicegi yagi drnekleri her rafinasyon kademesinden temin edilmistir.
Orneklemelerin yapildig1 rafinasyon kademeleri Cizelge 3.1° de goriilmektedir.
Cizelgede de goriildiigii izere Parti 4 palm olein yag1 ve Parti 5 palm stearin yagi
yiiksek serbest yag asitligi icermeleri sebebiyle nétralizasyon islemine tabi

tutulmustur.
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Cizelge 3.1 A isletmesi 6rnekleri

A ISLETMESI
PARTI/CESIT KADEME
AYCICEK HAM
NOTRALIZASYON
AGARTMA
DEO
MISIR HAM
NOTRALIZASYON
AGARTMA
DEO
PARTI1/PALMOLEIN HAM
AGARTMA
DEO
PARTI2/PALMOLEIN HAM
AGARTMA
DEO
PARTI3/PALM STEARIN HAM
AGARTMA
DEO
PARTI4/PALMOLEIN HAM
NOTRALIZASYON
AGARTMA
DEO
PARTIS/PALM STEARIN HAM
NOTRALIZASYON
AGARTMA
DEO

B isletmesinden iki parti palm stearin ve bir parti palm olein yag1 agartma
ve deodorizasyon kademelerinden alinmistir. B igletmesinden alinan palm yag:

orneklerine ait rafinasyon kademeleri Cizelge 3.2° de verilmistir.

B isletmesinden temin edilen ornekler; 220 °C sicaklikta 7 mbar vakum

altinda yaklasik 3 saat boyunca deodorizasyon islemine tabi tutulmustur.
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Cizelge 3.2 B isletmesi ornekleri

B iSLETMESI
PARTI/CESIT
PARTI1/PALMSTEARIN | AGARTMA
DEO
PARTI2/PALMSTEARIN | AGARTMA
DEO
PARTI3/PALMOLEIN AGARTMA
DEO

Bu ¢aligmada; zeytinyaginda 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumu
izerine fiziksel rafinasyon kademelerinin etkisini arastirmak amaciyla ham yag,
renk agma ve deodorizasyon kademelerinden farkli partilere ait zeytinyagi
ornekleri incelenmistir. Isletme kosullarindan kaynaklanan farkin irdelenebilmesi

amactyla zeytinyagi ornekleri iki farkli rafinasyon tesisinden temin edilmistir.

C isletmesinden 6 farkli yag partisinden; ham yag, agartma ve rafinasyon
sonunda Ornekler temin edilmistir. Ayrica salamura sofralik zeytin olarak islenen,
fakat tliketilemeyen zeytinlerden elde edilen 2 adet rafine zeytinyagi 6rnegi de
incelenmistir. C isletmesinden alinan 6rneklere ait rafinasyon kademeleri ve bir

kisim serbest yag asitligi degerleri Cizelge 3.3 de goriilmektedir.

C isletmesinde fiziksel rafinasyon islemi; 230-240 °C’ de 2-4 mbar vakum
altinda ve yaklagik 2,5-3 saat siireyle uygulanmaktadir. Kullanilan su buhari, agik
buhar olarak ince kilcal damar seklinde buhar sirkiilatorii yardimiyla yagin
igerisine verilmektedir. Su buhar iiretiminde osmoz filtrelerden elde edilen su
kullanilmaktadir.
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Cizelge 3.3 C isletmesi zeytinyagi 6rnekleri ve bazi serbest yag asitligi degerleri.

C iISLETMESI

_ _ SERBEST YAG ASITLIGI
PARTI/CESIT KADEME (%0leik asit)
PARTI1 HAM
AGARTMA
RAFINE
PARTI2 HAM
AGARTMA
RAFINE

PARTI3 HAM
AGARTMA
RAFINE
PARTI 4 HAM 4,2
AGARTMA 4
RAFINE 0,11
PARTI 5 HAM 5,2
AGARTMA 5,05
RAFINE 0,09
PARTI 6 HAM 5,9
AGARTMA 5,75
RAFINE 0,1
SALAMURA RAFINE
PC2(HYP)88 RAFINE

Zeytinyaginda fiziksel rafinasyon yapan D isletmesinden 6 farkli parti
zeytinyag1 ornegi ham yag, agartma ve rafinasyon sonrasi kademelerinden temin
edilmistir. Orneklere ait baz1 ham yag serbest yag asitligi degerleri Cizelge 3.4’ de

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.4 D isletmesi zeytinyag1 6rnekleri ve bazi serbest yag asitligi degerleri.

D iISLETMESI

PARTI/CESIT KADEME ASITLIK(%Oleik asit)

PARTI 1 HAM 3

AGARTMA

RAFINE

PARTI 2 HAM 3

AGARTMA

RAFINE

PARTI 3 HAM 3,1

AGARTMA

RAFINE

PARTI 4 HAM 3,1
AGARTMA
RAFINE
PARTI 5 HAM 3,2
AGARTMA
RAFINE
PARTI 6 HAM 3,2
AGARTMA
RAFINE

Calisma stiresince 23 adet palm yagi, 38 adet zeytinyagi ve 8 adet tohum
yag1 olmak iizere toplam 69 adet 6rnekte 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
miktar1 arastirilmustir. Isletmelerden temin edilen &rnekler analize alinincaya
kadar +4 °C buzdolabinda saklanmustir.

3.1.2. Kimyasal maddeler ve ¢ozgenler

3-kloro-1,2-propandiol (3-MCPD) ve 3-kloro-1,2-propan-1,1,2,3,3-d5-diol
(3-MCPD-d5) standartlar1 Sigma — Aldrich’ den temin edilmistir. Diger tiim
kimyasal madde ve ¢ozgenler analitik saflikta kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.21 3-MCPD esterleri ve glisidol esterlerinin miktarinin
belirlenmesi

Orneklerde toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktari, DGF C VI
17(10) standart yontemi kullanilarak GC-MS ile belirlenmistir. Bu yontemde
esterifikasyon alkali ortamda gercgeklestirilmis ve i¢ standart olarak izotop isaretli
3-MCPD-d5 kullanilmistir (Anon, 2011). Tiim analiz c¢aligmalar1 ISO 17025
akreditasyonu olan, Izmir Gida Kontrol Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
Metodun laboratuar i¢i dogrulama ¢alismalarinda uluslararas1 gegerliligi olan
sertifikali referans materyal (CRM-palm yagi) kullanilmigtir. Bu c¢aligmalar
neticesinde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi onayi ile laboratuarimiz ilgili
metot ve iirliin grubunda bu analizi yapmak iizere yetkilendirilmistir. Ayrica
laboratuarimiz kalite sistemi geregi, analizin yapilabilirligini somut delillerle g6z
oniine sermek adina, uluslararasi yeterlilik testi (PT) saglayicis1t FAPAS tarafindan
diizenlenen yeterlilik testine katilim saglanmis ve test sonuglar1 basarili olarak
degerlendirilmistir(z skoru< 2). Bunun yaninda her ¢alisma sirasinda incelenen
orneklerle birlikte kontrol Ornegi olarak bu sertifikali materyal de analize

alinmustir.

3.2.1.1 Yag orneklerinin hazirlanmasi

Kat1 6rnekler erime sicakliginin yaklagik 10°C iizerinde bir sicaklikta eritilip
homojen hale getirilmistir. Safsizlik veya nem iceren ham yag Ornekleri nem

tutucu olarak susuz sodyum siilfat ile muamele edilerek filtreden siiziilmistiir.

3.2.1.2 Esterlestirme ve notralizasyon

Metanollii sodyum metilat (NaOCH3) ¢ozeltisi: Sodyum metilatin 0,5
Molar’lik metanollii ¢6zeltisi

(Cozgen karisimi A: Tertbiitilmetileter (tBME) ve etil asetatin 8:2 (v/v)
oraninda karisimi

Sodyumkloriir (NaCl) ¢ozeltisi: Sodyumkloriiriin = %20’lik  (m/v) sulu
¢oOzeltisi

Cozgen karisimi B: 30 ml sodyumkloriir ¢ozeltisi ile 1 ml asetik asit (v/v)
karisimi (Glinliik hazirlanmalidir.)



27

Tirevlendirme ¢ozeltisi: 2,5 g fenilboronik asit (PBA)’in 19 ml aseton ve 1
ml (m/v) suda ¢ozeltisi

I¢ standart stok ¢dzeltisi: 3-MCPD-d5’in 2000 mg/L (m/v) etanolde ¢dzeltisi
(0-6 °C’de 1 yil siire ile saklanabilir.)

I¢ standart ¢ozeltisi: Stok ¢dzeltiden tBME’de ¢oziinerek hazirlanmis 20
mg/L’lik’de i¢ standart ¢ozeltisi (0-6 °C’de 3 ay siire ile saklanabilir.)

3-MCPD Kalibrasyon stok c¢ozeltisi: 3-MCPD’nin NaCl ¢d6zeltisinde
hazirlanmis 100 mg/L’lik (m/v) ¢ozeltisi

3-MCPD kalibrasyon c¢ozeltileri, her calisma Oncesinde stok cozeltiden
giinliik olarak NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir.

0,1 gram yag ornegi, kapakli cam deney tiiplerine tartilip tertbiitilmetileter
(tBME) ve etil asetatin 8:2 (v/v) oraninda karisimi ile hazirlanmis ¢ozeltiden 0,5 ml
eklenerek yag oOrnegi ¢Oziinmiistiir. Coziinen Ornegin iizerine 100 pl i¢ standart
¢ozeltisi ve 1 ml sodyum metilat (alkali transesterifikasyon) ¢ozeltisi eklenmistir.
Test tiipiiniin agz1 sikica kapatilarak oda sicakliginda 5-10 dakika metillendirmeye
birakilmistir. Siire sonunda hizlica 3 ml hekzan ve 3 ml ¢ozgen karisimi B ilave
edilip iyice ¢alkalanmistir. Faz ayrimindan sonra pipet yardimiyla iist faz (organik
faz) olabildigince ¢ekilip atilmistir. Tipe tekrar 3 ml hekzan eklenerek iyice
calkalanarak faz ayrimindan sonra iist faz (hekzan faz1) alinip atilmigtir. Bu islem

ile yag asidi metil esterleri drnekten uzaklastirilmistir.

3.2.1.3 Tiirevlendirme

Tiipte kalan sulu faza 0,5 ml tiirevlendirme ¢ozeltisi eklenip ve agz1 sikica
kapatilmistir. 80 °C su banyosunda 20 dakika tiirevlendirmeye birakilan tiipler
daha sonra su banyosundan ¢ikarilip oda sicakligma sogutulmustur. Uzerlerine 3
ml hekzan eklenerek iyice ¢alkalananan tiiplerden faz ayrimi beklenip hekzan ile
ekstrakte edilen kisim viale alinmigtir. GC/MS sistemini korumak ve daha yiiksek
hassasiyette calismak i¢in tlipten alinan hekzan fazi azot altinda ugurulup heptan ile

¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti viale alinarak GC/MS sistemine enjekte edilmistir.

3.2.1.4 GC/MS calisma kosullar1

Elde edilen test materyallerinin kromatografik ayrimi i¢in laboratuarimizda
hali hazirda bulunan, Thermo Scientific marka gaz kromatografisi Kkiitle
spektrometresi(GC/MS) kullanilmistir. Cihaz PTV (Programmed Temperature
Vaporizing) enjeksiyon sistemi ve 30 m*0,25 mm i¢ ¢cap* 0,25um (HP 5 MS) gaz
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kromatografi kolonu ile donatilmistir. GS/MS te uygulanan c¢alisma kosullar
asagida yer almaktadir;

Enjeksiyon hacmi: 2 pl

PTV Enjeksiyon sicakligi: 50 °C —p 180 °C/ dakikada 10 °C artisla (5 dk.)

Splitless siiresi: 1,5 dk.

Split akis1: 20 ml/dk.

Tastyict gaz: Helyum 2,1 ml/dk.

Firin programi: 60 °C (1 dk) —3190 °C/ dakikada 6 °C artigla

190 °C — 280 °C/ dakikada 20 °C artigla (10-30 dk)

Dedektor: EI+, SIM Mode

I¢ standart kiitle (3-MCPD-d5): m/z= 201 veya 150

3-MCPD: m/z= 196 veya 147

GC/MS sistemine analiz icin verilen bir 6rnege ait kromatogram ve spektrum
goriintiileri Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de verilmistir. Piklerin degerlendirilmesinde 3-

MCPD-d5 i¢in m/z 150, 3-MCPD i¢in m/z 147 kullanilmistir. Her bir test 2

tekerrtirlii olarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1 GC/MS 6rnek kromatogrami.

fapas#i1 RT. 400 AV. 1 NL 1.06E4
T 0.0} + c E1 SMms [146 50-147 50, 149 50150 50]
100+ 14700

Relatve Adundance
2

T T T T T T T T T T T T T T T
166 1468 1470 1472 1474 476 1478 1480 1482 1484 1486 1488 190 1492 1494 1496 1498 1500 1502 1504

Sekil 3.2 GC/MS o6rnek spektrumu.

3.2.1.5 Sonuclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisi 6 farkli noktada ve Ornekte beklenen seviyeye gore
(6rnegin; 0,025-1,0-2,0-3,0-4,0-5,0 mg/kg) ve baslangic noktasi tespit limitini
icerecek sekilde her ¢alismada yeniden hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi ¢izmek

icin; ilk olarak cam tiiplere 100 pl i¢ standart ¢ozeltisi eklenip ¢dzgen azot gazi
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altinda ucgurulmustur. Daha sonra tiiplere uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi
eklenerek NaCl c¢ozeltisi ile 3 ml’ ye tamamlanmistir. Tiplere 500 pl
tirevlendirme c¢ozeltisi eklenip agzi kapatilan tiipler 80 °C su banyosunda 20
dakika tlirevlendirmeye birakilmistir. Siire sonunda oda sicakligina sogutulup
iizerlerine 3 ml hekzan ilave edilerek c¢alkalanmistir. Faz ayrimindan sonra st
fazdan viale alinarak azot gazi altinda ¢6zgen ugurulmustur. Vial igerigi heptan ile

coziilerek GC/MS sistemine enjekte edilmistir.

Kalibrasyon egrisi; 3-MCPD pik alaninin, i¢ standart (3-MCPD-d5) pik alam
oranina (A147/A150) karsilik gelen ilgili kalibrasyon ¢ozeltisi konsantrasyonu ile

olusturulmustur.

A(147)

Q:Pik alanlarmin orani

A:Pik alanmi

Kalibrasyon egrisinin formiilii asagidaki gibidir.
Q0=aM3mepd) + b

Q: Pik alanlar1 orani

M(3mcpd): Tiirevlendirilmis kisimdaki 3-MCPD miktar1 (mg)
a: Kalibrasyon egrisinin egimi

b: Kalibrasyon egrisinin y eksenini kesim noktasi

Ornekteki 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktar1 asagidaki esitlik

yardimi ile hesaplanmistir.

3 . Qarnek—b 100
W mepd = o * 0

W3-mcpd: Ornegin 3-mcpd esterleri ve glisidol esterleri miktari(mg/kg yag)
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Q ornek: Ornegin I¢ standart pik alaniin (A147) 3-MCPD pik alanina oran1
m: Ornegin miktari (g)
3.2.2 istatistiksel degerlendirme

Rafinasyon islem kademerlinin 3-MCPD ve glisidol esterleri olusumu
tizerine etkileri Varyans Analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Palm Yag Fraksiyonlarina Uygulanan Rafinasyon Islem
Kademelerinin 3-MCPD ve Glisidol Esterleri Miktar1 Uzerine
Etkileri

Tirkiye’de palm yag1 ve fraksiyonlar1 kizartma amagh yaglar, margarin ve
pastacilik-firincilik yaglarinda yaygin bir kullanim alan1 bulmaktadir. Palm yagi
fraksiyonlar1 (palm olein, palm stearin); notralizasyon, renk agma ve
deodorizasyon islemlerinden gecirilmis olarak (RBD) ithal edilmekle birlikte
gerek ithalat siireci, gerek depolama kosullar1 nedeniyle istenmeyen degisikliklere
ugramaktadir. Bu nedenle palm yag1 ve fraksiyonlarin1 6zel amagh iirlinlerinde
kullanacak isletmeler bu yaglara alkali notralizasyonu, renk a¢cma ve
deodorizasyon islemlerini, yagin o6zelliklerine ve kullanilacag: iirlinde istenilen
niteliklere bagli olarak uygulamak zorunda kalmaktadir. Calismada A ve B olarak
ifade edilen iki farkli isletmeden temin edilen 4 farkli parti palm olein ve 4 farkl

parti palm stearin yagi 6rnegi, toplamda 23 farkli palm yag1 6rnegi incelenmistir.

Calisma sonucunda; tiim palm yagi 6rneklerinde toplam 3-MCPD esterleri
ve glisidol esterleri miktar1 0,70- 4,99 mg/kg (n:23), rafinasyon sonunda ise 1,42-
4,29 mg/kg degerleri arasinda bulunmustur (n:8). Palm yag: fraksiyonlarina gore
toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktarlar1 degerlendirildiginde;
rafine palm olein yaginda 1,42-2,07 mg/kg (n:4) iken, rafine palm stearin yaginda
1,77-4,29 mg/kg (n:4) araliginda degerler bulgulanmistir. Rafine palm yagina ait

elde edilen bulgular literatiir ile benzerlikler gostermektedir.

A isletmesinden temin edilen Parti 1, Parti 2 ve Parti 3 6rneklerinde RBD
palm olein ve palm stearin yaglar1 sadece agartma ve deodorizasyon iglemlerine
tabi tutulmus olup, Parti 4 palm olein ve Parti 5 palm stearin yag1 oncelikle
kimyasal notralizasyon daha sonra da renk agma ve deodorizasyon islemlerine
tabi tutulmustur. Cizelge 4.1’ de bu 6rneklere ait toplam 3-MCPD esterleri ve
glisidol esterleri degerleri verilmistir. Rafinasyon kademeleri boyunca her bir

partide meydana gelen degisim Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’ de verilmistir.

Cizelge 4.1 A isletmesi palm yag1 6rnekleri toplam 3-MCPD ve Glisidol Esterleri
Miktar1 (mg/kg)

Toplam 3-MCPD Esterleri ve Glisidol
ORNEK KODU Esterleri Miktar (mg/kg)
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L 2. Ortalama
A isletmesi Palm Yagi Tekerrlr | TekerrQr
PARTI1/PALMOLEIN | HAM 0,78 0,70 0,74
AGARTMA 3,10 3,76 3,43
DEO 1,45 1,39 1,42
PARTI2/PALMOLEIN | HAM 0,94 0,88 0,91
AGARTMA 1,81 2,13 1,97
DEO 1,89 1,75 1,82
PARTI3/PALM
STEARIN HAM 2,12 2,56 2,34
AGARTMA 2,39 2,21 2,30
DEO 3,55 417 3,86
PARTI4/PALMOLEIN | HAM 1,00 0,92 0,96
NOTRALIZASYON 0,92 0,96 0,94
AGARTMA 4,02 3,40 3,71
DEO 1,24 1,78 1,51
PARTI5/PALM
STEARIN HAM 1,00 1,20 1,10
NOTRALIZASYON 1,15 1,33 1,24
AGARTMA 4,67 5,31 4,99
DEO 4,87 3,71 4,29
Parti 1(A isletmesi)
4
_ 35
8
5 _ 3
92 2,5
g E" ’ mRBD
s T 2
h o Agartma
a @ L5 .
a & M Deodorizasyon
g™ 1
0 -
Rafinasyon Kademeleri

Sekil 4.1 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin Parti 1 Palm Olein Yaginda Rafinasyon

Kademelerine Gore Degisimi.
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Parti 2(A isletmesi)
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*E E 1 W Agartma
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E ‘E M Deodorizasyon
o w
2 05 -
m

0 |
Rafinasyon Kademeleri

Sekil 4.2 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin Parti 2 Palm Olein Yaginda Rafinasyon

Kademelerine Gore Degisimi.

Parti 3(A isletmesi)

e
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S

w
w

w

HRBD

M
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[ Agartma
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M Deodorizasyon

(=] =
[ S
| | |
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|

Rafinasyon Kademeleri

3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri{mg/kg)

Sekil 4.3 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin Parti 3 Palm Stearin Yaginda Rafinasyon

Kademelerine Gore Degisimi.
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Parti 4(A isletmesi)

2,5 ————————————— HRBD

2 — HENbtralizasyon

1,5 Agartma

Esterleri{mg/kg)

1 M Deodorizasyon

3-MCPD Esterleri+Glisidol

Rafinasyon Kademeleri

Sekil 4.4 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin Parti 4 Palm Olein Yaginda Rafinasyon

Kademelerine Gore Degisimi.

Parti 5(A isletmesi)

6
o 5
5]
T p—
(G
g4 mRBD
s 2
T T3 MW Notralizasyon
frur]
'-E % 5 Agartma

frur]

& & -
< M Deodorizasyon
" 1 _:-

0 .

Rafinasyon Kademeleri

Sekil 4.5 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin Parti 5 Palm Stearin Yaginda Rafinasyon

Kademelerine Gore Degisimi.

A igletmesi palm olein ve palm stearin yagir orneklemesinde, her partinin
toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri degerlerinin, birbirinden 6nemli
derecede (P<0.05) farklilik gosterdigi istatistiksel olarak belirlenmistir ve

istatistiksel degerlendirme tablosu Cizelge 4.2’ de verilmistir.
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Cizelge 4.2 A isletmesi i¢in tlim Orneklerin birbiri arasindaki farkliligi gosteren

ANOVA tablosu.

Ortalam
Kareler alarin Onem
Toplami SD Karesi F derecesi
Renk Agma Gruplar Arasinda 4,938 2 2.469| 634.641 .000
Gurup iginde .023 6 .004
Toplam 4,962 8
Notr Yag Gruplar Arasinda .062 2 .031| 77.076 .000
Gurup Iginde .002 6 .000
Toplam .064 8
Deodorizasyon Gruplar Arasinda 317 2 .158| 319.046 .000
Gurup iginde .003 6 .000
Toplam .320 8

Cizelge 4.3’de verilen sonuclar degerlendirildiginde A isletmesinde palm

olein yaglarma uygulanan rafinasyon kademeleri sirasinda olusan 3-MCPD

esterleri ve glisidol esterleri miktarlar1 incelendiginde nétr yag ile renk agma

sonrasinda ve renk agma sonrasi ile deodorizasyon islemi sonrasinda tespit edilen

3-MCPD miktarlarinin  6nemli diizeyde farklilik gosterdigi tespit edilmistir

(P<0.05).

Cizelge 4.3 A isletmesi rafinasyon kademelerinin palm olein yaglarinda 3-MCPD

esterleri ve glisidol esterleri olusumuna etkisi ANOVA tablosu.

Eslenmis Farklar

95% Guven Araligi

Deodorizasyon

Onem

Ortalama Std. Sapma Std. Hata En Dusuk En Yiksek t-degeri | SD | dlzeyi

No6tr Yag — Renk | -2.660094 .094671 .054658 -2.895269 -2.424919 -48.668 2 .000
Agma

Renk Agma 2.006730 .063523 .036675 1.848931 2.164529 54.717 2 .000




38

Rafinasyon sonunda; A isletmesinde palm olein yagi orneklerinde toplam 3-
MCPD esterleri ve glisidol esterleri degeri yiikselmistir. Rafinasyon
basamaklarinin her parti i¢in etkisi incelendiginde; Parti 1°de renk agma islemi
sonrast % 363 diizeyinde artis goriiliirken, deodorizasyon sonrasi % 58 diizeyinde
bir diisiis saptanmuistir. Parti 2’ de renk agma islemi sonrast % 116’hik artig
goriiliirken, deodorizasyon sonrasi % 8’lik diisiis goriilmektedir. Parti 4° de
nétralizasyon sonrast % 2’lik bir diisiis, agartma sonrasi %294’liikk artis ve
deodorizasyon sonrast % 59’luk diislis oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak;
rafinasyona girisi ile ¢ikis1 arasinda yaklasik olarak, Parti 1 i¢cin % 92°lik bir artis,
Parti 2 i¢in %100’1ik bir artig, Parti 3 i¢in %57°lik bir artis oldugu goriilmektedir.

A isletmesinden temin edilen palm olein Orneklerin tamami
degerlendirildiginde; RBD palm olein yaginda rafinasyon basamaklarmin toplam
3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktar1 {izerinde etkisi oldugu
sOylenebilmektedir. Rafinasyon islem kademelerinden renk a¢gma islemi sirasinda
meydana gelen artisa; agartma topraklarinin asit aktivasyonu sirasinda kullanilan

derisik asitlerden kaynaklanan cl igeriginin neden oldugu diisiiniilmektedir.

A Isletmesinden temin edilen palm stearin yag igin rafinasyon
kademelerinden alinan 6rneklerin toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
miktarlar1 degerlendirildiginde; rafinasyon sonunda tiim palm stearin yagi
orneklerinde toplam 3-MCPD ve glisidol esterleri degerinin artis gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.4’de verilen sonuglar degerlendirildiginde A isletmesinde palm stearin
yaglarina uygulanan rafinasyon kademeleri sirasinda olugsan 3-MCPD esterleri ve
glisidol esterleri miktarlar1 incelendiginde notr yag ile renk agma sonrasinda ve
renk agma sonrasi ile deodorizasyon islemi sonrasinda tespit edilen degerlerin

onemli diizeyde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.4 A isletmesi rafinasyon kademelerinin palm stearin yaglarinda 3-
MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumuna etkisi ANOVA tablosu.

Eslenmis Farklar

95% Guven Araligi Onem
Ortalama Std. Sapma Std. Hata En Disuk En Yuksek t-degeri | SD | dizeyi
. . -3.75000 |.03000 .01732 -3.82452 -3.67548 -216.506 |2 .000
Noétr Yag — Renk
Agma
.70667 .02082 .01202 .65496 .75838 58.798 [2 .000
Renk Acma -
Deodorizasyon

Rafinasyon basamaklarinin etkisi incelendiginde Parti 3’ de renk agma islemi
sonrast degisim dnemsizken, deodorizasyon sonrasi istatistiksel olarak dnemli bir
artis oldugu goriilmektedir. Parti 5’ de ndtralizasyon sonrasi toplam 3-MCPD
esterleri ve glisidol esterleri degeri %12’lik artig gosterirken, renk agma islemi
sonrast bu deger yaklasik olarak ii¢ kat artmistir. Aynmi O6rnekte deodorizasyon

sonrasinda ise yaklasik olarak % 14’liik diistis gortiilmektedir.

Sonug olarak, Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4 incelendiginde A isletmesinde tim
palm yag1 6rneklerinin toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktarlarinin
rafinasyon girisi ile ¢ikisi arasinda onemli derecede artis gosterdigi belirlenmistir
(P<0.05).

B isletmesinden 1 parti palm olein yag1 ve 2 parti palm stearin yag1 6rnegi
deodorizasyon girisi ve deodorizasyon c¢ikisindan temin edilmistir. Bu isletmede
ornekler 220 °C sicaklikta 7 mbar vakum altinda yaklagik 3 saat boyunca
deodorizasyon islemine tabi tutulmustur. Cizelge 4.5’ de bu orneklere ait toplam 3-
MCPD esterleri ve glisidol esterleri degerleri verilmistir. Rafinasyon kademeleri
boyunca her bir partide meydana gelen degisim Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8’ de verilmistir.
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Cizelge 4.5 B isletmesi palm yag1 6rnekleri toplam 3-MCPD esterleri ve Glisidol
Esterleri Miktar1 (mg/kg)

Toplam 3-MCPD Esterleri ve Glisidol
ORNEK KODU Esterleri Miktar1 (mg/kg)
. 1. Tekerrlr 2. Tekerrlr Ortalama
B Isletmesi Palm Yag
PARTI1/PALM STEARIN AGARTMA |2,58 3,01 2,797
DEO 3,06 2,64 2,85
PARTI2/PALM STEARIN AGARTMA |1,38 1,44 1,41
DEO 1,7 1,84 1,77
PARTI3/PALM OLEIN AGARTMA |1,61 1,67 1,64
DEO 2,19 1,95 2,07

Parti 1(B isletmesi)

2,86
2,85
— 2,84
2,83
2,82
2,81

Agartma

m Deodorizasyon

M
co

Esterleri{mg/kg

2,79 ~
2,78
2,77 -

3-MCPD Esterleri+Glisidol

Rafinasyon Kademeleri

Sekil 4.6 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin B isletmesi parti 1palm stearin yaginda

rafinasyon kademelerine gore degisimi.
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Parti 2(B isletmesi)
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Rafinasyon Kademeleri

Sekil 4.7 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin B isletmesi parti 2 palm stearin yaginda

rafinasyon kademelerine gore degisimi.

Parti 3(B isletmesi)
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Rafinasyon Kademeleri

Sekil 4.8 3-MCPD Esterleri+Glisidol Esterleri degerinin B isletmesi parti 3 palm olein yaginda

rafinasyon kademelerine gore degisimi.

B isletmesinden temin edilen palm yagi orneklerine ait sonuglar incelendiginde
deodorizasyon giris ve ¢ikisinda; Parti 1 i¢in yaklasik % 2, Parti 2 i¢in % 25 ve
Parti 3 icin % 26 artis goriilmiistiir. Buna gore tiim Orneklerde deodorizasyon
sonrast toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri degerinde artis gortildiigii
sOylenebilir.  Cizelge 4.6’da belirtilen istatistiksel degerlendirme sonucunda;
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deodorizasyon isleminin toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumunu
onemli diizeyde etkiledigi goriilmektedir (P<0.05).

Cizelge 4.6 B isletmesinde palm yagi orneklerinde deodorizasyon isleminin
toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktar1 tizerine etkisi ile ilgili
ANOVA tablosu.

Ortalamal
Kareler arin Onem
Toplami SD Karesi F derecesi
Deodorizasyon Gruplar Arasinda 3.034 2 1.517 748.614 .000
Giris Gurup iginde 012 6 .002
Toplam 3.046 8
Deodorizasyon Gruplar Arasinda 1.880 2 .940 | 16924.200 .000
Cikis Gurup iginde .000 6 .000
Toplam 1.881 8

Her iki isletme i¢in deodorizasyon giris ve ¢ikisindaki toplam 3-MCPD
esterleri ve glisidol esterleri degerleri incelendiginde %2 ile % 59 arasinda bir

degisim oldugu goriilmektedir.

4.2. Bitkisel Tohum Yaglarina Uygulanan Rafinasyon Islem
Kademelerinin 3-MCPD ve Glisidol Esterleri Miktar
Uzerine Etkileri

Bitkisel yaglarda rafinasyon kademelerinin 3-MCPD ve glisidol esterleri
miktarma iligkin etkisini saptamak amaciyla ayg¢icegi yagi ve misirdzii yagi
ornekleri incelenmistir. Bu amagcla A isletmesinden ham yag, notralizasyon ¢ikisi,
agartma ¢ikist ve deodorizasyon ¢ikisina iliskin tohum yagi 6rnekleri alinarak
toplam 3-MCPD ve glisidol esterleri miktarlar1 saptanmistir. Cizelge 4.7’ de
aycigek yagi ve misirdzii yagmin rafinasyon kademelerinde toplam 3-MCPD
esterleri ve glisidol esterleri miktarlar1 verilmistir. Rafinasyon sonunda ayg¢igegi
yag1 ve misir 0zl yaginda toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktari
Sekil 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.7 Aygicek yagi ve misirézii yaginda toplam 3-MCPD ve Glisidol
Esterleri miktar1 (mg/kg).

Toplam 3-MCPD Esterleri ve Glisidol
ORNEK KODU Esterleri Miktari (mg/kg)

Tohum Yaglars Tektrrijr 2. Tekerrdr Ortalama
AYCICEK | HAM TEDB* TEDB TEDB
NOTRALIZASYON TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
DEO 1,88 1,52 1,7
MISIR HAM TEDB TEDB TEDB
NOTRALIZASYON TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
DEO 1,34 1,46 1,4

* TEDB: Tespit edilebilir deger bulunamadi.(<0,025 mg/kg)

Tohum Yaglari

2
o
5]
L 15
= w1
22
% _ NPT
o E M Rafine misirozl yagi
) :'&" 1 -
% 2 H Rafine aycgicek yagl
o 2
o w35 -
=
m

0 .

Sekil 4.9 Rafine tohum yaglarinda toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktari.

Aycicek yagi ve misirozii yagi rafinasyon basamaklari incelendiginde ham
yag, notralizasyon sonrasi ve agartma sonrasi yaglarda tespit edilebilir diizeyde
toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri bulunmazken, deodorizasyon islemi
sonrasi ay¢icek yaginda 1,7 mg/kg, misirdzii yaginda ise 1,4 mg/kg diizeyinde
tespit edilmistir. Bulgulardan, rafinasyon kademelerinden deodorizasyon
isleminin, ham tohum yaglarinda toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri

olusumu tizerine etkisi oldugu goriilmektedir.
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4.3 Lampante Zeytinyaglarina Uygulanan Rafinasyon Islem
Kademelerinin 3-MCPD ve Glisidol Esterleri Miktar
Uzerine Etkileri

Zeytinyaginda rafinasyon basamaklarinin 3-MCPD ve glisidol esterleri
miktar1 iizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla fiziksel rafinasyon yapan iki
isletmeden 6’sar farkli parti zeytinyagi 6rnegi lampante yag, agartma sonrasi ve
rafinasyon sonrasi temin edilerek, 36 adet 6rnek incelemeye alinmistir. Ayrica C
isletmesinden sofralik olarak tiiketilemeyen salamura zeytinlerden elde edilmis 2
adeet rafine zeytinyagi 6rneginde de toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri

miktar1 arastirilmastir.

Calisma sonucunda; tiim lampante yag ve agartma sonrasi yag orneklerinde
toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktari tespit edilebilir diizeyin de
altinda bulunmustur (n:24). Tiim zeytinyagir Orneklerinde rafinasyon sonrasi
toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktar1 ise 0,24-18,48 mg/kg (n:14)

diizeyinde belirlenmistir.

Lampante zeytinyag1 ve rafine zeytinyagina ait bulgular literatiir ile
benzerlik gostermektedir. Ancak sofralik zeytinden elde edilen lampante
zeytinyagimin rafinasyonu sonucu elde edilen yaglarda yapilmis bir calismaya

rastlanmamustir.

Isletmelerin rafinasyon kosullari incelendiginde C isletmesinde fiziksel
rafinasyon isleminin; 230-240 °C’ de 2-4 mbar vakum altinda ve yaklasik 2,5-3
saat slireyle uygulandig1 goriilmektedir. Kullanilan su buhari, acik buhar olarak
ince kilcal damar seklinde buhar sirkiilatorii yardimiyla yagin igerisine
verilmektedir. Su buhart iretiminde osmoz filtrelerden elde edilen su

kullanilmaktadir.

C isletmesi rafinasyon basamaklarindan alinan 6 farkli parti yag 6rnegi ile
salamura zeytinlerden elde edilmis iki rafine zeytinyagi 6rnegine ait serbest yag
asitligi ile toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri degerleri Cizelge 4.8°de
verilmigtir. Rafine zeytinyaglarma ait toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol
esterleri degerleri Sekil 4.10” da goriilmektedir.
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Cizelge 4.8 C isletmesi zeytinyag1 orneklerine ait toplam 3-MCPD esterleri
ve glisidol esterleri miktar1 (mg/kg).

Toplam 3-MCPD Esterleri ve
Glisidol Esterleri Miktar1 (mg/kg)
ORNEK KODU
. 1. Tekerriir 2 .| Ortalama
C isletmesi Zeytin Yag Tekerriir
PARTI/CESIT KADEME
PARTII HAM TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
RAFINE 2,61 3,19 2,90
PARTI2 HAM TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
RAFINE 3,98 3,16 3,57
PARTI3 HAM TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
RAFINE 2,17 3,07 2,62
PARTI 4 HAM TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
RAFINE 2,05 1,79 1,92
PARTI 5 HAM TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
RAFINE 2,64 2,00 2,32
PARTI 6 HAM TEDB TEDB TEDB
AGARTMA TEDB TEDB TEDB
RAFINE 1,10 0,98 1,04
SALAMURA RAFINE 20,02 16,94 18,48
PC2(HYP)88 RAFINE 5,37 4,89 513

Rafine Zeytinyagi (C isletmesi)
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Sekil 4.10 C isletmesi rafine zeytinyaglarina ait 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
degerleri.
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C isletmesinde rafine edilen zeytinyaglarinda toplam 3-MCPD esterleri ve
glisidol esterlerinin  1,04-18,48 mg/kg diizeyinde bulundugu belirlenmistir.
Ormnekler arasinda bulunan ve salamura zeytinden elde edilen lampante
zeytinyaglarinin rafine edilmesiyle lretilen rafine zeytinyaglarinda toplam 3-
MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktar1 5,13 mg/kg ve 18,48 mg/kg olarak
bulunmustur. Bu farklihgin salamura suyunda bulunan Cl iyonlarindan
kaynaklandig1 diistiniilmktedir.

D isletmesinde fiziksel rafinasyon islemi; 208 °C’ de 0,67 mbar vakum
altinda ve yaklasik 1 saat siireyle uygulanmaktadir. Su buhar1 debisi yaklagik 60
kg/saat’ dir. D igletmesi rafinasyon basamaklarindan alinan 6 farkli parti yag
Ornegine ait serbest yag asitligi ile toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
degerleri Cizelge 4.9°de verilmistir. D isletmesine ait rafine zeytinyaglarina ait 3-
MCPD ve glisidol esterleri degerleri Sekil 4.11° de yer almaktadir.

Cizelge 4.9 D isletmesi zeytinyagi 6rneklerine ait 3-MCPD ve glisidol esterleri
miktar1 (mg/kg).

Toplam 3-MCPD Esterleri ve
Glisidol Esterleri Miktar1
ORNEK KODU (mg/kg)
. L .. 2. . Ortalama
D Isletmesi Zeytin Yag Tekerriir | Tekerriir

PARTI/CESIT | KADEME

PARTI 1 HAM TEDB TEDB TEDB

AGARTMA TEDB TEDB TEDB

RAFINE 0,32 0,36 0,34

PARTI 2 HAM TEDB TEDB TEDB

AGARTMA TEDB TEDB TEDB

RAFINE 0,332 0,32 0,32

PARTI 3 HAM TEDB TEDB TEDB

AGARTMA TEDB TEDB TEDB

RAFINE 0,3 0,31 0,31

PARTI 4 HAM TEDB TEDB TEDB

AGARTMA TEDB TEDB TEDB

RAFINE 0,26 0,28 0,27

PARTI 5 HAM TEDB TEDB TEDB

AGARTMA TEDB TEDB TEDB

RAFINE 0,36 0,30 0,33

PARTI 6 HAM TEDB TEDB TEDB

AGARTMA TEDB TEDB TEDB

RAFINE 0,24 0,24 0,24
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-~ Rafine Zeytinyagi (D Isletmesi)
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Sekil 4.11 D isletmesi rafine zeytinyaglarina ait 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
degerleri.

D isletmesinde elde edilen rafine zeytinyaglarinda 3-MCPD ve glisidol
esterleri miktar1 0,24-0,34 mg/kg diizeyinde bulunmustur.

C ve D isletmelerinden alinan 6rneklere ait 3-MCPD ve glisidol esterleri
miktarlar karsilastirildiginda; C isletmesinde rafine edilen zeytinyaglarinda 1,04-
18,48 mg/kg diizeyinde 3-MCPD ve glisidol esterlerinin olustugu, D isletmesinde
ise bu degerin 0,24-0,34 mg/kg diizeyinde oldugu saptanmistir. Bu farkliligin,
lampante zeytinyaglarinin bilesimlerinden ve/veya deodorizasyon kosullarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Zeytinyaglarinda rafinasyon kademelerinin etkisi incelendiginde lampante
yag, agartma sonrasi yaglarda tespit edilebilir diizeyde toplam 3-MCPD esterleri
ve glisidol esterleri bulunmazken, deodorizasyon islemi sonrasi zeytinyaglarinda
0,24- 18,48 mg/kg diizeyinde tespit edilmistir. Bulgulardan, rafinasyon
kademelerinden deodorizasyon isleminin, zeytinyaglarinda toplam 3-MCPD

esterleri ve glisidol esterleri olusumu iizerine etkisi oldugu gortilmektedir.

Cizelge 4.10 D isletmesinde farkli zeytinyaglarinin serbest yag asitlikleri ile
3-MCPD igerikleri arasindaki iliskiyi gosteren ANOVA tablosu.
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Kaynak Ortalamalarin Onem
Kareler Toplami SD Karesi F-Degeri Derecesi

Corrected Model 216.500% 5 43.300 43.300 .000

Kesisim 16380.500 1 16380.500 16380.500 .000

Ornekler 216.500 5 43.300 43.300 .000

Hata 12.000 12 1.000

Toplam 16609.000 18

Duzeltilmis 228.500 17

Toplam

Lampante zeytinyaglarinin serbest yag asitligi miktarinin, rafinasyon sonrast
3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktar1 grafigi Sekil 4.12°de verilmistir.
Cizelge 4.10 incelendiginde, lampante zeytinyaglarinin serbest yag asidi igerikleri
ile deodorizasyon sonucunda belirlenen 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
miktarlar1  arasindaki  korelasyonun istatistiksel olarak Onemli oldugu
belirlenmistir  (P<0,05 ve R2=0,9605). Bu durumun; serbest yag asidi
miktarindaki artisin ham yagda bulunan mono ve digliserit miktarini arttirmasi ve
bu maddelerin de 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumunda ara iiriin
olarak islev gormelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica serbest yag
asitligi degerinin %4’den az oldugu lampante yaglarinda rafinasyon sonucu
olusan 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktarlarinin, %4’den fazla olan

zeytinyaglarina kiyasla 6nemli dl¢tide diisiik oldugu bulgulanmastir.

4
E;
353 y= 0,92609><— 2,6249
2E /.R/—.-eﬁﬁ
O c2 &
T
> 2
5% o5
gz
E. = 0 T T T ]
m
g 2 3 4 5 6
w
Serbest Yag Asitligi (% oleik asit)

Sekil 4.12 Serbest yag asitligine gore 3-MCPD ve glisidol esterleri miktarindaki degisim.
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5. SONUC

Palm yag1, tohum yaglar1 ve zeytinyaginda rafinasyon islem kademelerinin
3-MCPD ve glisidol esterleri olusumu {izerine etkisini belirlemek amaciyla

planlanan ¢alismada asagidaki sonuglar elde edilmistir.

v' 3-MCPD ve glisidol esterleri miktarinin rafine palm yaglarinda 1,42-4,29
mg/kg arasinda, rafine aygigek yaginda 1,7 mg/kg, rafine misir yaginda
1,4 mg/kg, rafine zeytinyaglarinda 0,24-18,48 mg/kg araliginda oldugu

bulgulanmaistir.

v Rafine palm yagi, aygigegi yagi, musirozii yagi ve zeytinyaglarinda
bulgulanan toplam 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri degerleri, daha

once yapilmis calismalarda elde edilen bulgular1 desteklemektedir.

v' RBD palm olein ve palm stearin yaginda rafinasyon basamaklarinin 3-
MCPD esterleri ve glisidol esterleri miktar1 {izerinde etkisi oldugu

sOylenebilmektedir.

v" Ham tohum yaglarinda; ham yag, nétralizasyon sonrasi ve agartma sonrasi
yaglarda tespit edilebilir diizeyde 3-MCPD esterleri ve glisidol esterleri
bulunmazken, rafinasyon kademelerinden deodorizasyon isleminin 3-
MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumu iizerine etkisi oldugu
goriilmektedir.

v Lampante zeytinyaglarinin rafinasyonu sirasinda deodorizasyonun 3-
MCPD esterleri ve glisidol esterleri olusumunda etkili oldugu ve diger

rafinasyon basamaklarinin etkisinin olmadig1 ortaya konmustur.

v Lampante zeytinyaginin serbest yag asitligi degerinin 3-MCPD ve glisidol
esterleri olusumunda etkili oldugu goriilmektedir. Bu sebeple rafine
edilecek lampante zeytinyagi kalitesinin 3- MCPD ve esterlerinin

olusumunda etkili oldugu sdylenebilir.

v Ayrica salamura zeytinlerden elde edilen yaglardan iiretilen rafine
zeytinyaginda 3-MCPD ve glisidol esterleri miktarinin 18,48 mg/kg gibi
yiilksek seviyede bulunmasmin salamuradan kaynaklanan tuz ile

islenmesinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
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v Zeytinyag: rafinasyonu sonucunda olusan 3-MCPD ve glisidol esterleri
miktarlarinin isletmelere gore farkliliklar gosterebilecegi bulgulanmustir.
Bu farkin lampante zeytinyaginin bilesimi ve/veya deodorizasyon

kosullarindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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