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Bu tez caligmasi kapsaminda 1sil islemin homojenizasyondan once ya da sonra
yapilmasinin yag globiil boyutu ve yiizey yiiklerine etkisi oldugu ve buna bagl olarak
da yaglarin sindirim ve emilim etkinliklerinin degisebilecegi ongoriisii test edilmistir.
Bu amagla; in vitro gastrik sindirim ¢alismalar1 pH 2 ve 6’da yiiriitiilmiistiir. Calisma iki
asamali olarak yuritilmiigtiir. Birinci asamada siit yaginin sindirim ve emilim
etkinliginin homojenizasyon basincina ve 1s1l islemin homojenizasyondan 6nce ya da
sonra uygulanmasina bagl olarak degisimi arastirilmustir. Ikinci asamada ise evapore ve
instant ¢oziiniir siittozu formunda iiretilen homojenize siitlerde lipid sindirim etkinligi
degisimleri takip edilmistir. Siit lipidleri ve proteinlerinin birlikte bulunduklari
sistemlerde siit yaginin gastrik ve pankreatik sindirim ve hiicre emilim diizeylerinin
daha diisiik oldugu belirlenmistir. %65 yagli kremanin 1s1l islem 6ncesi ya da sonrasi
homojenizasyonu sonucunda siit yaginin sindirim ve emilim etkinligi bakimindan
ornekler arasinda belirgin farklilik tespit edilmemistir. Benzer sekilde; %65 yagh
kremanin homojenize edildikten sonra 1sil islem gormesi ve ardindan da yagsiz
pastorize siit ile karigtirilmasi sonunda da yag sindirim etkinligi agisindan farklilik tespit
edilmemistir. Homojenizasyon basincinin artmasi ile birlikte yag globiil boyutu azalmis
ve zeta potansiyellerinde de diisme kaydedilmistir. Ayrica, tiim Ornek gruplarinda
pankreatik sindirim agamasinda lipid sindiriminin gastrik sindirim agamasina oranla
daha yiiksek gergeklestigi ve pH 6°’da gerceklesen gastrik sindirimin pH 2’ye oranla
daha etkin oldugu ancak yaglarin hiicre emilim diizeyinin sindirim pH’sindan
etkilenmedigi belirlenmistir. Evapore edilmis siit Orneklerinde siit yagi sindirim
etkinliginin rekonstitliiye edilmis instant yaglh siittozu 6rneklerine oranla daha ytliksek
oldugu bulunmustur.
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This study aimed to investigate the potential roles of homogenization and heat
treatment, on in vitro digestion and absorption efficiency of milk lipids. For this purpose
in vitro gastric digestion and absorbtion studies were achieved at pH 2 or 6. The trial
was run at two successive stages. In the first trial, the effects of homogenization
pressure and homogenization sequence (prior to or after heat treatment) on the lipid
digestion and absorption capacity were investigated. In the second stage, lipid digestion
levels were monitored in evaporated or reconstituted milk samples. When heat treatment
was applied in the presence of lipids and proteins, the lipid digestion efficiency was
lower than the digestion level of 65% milk fat which was digested alone. This situation
was thought to stem from adsorption of caseins onto newly formed small fat globules
and/or physical interactions between serum proteins/casein complexes with milk fat
globule membrane proteins through disulfide bridges. Both protein-lipid interactions
may have hindered the human gastric and pancreatic lipases to contact with lipid
droplets and hence decceletated the lipid digestion. With the increase in homogenization
pressure, the size and surface charges of the fat globules decreased. Additionally, in all
experimental samples, the lipids were digested in the pancreatic digestion stage far more
than gastric digestion step. In vitro gastric digestion at pH 6 yielded more lipid
hydrolysis materials than that of pH 2. However, absorption of free fatty acids was not
affected from gastric digestion pH.
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1. GIRIS

Enteral (agizdan ve/veya gastrik ve/veya barsaktan) beslenme, 6zellikle agizdan kati
beslenme sorunu olan bireylerde ve/veya cesitli nedenlerle yeterince besin alamayan ve
ek besin katkisina ihtiya¢ duyan hastalarda oral, gastrik veya enteral sivi besin
tirlinlerinin uygulanmasidir. Enteral beslenme iiriinlerinin; basta yenidogan ve infant
beslenmesi olmak {iizere, yetiskinlerin metabolik sorunlarinin tedavisinde, cerrahi
operasyon sonrasi 0zel beslenme siireglerinde, onkolojik hastaliklarda, pankreatik ve
Intestinal yetersizlikler gibi sindirim sistemi bozukluklarinda ve noérolojik hastaliklarda,
yash beslenmelerinde gida takviyesi olarak kullanimi ¢ok yaygindir. Ulkemizde tibbi
endikasyonlu sivi ve kat1 formdaki enteral beslenme iiriinlerinin ¢ok yaygin kullanimi

olmasina ragmen tamamina yakini ithal edilmektedir.

Siit yagi; insan siiti ve devam siitii formiilasyonlarinin enerji igeriklerinin biiyiik
boliimiini karsilamaktadir. Etkin bir siit yagi absorbsiyonu, sadece enerji gereksinimini
karsilamak icin degil aym1 zamanda yenidoganlarin optimal gelisimi i¢in de Onem
tasimaktadir. Her ne kadar, yenidoganlarda (prematiire veya normal dogum agirligina
sahip bebeklerde) viicut agirligi bagina yag alimi yetiskinlere oranla ¢ok daha yiiksek
olsa da yagin sindiriminde énemli role sahip insan pankreatik lipaz1 (Human Pancreatic
Lipase; HPL) ve safra tuzlar1 konsantrasyonu ile yag absorbsiyon seviyesi
yetiskinlerden daha diisiiktiir. Bu durum 6zellikle yag malabsorbsiyonunun daha yaygin
oldugu prematiire bebeklerde belirgindir. Benzer bir durum, pankreatik lipaz
yetersizligine ve/veya pankreatitis hastaligina sahip yetiskin bireyler icin de gecerlidir.
Dolayisiyla, basta prematiire bebekler olmak iizere infant beslenmesinde kullanilan
devam siitlerinde ve yetigkinler i¢in 6zel amagl siit bazli diyet soliisyonlarinda yag
sindirimi ve emilimini tesvik edecek teknolojik iiretim stratejilerinin gelistirilmesi
gerekmektedir. Giliniimilize kadar, siit lipid sindirim mekanizmasmin anlasilmasina
yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmis ve bircok model onerilmistir (Berton vd. 2012,
Ye vd. 2016ab, Argov vd. 2008a). Buna karsin, kompleks gida sistemlerinde (ger¢ek
zamanli gida iiretimlerinde) siit yagi emiilsiyon yapisinin optimizasyonuna bagli bir
sindirim etkinligi ¢aligmasi bilindigi kadariyla bulunmamaktadir. Infant beslenmesine
yonelik patent ¢aligmalarmin agirhikli kismi siit yagi ikameleri (bitkisel yag vs. ile),

esansiyel yag asitlerinin, amino asitlerin ve/veya vitamin ve minerallerin degisik



formlarda siite ilavesi ve emiilsifiyer katimi ile sinirlidir (Hofman vd. 2010, Jandacek ve
Volpenhein 1985). Siit yaginin sindirimi ve metabolizmasinda etkili faktdrler molekiiler
diizeyde in vivo ve in vitro ¢alismalarda ortaya konulmustur (Berton vd. 2012). Ancak,
bu bilgiler esas alinarak o6zellikle infant beslenmesinde kullanilan devam siitlerinin
ve/veya yetigkinlerin beslenmesinde takviye edici siit bazli 6zel sivi ve toz
formiilasyonlarinin iiretim modellerinin modifikasyonuna yonelik bir bilgi bilgimiz

dahilinde literatiirde yer almamaktadir.

Tez calismasi kapsaminda infant beslenmesinde anne siitii ile beraber ve/veya anne siitii
alim1 kesildikten sonra siklikla yararlanilan devam siitii formiilasyonlari ile yetiskinlerin
beslenmesinde siit bazli 6zel diyet amach takviye edici sivi ve/veya toz
formiilasyonlarin iiretiminde kullanilan siitlerin yaglarmin sindirim etkinligi iizerine
homojenizasyon ve 1s1l islem gibi teknolojik uygulamalarin etkileri aragtirilmis ve elde
edilen bulgular dogrultusunda secilen teknolojik iiretim parametreleri kullanilarak

evapore konsantre siit ve instant yagl siittozu tiretimleri gerceklestirilmistir.

Siit yaginin, homojenizasyon ve ardindan 1s1l isleme tabi tutulmasi durumunda boyut
kiictilmesine ugrayan lipidlerin etrafi siit proteinleri (6zellikle kazeinler) ile kismen ya
da biitiiniiyle kaplanmaktadir. Proteinlerin lipid damlaciklar1 iizerine adsorbsiyonu
ve/veya lipid-protein interaksiyonu temeline dayali bu yapinin insan pankreatik lipazi
(Human Pancreatic Lipase-HPL)’nin lipid {izerindeki etkinligini simirladig
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla, tez ¢aligmasi kapsaminda lipid sindirim etkinligi
arttirilmis siit bazli bir beslenme soliisyonunun gelistirilmesinin ilk asamasi olarak 1s1l
islem-homojenizasyon uygulama kosullarimin lipid sindirimi ve emilimi {izerine
etkilerinin belirlenmesi planlanmigtir. Tez c¢alismasi; homojenize yag globiil
boyutundaki azalma ile birlikte olusan protein-lipid kompleksinin yag sindirim ve

emilim etkinligini degistirecegi hipotezini test etmeyi amaglamistir.

Tez galigmasi iki asamali olarak planlanmistir. Birinci asamada, siit ve kremanin gastrik
ve pankreatik sindirim etkinlikleri ile hiicre emilim diizeyleri {izerine homojenizasyon
basinct ve homojenizasyonun 1s1l islemden once ya da sonra uygulanmasiin etkileri
degerlendirilmistir. Ayrica; siit proteinlerinin siit yaginin sindirim ve emilim diizeyleri
tizerine olasi etkilerinin belirlenmesi amaciyla %65 yaglh krema ayni basing kosullar

altinda homojenize edilmis ve 80 °C’de 1 dk 1s1l isleme tabi tutulmustur. Homojenize



edilen ve 1s1l islem uygulanan krema ornekleri tek baslarina ve ayr1 olarak 80 °C’de 1

dk 1s1l islem gérmiis yagsiz siit faz1 ile karistirilarak sindirim testine tabi tutulmustur.

Ikinci asamada ise 200 bar basing altinda homojenize edilmis yagli evapore konsantre
stit ile yagli rekonstitiiye instant siittozunda lipid sindirim ve emilim etkinlikleri in vitro
kosullarda degerlendirilmis ve evaporasyon ve sprey kurutma iglemleri sirasinda
sindirim etkinligi kayb1 olup olmadig1 gbzlenmistir. Ayrica, in vitro gastrik sindirim
pH’sinin lipid sindirim ve emilim diizeylerine olasi etkileri de tez kapsaminda

arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 Enteral Beslenme

Hastanede tedavi géren hastalarin %20-40’1 elektrolit ve glukoz/amino asit/lipid i¢eren
stvi-katt formiilasyonlarinin yani1 sira beslenme takviyesine de ihtiya¢c duymaktadir.
Beslenme sorunu olan hastalarda temel besin gereksinimlerini karsilamak amaciyla
oncelikle enteral ve parenteral beslenme {iriinleri kullanilmaktadir. Enteral beslenme-
Ozellikle agizdan konsantre beslenme soliisyonlar: araciligi ile- toplumda ve
hastanelerde tibbi amagli en sik kullanilan beslenme tiiriidiir. Parenteral beslenme ise
beslenme soliisyonlarinin damar yoluyla alimi1 seklinde gerceklesmektedir. Parenteral
beslenme {iriinlerinin uzun donem kullaniminin ¢ok sikintili olmasi, siklikla yan
etkilerinin goriilmesi ve enteral beslenmenin daha fizyolojik olmasi nedeniyle dncelikle
agizdan veya entero/gastrik uygulamalarla enteral beslenme irilinleri tercih
edilmektedir. Enteral beslenme tirlinlerinin basta yenidogan ve infant beslenmesi olmak
lizere, yetiskinlerde metabolik sorunlarin tedavisinde, cerrahi siiresince, onkolojik
hastaliklarda, pankreatik ve intestinal yetersizlikler gibi sindirim sistemi
bozukluklarinda ve norolojik hastaliklarda destekleyici olarak kullanimi ¢ok yaygindir.
Bebek ve yash beslenmesinde enerji ve protein igerigi degistirilmis {iriinler ve mevcut
hastaliga gore 6zel diizenlenmis formiilasyonlar siklikla beslenme takviyesi ve/veya
tibbi endikasyonla kullanilmaktadir (Malone 2005). Bunun yani sira, hastalara enteral
beslenme Tiriinleri ile beraber enteral beslenme iiriiniiniin etkinligini arttirabilmek ve
pankreas hastaliklari, safra kesesi ve safra yolu hastaliklari, karaciger hastaliklar1 gibi
bazi durumlarda pankreas uyarmmini azaltabilmek icin basta lipaz olmak {izere
pankreatik enzim takviyesi kullanim1 da ¢ogu durumda zorunlu hale gelmistir. Preterm
(prematiire dogan) infantlar, kanser hastalari, cerrahi hastalar, norolojik hastalar,
gastrointestinal (GIS) gelisim defektlerinde (yetersizliklerinde) hastanin enerji
ithtiyacinin lipidler araciligr ile karsilanmasinin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir
(Salama vd. 2005). Term (normal dogan) ve preterm infant enteral ve standart agizdan
beslenme formiilasyonlarinin enerji kaynaginin % 40-50’ye yakin kisminin lipidlerden
elde edildigi goriilmektedir (Manson ve Weaver 1997). Bu durum, enteral beslenme
driinlerinin  lipid igeriginin sindirim/emilim  diizenlenmesinin ve etkinliginin

arttirtlmasinin ~ 6nemini  ortaya koymaktadir. Mevecut 6zel amacghi beslenme



formiilasyonlarinin bir béliimiiniin pankreatik enzim takviyesi ile beraber kullanimi s6z
konusudur. Bu durum; ek enzim preparatlarinin kullanimi nedeniyle tedavi maliyet

artisini tetiklemektedir.

Ulkemizde tibbi endikasyonlu sivi ve kat1 formdaki enteral beslenme iiriinlerinin ¢ok
yaygin kullanimi olmasina ragmen tamamina yakini ithal edilmektedir. Tiirkiye’de
saglik harcamalar1 ve ilag pazari bliylikliigli hizla artmaktadir. Ernst ve Young (2011)
arastirmasina gore 2010 yilinda ilag harcamalar1 yaklagik 14.8 milyar TL’ye ulagmigtir
ve tiim diinyada oldugu gibi destekleyici beslenme ve metabolizma tirlinleri bu rakamin
yaklasik %14’iinii olusturmaktadir. 2010 yil1 verilerine gore lilkemizde agirlikli kismi
ithal olmak {izere bebek mama formiilasyonlar1 i¢in yaklasik 40 milyon ABD Dolari,
yetiskin mama formiilasyonlart i¢in ise yaklasik 57 milyon ABD Dolar karsilig
harcama yapilmistir. Bu rakamlara regetesiz satilan mama ve takviye besinler ile
metabolik enzim giderleri dahil degildir. Konu ile ilgili ulasilabilir en yeni istatistiki
veri 2010 yilina ait olup beslenme ve metabolizma iiriinlerinin kiiresel 6l¢ekte genel
degisim egilimi dikkate alindifinda giincel degerlerin daha yiliksek oldugu

distiniilmektedir.
2.2 Siit Yagi

Normal bir diyette toplam kalorinin yer almasi Onerilen lipid miktar1 yildan yila
degismektedir. Bu tanimlama total lipid miktarindan daha ¢ok lipid igerigi ve bunlara
yonelik sinirlamalar seklinde tanimlanmaya baglanmistir. Nitekim 2010 yilinda %25-
30’unun lipidler tarafindan saglanmasi Onerilmekte iken 2015 yilinda alinan yag
igeriginin sature yaglarin azaltilmast ve poli ve monounsature yaglara yonelinmesi
seklinde degismistir (American Heart Association 2019). Esansiyel yag asitleri ve yagda
eriyen vitaminler gibi belirli lipid ve lipid fraksiyonlar1 saglik i¢in gerekli bilesenler
grubundadir. Bununla birlikte; bazi diyet lipidlerin (kolesterol, doymus yaglar, trans-
yaglar vb.) fazla tiiketimi durumunda saglik {zerinde olumsuz etkileri de

bulunabilmektedir (Nettleton vd. 2017, Simopoulos 1999).

Lipidler kimyasal olarak heterojen bir gruptur ve trigliseridler (TG) lipidlerin ana
fraksiyonu konumundadir. Lipid yapisinda TG disinda digliseridler (DG),
monogliserdiler (MG) ve fosfolipidler (PL) de yer almaktadir. Tipik bir TG {i¢ farkli



fiziksel durumda bulunur: kristal, bulk ve ara yiizey (interface). Genel olarak; lipidler
viicut sicakliginda (~37 °C) likit formda yer alirken gida emiilsiyonlarinda kismen ya da
tamamen kristal yapida bulunmaktadir (Olbrich vd. 2002, Ribeiro vd. 2015). Lipidlerin
kompozisyonu, yapisal organizasyonu ve fiziksel durumu lipid sindirimini etkileyen
temel etmenler arasinda yer almaktadir (Zuniga ve Troncoso 2012). Lipidlerin, sulu
cozeltilerde farkli sekillerde kendi iglerinde biraraya gelebilme (self-assembly) 6zelligi
bulunmaktadir (Zuniga ve Troncoso 2012). Bu mezo-faz yapilar mono-tabaka, misel,
ters misel, ¢ift tabaka ve hekzagonal fazlari igerebilmektedir (Zuniga ve Troncoso
2012). Lipidlerin sulu sistemlerdeki davranislari lipid polaritesi, uzunlugu ve agillenmis
yag asitleri ile ¢ift bag varligi gibi parametrelerden etkilenmektedir (Ulrich 2002).
Lipidler siitte yag globulii olarak adlandirilan emiilsiyonlar halinde sentezlenmektedir
ve hem enerji saglayan hem de biyoaktif molekiilleri (esansiyel yag asitleri, yagda-
¢Oziiniir bilesenler vb..) GIS’a tasiyan araclar olarak tanimlanmaktadir (Lopez 2011).
Ozellikle, lipozom olarak da adlandirilan ¢ift tabaka yapilar1 (bilayer) fonksiyonel
bilesenleri baglama ve ilag/etken madde tasiyict Ozellikleri nedeniyle son yillarda

arastirmalara konu olmaktadir (Zuniga ve Troncoso, 2012).

Diyet lipidlerin biyoyarayislilik diizeyi insan beslenmesi agisindan énem tagimaktadir.
Lipidler giinliik diyetimizin temel kalori kaynaklar1 arasinda yer almaktadir (9 kcal/g).
Bununla birlikte; lipid alim1 kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve obezite basta olmak iizere
saglik problemleri ile de iliskilendirilmektedir. Bu nedenle, diyetlerle alinan lipidlerin
gastrointestinal  sistemdeki sindirim/emilim mekanizmasimin anlasilmasi 6nem
tasimaktadir. Genel olarak; kii¢iik boyutlu ve TG igermeyen lipid partikiillerinin saglik
tizerine olumlu etkileri oldugu ileri siiriilmektedir (Argov vd. 2008a). Bu nedenle; yag
globiillerinin boyut dagilimi ve i¢ organizasyonu (self-assembly) fonksiyonel kapasite

acisindan belirleyici etmenler olarak kabul edilmektedir (Argov vd. 2008b).
2.3 Siit Yagimin Sindirim Mekanizmasi

Yag iceren gidalarin kompozisyonu, yapist ve Ozellikleri sindirim sirasinda degisime
ugramaktadir. Lipidlerin sindirim sirasi/sonrast bolustaki yapis1 ve ozellikleri, o lipidin
gida matriksi igerisindeki kompozisyonu ve fiziksel pozisyonu ile yakindan iligkilidir.
Bununla birlikte; lipidlerin gida igerisindeki pozisyonu ne olursa olsun, sindirim sonrasi

emiilsiyon halini almaktadir (Lundin vd. 2008). Ozellikle, yaglarin ara yiizey dzellikleri



lipid sindirimini etkileyen en 6nemli faktorler arasindadir ve bu ara yiizey yapilari lipid
damlaciklarinin boyutu, yapist ve bu damlaciklart olusturan TG’lerin molekiiler yapisi
ile iliskilidir (Armand vd., 1999). Bunun yaninda; sindirim siiresi ve gidanin agizda
cignenme intensitesi de sindirim etkinligi iizerinde belirleyici faktorlerdir (Zuniga ve

Troncoso 2012).

Ozellikle siit ve siit iiriinlerinin sindirim siirecinin farkli yas ve kosullara gore
degerlendirilmesi, kullanicinin fizyolojik yas ve patolojik durumunun varyansi
nedeniyle farkli deneysel modellerde gerceklestirilerek degerlendirilmelidir. Hatta bu
sindirim stireci farkli gida matrikslerinde de farklilik gdsterebilmektedir (Sams vd.

2016, Calvo-Lerma vd. 2018, Brodkorb vd. 2019).

Yetigskin bireylerde diyet lipidlerin sindirimi agizda lingual lipaz (LL) tarafindan
gergeklestirilen kismi hidrolizasyon ile baslamaktadir. Emiilsifiye yaglar gida igerisinde
yer alabildigi gibi agizda sindirim siirecinde olusan parcalanma ve proteinler ile
interaksiyon sonunda da emiilsifikasyon olusabilir (Hernell vd. 1990). Agizda sindirim
sirasinda yaglarin fiziko-kimyasal ve yapisal degisimleri konusunda smirli bir bilgi

birikimi mevcuttur (Malone vd. 2003, Vingerhoeds vd. 2005).

Bir gida agizda ilk sindirime tabi tutulduktan sonra hizla dsefagustan gecerek mideye
ulasir ve midede gastrik enzimler, mineraller ve degisik yiizey aktif bilesenleri
barindiran asidik sindirim sivist ile karigir. Bu sirada; gida, mide hareketinin yarattigi
mekanik etkiye maruz kalir. Mideden protein ve lipid sindirimine etki eden farklh
enzim, iyon ve molekiiller salinmaktadir. Bu enzimlerin aktiviteleri, mide sindirimin
kosullar1 farkli yas ve donemlerdeki fizyolojik ve patolojik kosullarda
farklilasabilmektedir. O nedenle klasik bilgilerde yer alan sabit say1 ve verilerin yerini

mevcut durumu tarif eden genis aralikli ve sapmali veriler almistir.

Lipidlerin gastrik sindirim sirasinda gida matriksi tamamen parcalanmakta, lipid
kiirecikleri (damlaciklari) ayrismakta ve lipid fazin yilizeyine yiizey aktif maddelerin
(protein vb..) adsorbsiyonu/desorbsiyonu nedeniyle lipidlerin araylizey kompozisyonu
degismektedir. Invazif olmayan Magnetik Resonans Imaging (non-invasive MRI) insan
caligmalar1 asidik gastrik ortamda emiilsiyon stabilitesinin emiilsifiyer ajan

modifikasyonlar1 araciligr ile degistirilebildigini gostermistir (Marcioni vd. 2004).



Emiilsifiye TG’nin DG, MG ve serbest yag asitlerine etkin bir sekilde hidrolize
olabilmesi i¢in gastrik lipazin (Human Gastric Lipase; HGL) yag kiireciklerinin
yilizeyine ulasabilmesi zorunludur. Genel olarak; yag asitlerinin tiiriine bagli olarak
Ozellikle yenidogan doneminde % 5-40’u gastrik sindirim evresinde serbest forma
gecebilecegine dair yayinlar mevcuttur. HGL; pH 2-7 arasinda aktif olabilmektedir,
optimum ¢aligma Ph 4-5.5 arasinda degismektedir. HGL; pankreas ve safra tuzlarinin
sindirime hazirlanmasin1  saglayabilmek i¢in mideden duodenuma gecisi de
yavaslatmaktadir. Siitiin memelilerde temel besin olmasi nedeniyle siitiin sindirimi de
yenidogan ve bebeklerde maksimum sindirilebilirlige gore dogal olarak tasarlanmistir.
HGL ve diger pankreatik lipaz ve iligkili proteinlerin siitiin sindirimine katilimi
yenidogan ve erken bebeklik doneminde daha belirginken yasla beraber azalmaktadir.
HGL; ¢ogu medikal kaynakta yetiskin sindiriminde katilimin ¢ok az olmasi nedeniyle
fizyolojik kosullarda gozardi edildigi durumlar olmakta, pankreatik yetersizlik, cerrahi
stire¢c gibi pankreatik sindirimin yetersiz oldugu durumlarda lingual lipaz ile beraber
etkinligini arttirmaya yonelik durumlar olabilmektedir (Armand et al. 1996; Armand
2007; Phan and Tso 2001, Sams et al. 2016, Amara et al 2019).

Gastrik sindirim sonrast kimus icerisindeki emiilsifiye lipidler mideden duodenuma
gecer. Kismi olarak hidrolize olmus lipidler duodenumda sodyum bikarbonat, safra
tuzlart (BSs), PL ve enzimler ile karisir. Ekzokrin pankreas sekresyonu; mideden gelen
Kimusun ileri sindirimini arttirmak ve kolaylastirmak, ayrica mideden asidik gelen
stvidan sindirim kanalint koruma fonksiyonu igerir. Pankreatik salgi igerigi pH 8
civarindadir ve plazma ile izotoniktir. Salg: igerisinde tiim besin dgelerinin sindirimi
icin gerekli hem onciil (pro- form) hem de aktif enzimler bulunur. Noétralizasyon HCO3
ile gerceklesir ve salgi igindeki HCO3  konsantrasyonu, plazma konsantrasyonunun
yaklasik 5 katidir. Yiksek proteolitik, lipolitik ve amilaz aktivitesine sahip olan
pankreas salgisi insan viicudunda endojen inhibitor sistemleri ile inaktive edilerek doku

hasar1 engellenir. (Yazihan ve Akcil 2016; Bauer vd. 2005).

BSs ve PL ylizey aktif maddelerdir ve yag kiireciklerinin yiizeyine adsorbe olarak lipid
emiilsifikasyonunu kolaylastirmaktadir (Porter vd. 2007, Hernell vd. 1990, Singh vd.
2009). BSs ve pankreatik sivinin ortak etkisi ile luminal lipid emiilsiyonunun

fizikokimyasal formunda degisimler meydana gelmektedir. Bu sirada kimus ince



bagirsakta fiziksel bir ¢alkalanmaya maruz kalir ve emilsifikasyon kapasitesi artar.
Lipid hidrolizasyonu ince bagirsak boyunca pankreastan gelen HPL aktivitesi ile devam
eder (Armand 2007). Sindirim sirasinda, katalitik etkinin bagslayabilmesi i¢in HPL’ nin
TG-su arayiizeyine adsorbsiyonu kritik Oneme sahiptir. Arayiizeyin biyokimyasal
kompozisyonu ve fiziksel yapilanmasi (quality of interface) lipazin araylizeye
adsorbsiyonunu ve dolayisiyla lipid sindirimini etkileyen temel faktorlerdir (Berton vd.
2012). Yapay emiilsiyon kullanilarak gergeklestirilen in vivo ve in vitro calismalar
sonucunda yag globiillerinin boyutu, TG’ nin fiziko-kimyasal 6zellikleri ve arayiizey
kompozisyonu ve organizasyonu gibi karakteristiklerin diyet lipidlerin GIS’ta
sindirimini kontrol ettigi ortaya konulmustur (Brockman 2000, Golding ve Woster
2010, Mun vd. 2007, Singh vd. 2009). Homojenize siit lipidlerinin sindirim
mekanizmasinda safra tuzlari1 ve kolipaz (colipase) kritik rollere sahiptir. Safra tuzlari
homojenizasyon sonucunda olusan yeni TG-su arayiizeyini kaplamakta ve TG-Su
arayiizeyine adsorbe olan molekiiller ile (proteinler, polar lipidler) yer degistirme
reaksiyonuna girmektedir (Berton vd. 2012). Kolipaz hem HPL’nin C-terminal
domainine hem de safra tuzlarina baglanarak kompleks olusturmakta ve bu mekanizma
tizerinden safra tuzlari ile kapli globiil ylizeyine HPL’nin baglanmasini kolaylastirici rol
oynamaktadir. HPL/kolipaz kompleksinin etkin bir sekilde lipid kiireciklerinin yiizeyine
baglanabilmesi icin lipid kiireciklerinin yiizeyinde bagli bulunan herhangi bir aktif
bilesenin ortamdan uzaklasmasi gerekmektedir (Jurado vd. 2006). Son 30 yildir yapay
emiilsiyonlar iizerine ¢ok sayida calisma gergeklestirilmesine karsin gida (takviye edici
gidalar dahil) gibi kompleks sistemlerde yer alan diyet lipidlerin sindirim
mekanizmalar1 heniiz net olarak anlasilamamustir. Ozellikle, siit lipidlerinin sindirim
mekanizmasinin  yag globiil boyutu ve arayiizey kompozisyonu temelinde
degerlendirilmesi  siit drlinlerinin  yetigkinler {izerindeki saglik etkilerinin
optimizasyonunun yani sira yenidogan gelisimi agisindan da onem tasimaktadir. Siit
yaginin  yapisi lipoliz yaninda absorbsiyon ve postprandial lipaemia’y1

etkileyebilmektedir (Michalski 2009).

Lipid sindirimi, ince bagirsakta desorbsiyon ve c¢oziinmeyen lipidlerin emilebilir
(absorbe edilebilir) formda dispersiyonu ile devam eder. Sindirilen lipidler (agirlikli
olarak serbest yag asitleri) ince barsak liimeninde safra tuzlar varliginda iki farklh

nanopartikiil formunda ¢6ziiniir. Bu nanopartikiiller, safra tuzu miselleri ve yapraksi



kiirecikler (unilamellar vesicles) yapisindadir. Bu yapilar ince barsagin yiizeyinde yer
alan enterositlerin firga yapili (brush border) membranlar1 aracilif1 ile absorbe edilir

(Germen ve Dillard 2006).

2.4 Siit Isleme Teknolojisi ve Siit Yag Sindirimine Olasi Etkileri

Geleneksel beslenme yaklasiminda siit temel besin elementlerini karsilayan bir arag
olarak goriiliirken, giiniimiize artik saglik lizerinde pozitif etkiler yaratan bilesenleri de
iceren ¢ok-fazli ve ¢ok-bilesenli dinamik bir biyomateryal olarak degerlendirilmektedir.
Bu yap1 sindirim ve emilim sirasinda dinamik bir degisime ugramakta ve bu degisim
etkinligi biiylik ol¢iide siite uygulanan prosesler ile belirlenmektedir. Cig siit insan
tilketimi icin elverisli hale getirilmeden 6nce bir¢ok teknolojik islem basamagindan
gecmektedir (Michalski ve Januel, 2006). Ozellikle, i¢me siitleri (pastorize ve UHT) ve
yogurt gibi siit lirlinlerinin tiretiminde hem teknolojik gerekgeler ile (6rnegin; yogurt
olusumunda jelasyonun tamamlanabilmesi i¢in) hem de gida giivenliginin
saglanabilmesi i¢in (6rnegin; patojenlerin imhasi) 1sil islem uygulamasi zorunlu bir
teknolojik islem basamagidir. Siitiin 70 °C’nin {zerindeki sicakliklarda 1sitilmasi
sonucunda serum proteinlerinde yapisal degisimler meydana gelmektedir (Parris vd.
1991). Serum proteinlerinin sekonder ve tersiyer yapilarini stabilize eden interaksiyon
kuvvetleri (hidrojen baglari, hidrofobik baglar, van der Waals baglar1 vb.) 1s1 etkisi ile
zayiflamakta ve globiiler yap1 dogal niteligini kaybederek denatiire olmaktadir (Qian vd.
2017). Proteinlerin 1s1 denatiirasyonunun diizeyi tamamen sicaklik ve siireye bagimlidir.
Isil islem etkisi ile hem globiiler serum proteinleri kendi aralarinda [6zellikle o-
laktaloumin (a-LA) ile B-laktoglobuln (B-LG) arasinda] hem de B-LG ile k-kazein (k-
CN) arasinda tiyol-disiilfit aradegisim reaksiyonlari temeline dayali interaksiyonlar
meydana gelmektedir (Ozer 2001, Ozer vd. 2002). Ist uygulamas: sirasinda yalnizca
serum proteinlerinin kendi aralarinda ve/veya kazeinler ile interaksiyon meydana
gelmemektedir. Ayn1 zamanda serum proteinleri ile fosfolipidler (Kristensen vd. 1997,
Diaz de Villegas vd. 1987, Papiz vd. 1986), askorbik asit (Puyol vd. 1994) ve lipidler
(Brown 1984) arasinda da fiziksel baglantilar olusmaktadir. Bu interaksiyonlar
icerisinde  Ozellikle kazein/serum proteini  kompleksi-lipid yiizey proteinleri

interaksiyonlar1 siit yaginin enzimatik hidrolizasyon oranini ve dolayisiyla da beslenme
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fizyolojisini etkilemektedir. Ayrica; k-CN, yag globiill membran yiizeyine adsorbe
oldugundan triacilgliserol kayb1 gdzlenmekte ve yag iceriginde kismen azalma meydana

gelebilmektedir (Houlihan vd. 1992, Singh 1993, van Boekel ve Walstra 1995).

Siit yaginin yogunlugu (0.931 g/ml, 20 °C’de) yagsiz siit fazinin yogunlugundan (1.033-
1.036 g/ml, 20 °C’de) daha diisiik oldugundan, zaman igerisinde yag globiillerinin siitiin
yilizeyinde birikmesi s6z konusu olmaktadir (Metin 1999). Bu durum o6zellikle igme
stitlerinin duyusal 6zelliklerini olumsuz etkileyen bir fiziko-kimyasal olay olarak
degerlendirilmektedir. Siit yagmin siitiin ylizeyinde birikmesini engellemek amaciyla
icme siitlerine ve sivi formdaki yagli siit bazli iirlinlere homojenizasyon islemi
uygulanmaktadir. Homojenizasyon islemi, mekanik etki altinda siit yag globiillerinin
boyutlarmin  azaltilmast  prensibine  dayanmaktadir. Homojenizasyon  siitiin
kompozisyonuna etki etmezken, siitiin yapisi ve biyoaktif 6zellikleri {izerinde etkili bir
teknolojik islemdir (Michalski vd. 2006). Siit yag globiillerinin boyutu mevsim,
beslenme, laktasyon dénemi, yas ve 1k gibi gevresel etmenlerden etkilenmekle birlikte
0.2-15 pm arasinda degismektedir ve ortalama globiil ¢ap1 3-4 pm’dir (Michalski vd.
2002a). Siit yag1 ¢ok sayida notral ve polar lipid (gliserofosfolipid ve sfingolipid)
icermektedir ve sivi fazda yag globiil emiilsiyonu olarak yer almaktadir. Yag globiilleri
yapisinda fosfolipid, protein, enzim, kolesterol, glikoprotein vitamin ve diger polar
lipidleri (gliserofosfolipid, sfigolipid vb.) iceren dogal bir biyolojik membran (Milk Fat
Globule Membrane; MFGM) ile kaplhidir (Fong vd. 2007, Keenan ve Patton 1995,
Michalski 2009). Homojenizasyon islemi sonucunda yag globiillerinin boyutu <1 pum’ye
kadar diigmekte ve globiillerin bir araya gelerek kiimelenme yetenekleri zayiflamaktadir
(Wilbey 1992). Homojenizasyon ile birlikte siitte bazi fiziko-kimyasal degisimler
meydana gelmektedir. Ozellikle, yag globiil boyutunda meydana gelen azalmaya paralel
olarak yag/serum ara ylizeyinin boyutu artmaktadir ve olusan yeni ve ¢ok sayida kiigiik
yag globiillerinin etrafi MFGM ile biitlinliyle kaplanmamaktadir (Fox ve Mc Sweeney
1998). Ayrica, boyutlar kiiglilen yag globiillerinin dis yiizeyinde yer alan membran zar1
parcalanmakta ve diger yilizey aktif bilesenler (basta kazeinler) yeni olusan yag
damlaciklarinin etrafina adsorbe olarak yeni bir membran tabakasi meydana
getirmektedir. Cano-Ruiz ve Richter (1997) Homojenizasyon sonrasi toplam

MFGM’nin yalnmizca %10’luk kisminin orijinal MFGM materyali ile kaplandiginm
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bildirmistir. Sindirim sirasinda agiga ¢ikan bazi MFGM bilesenleri ve metabolitleri
potansiyel fonksiyonel bilesenler olarak tanimlanmaktadir (Spitsberg 2005). Eger siit
once homojenize edilip ardindan 1s1l iglem uygulanirsa yag globiiliiniin etrafina adsorbe
olan proteinler agirlikli olarak a-kazein (a-CN) ve k-CN’den olusmaktadir (Zahar ve
Smith 1996). Cogu infant gida formiilasyonlarinda oldugu gibi homojenizasyon
pastorizasyondan sonra gergeklestirilirse serum proteinleri adsorbe olan proteinlerin
yaklagik %5°lik kismini, kaplanan yiizey alaninin ise yaklagik %20’sini olugturmaktir
(Sharma ve Dalgleish 1994).

Homojenizasyonun 1sil islem oncesi (1) ve sonrast (2) uygulanmasi durumunda

meydana gelen degisimler;

(1)  Denatiire serum proteinleri dogal MFGM proteinleri ve misel formundaki
kazeinler ile (ozellikle k-CN ile) interaksiyona girebilir; kazein-serum proteini

kompleksi lipid damlaciklarinin arayiizeyine adsorbe olur,

(2)  Kismen bozulmadan kalan (semi-intact) kazein miselleri ve misel fragmentleri
yag damlaciginin ara yiizeyini kaplar; denatiire serum proteinleri dogal MFGM
proteinlerine ve disiilfid kopriileri iizerinden kovalent baglanti araciligi ile kazeinlere

baglanir (Michalski ve Januel 2006).

Homojenize siitiin sindirimi sirasinda kazein ve yag damlaciklarinin midede es-zamanl
koagiilasyonu gozlenmektedir. Bu reaksiyon homojenize edilmemis siitiin sindirimi
sirasinda olusan reaksiyondan farklilik gostermektedir. Bunun nedeni; homojenize siitte
koagiile olan materyalin son derece ince yapili olmasi ve kazein ile kaplanan lipid
damlaciklarinin gastrik pihtida yer alan kazein matriksi ile interaksiyona girme
egilimine sahip olmasidir (Ye vd. 2016a). Insanlarda kiiciik yag globiillerinin daha
kolay lipolize ugramasina karsin daha yavas metabolize olmas1 gastrik piht1 yapisi
nedeniyle gastrik bosalim siiresinin uzamasi ile iligkilendirilmektedir. Homojenize
edilmis siitlerin sindirimi sirasinda proteinlerin ince bagirsaga (small intestine)

transferinin daha kolay gergeklestigi diistiniilmektedir. Bu noktada; yag globiil

12



boyutunun homojenizasyon islemi ile kiigiiltiilmesi sindirim etkinligi agisindan 6nemli
ancak yeterli degildir. Daha 6nemlisi, homojenizasyon sirasinda olusan kiiciik yag
globiillerinin arayiizey yapilanmasidir. Bu araylizeyin bliyiik Olgiide ylizey aktif
maddelerce kaplanmasi durumunda HPL nin kolipaz-safra tuzlar1 kompleksi araciligi ile
araylizeye adsorbsiyonunun giiclestigi ve sindirim etkinliginin azalabildigi ileri
striilmektedir (Ye vd. 2016b). Kisaca, kiiciik yag globiillerinin daha kolay
sindirilebildigi Ongodriisii biiylik 06lgiide homojenizasyon kosullarina ve araylizey
karakteristiklerine bagimlilik gostermektedir. Bu nedenle, 6zelikle bebek mamasi ve
yetiskinler icin O6zel beslenme amach siit bazli diyet formiilasyonlarinda yag
globiillerinin boyutunu kiigiiltmek amaciyla homojenizasyon uygulanirken TG-su
araylizey yapilanmasmi HPL’nin yiiksek diizeyde aktivite gosterebilmesine olanak
verecek sekilde modifiye etmek ya da bu amaca yonelik teknolojik stratejiler

gelistirmek 6nem tagimaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Ornek Hazirlama

Denemelerde kullanilan taze sagim ¢ig inek siitii Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Déner Sermaye Siit Isletmesi’nden, %65 yagh taze krema ise Atatiirk Orman Ciftligi
Siit Isletmesi’nden saglanmistir. Cig inek siitlerinin bilesim analizleri ile serbest yag
asitleri tayinleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi Boliim
laboratuvarlarinda  gergeklestirilmistir.  Sindirim  etkinligi  ¢alismalar1  Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyopatoloji Bilim Dal1 laboratuarlarinda yiiriitilmiistiir.
Homojenizasyon, 1si1l islem ve evaporasyon uygulamalar1 Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Doner Sermaye Siit Isletmesi, sprey kurutma uygulamalar1 ise ENKA Siit
Isletmesi (Konya) altyapilar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayristirilan siit yaglarmin
partikiil boyutu ve yiizey yiiklerinin dl¢iimii ise Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Kimya Teknolojileri Boliimii laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Ornek
kodlar ¢izelge 3.1’de sunulmustur. Calisma sekil 3.1 ve 3.2’de gosterilen deneme

planina gore yiirlitiilm{istiir.
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Cizelge 3.1 Uriin tanimlar1 ve kodlart

Uriin Kod Isilislem | Homojenizasyon
Cig siit s Yok Yok
Pastorize siit PS Yok Yok
UHT siit UHT Once Sonra
Cig siit (150 bar) CSHiso Sonra Once
Cig siit (200 bar) CSHoo Sonra Once
Pastérize siit (150 bar) PSH;5o Once Sonra
Pastorize siit (200 bar) PSHa00 Once Sonra
%65 yagli krema CKes Yok Yok
%65 yagli ¢ig krema (150 bar) CKHesis0 Sonra Once
%65 yagli ¢ig krema (200 bar) CKHgso00 Sonra Once
%65 yagli pastorize krema (150 bar) | PKHgs/150 Once Sonra
%65 yagli pastorize krema (200 bar) | PKHgs/00 Once Sonra

%65 yagli pastorize krema (150 bar)
ve pastorize siit karigimi

PKHes/1s0 + PS

%65 yagli pastorize krema (200 bar)
ve pastorize siit karigimi

PKHes/o00 + PS

%65 yagl krema 150 veya 200
bar basingta homojenize
edildikten sonra 1s1l isleme tabi
tutulup pastorize yagsiz siit ile
karigtirilmigtir
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Deneme |

Cig siit

T~

Homojenizasyon (65 °C) Tsil Islem (80 °C/ 1 dk)

v v oV

100 bar 150 bar 200 bar

Homaojenizasyon (65 °C)

Isil Islem (80 °C/ 1 dK) 100 bar 150 bar 200 bar

v ¥ v ¥

v ¥

pH 2 pH 6

\ /

pH 7.5’a ayarlama

J

[ peweakdndrmers
J

[ weeees

Sekil 3.1 Deneme plani
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Deneme 11

%65 yagh ¢ig krema
Homojenizasyon (65 °C) Isil Islem (80 °C/1 dk)
v \/
150 bar 200 bar

Homaojenizasyon (65 °C)

v \’

Is1l Islem (80 °C/ 1 dk) 150 bar 200 bar

l
T R

¥
L cmedmbes
¥ ¥
pH 2 pH 6

\ /

pH 7.5’a ayarlama

J
T
J
T

Sekil 3.1 Deneme plan1 (devam)
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Deneme 111

Cig siit
Kr\i’/ma Yagsiz siit
Homojenizasyon (65 °C)
v \%
150 bar 200 bar
Vv
Isil Islem (80 °C/ 1 dk) Isil Islem (80 °C/ 1 dk)

[ 1o lem sonras homoinieheema v o st o harsm
T
l
L cmbddnes
l !

\ pH 7.5’a ayarlama
Sekil 3.1 Deneme plan1 (devam)
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Deneme IV Cig siit

!

Homojenizasyon (200 bar; 65 °C)

Evaporasyon 65 °C, -0.5 kp/cm? Isil Islem (72 °C/ 30 s)
\l/ v

Isil islem (80 °C/ 2 dk) Sprey kurutma (%97 TKM)
\l/ v

Evapore Siit %35 TKM Rekonstitiiye siit (%13 TKM)
\l/ \Z

| BT
l

L nwoskdvmesmbn
\
L cewksnammews ]
v
pH 2 H6

T

pH 7.5’a ayarlama

J
T
J
-

Sekil 3.2 %35 toplam kurumadde (TKM) igerikli evapore siit (EV) ile %13 toplam

kurumaddeli rekonstitiiye siit (RS) iiretimi ve sindirim/emilim prosediirii akis semasi
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3.2 Metot

3.2.1 Bilesim analizleri

Cig siit orneklerinde yag diizeyi Anonim (2002)’ye gore belirlenmistir. pH 6lglimlerinde
bilesik elektrodlu bir dijital pH-metre kullanilmig (20 °C), toplam protein igerigi ise

Gripon vd. (1975) tarafindan 6nerilen mikro-Kjeldahl yontemine gore belirlenmistir.

3.2.2 Siit yag globiillerinin ayristirilmasi ve boyut esash gruplandirma

Cig siitten dogal yag globiillerinin boyut esasina gore ayristirllmasinda baslangicta
Sartocon Slice 200 Capraz Akish kaset tip ultrafiltrasyon ve Sartocon Microfiltration
sistemi kullanilmistir (Sartorius Stedim Biotech AG, Goéttingen, Almanya). Membran

filtrasyon sisteminin teknik spesifikasyonlar1 asagidaki gibidir:

Membran materyali : Polietersiilfon polimer materyal (kaset tip)
Membran gozenek ¢api :2 umve 5 um, 100 kDa, 30 kDa

Efektif filtrasyon yiizey alani 0.7 m?

Giris-¢ikis basinci ve ¢aligsma sicakligi : 1.0-2.0 bar ve 45-50 °C

Calisma sirasinda filtrasyon sisteminde siklikla tikanmalar meydana geldigi i¢in etkin
bir yag ayrimi saglamak amaciyla UF/MF retentat ve permeatin yiizeyinde biriken
yaglar toplanmis (agirlikli olarak biiyiik yag globiilleri iceren kisim) kalan kisim ise 4
°C’de ve 400 x g’de 5, 10, 15 dk ve 3000 x g’de 4 °C’de 80 dakika santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme sonunda siipernatant ve yag fazi ayristirilmis ve elde edilen yaglarda hem
partikiil boyutlar1 hem de yiizey yiik dagilimlari (zeta potansiyelleri, -C-) Olgiilerek

denemeye devam edilecek orneklerin se¢imi gergeklestirilmistir.
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3.2.3 Homojenizasyon uygulamasi

Cig siit yaginin homojenizasyonunda Alfa Laval SHL-25A (Alfa Laval Co., Lund,
Sweden) marka homojenizatér kullanilmistir. Homojenizasyon islemi 65 °C’de ve {i¢

ayr1 basing altinda (100-150-200 bar) gergeklestirilmistir.

3.2.4 Evaporasyon ve sprey kurutma uygulamalari

Konsantre siit iiretimi Anhydro marka evaporator (Danimarka) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Evaporasyon islemi 60-65 °C’de -0.5 kp/cm?® (yaklasik -0.5 bar)
basing altinda yiriitiilmiistiir. Evaporasyon sonunda ulasilmasi hedeflenen kurumadde

diizeyi %35 olarak belirlenmistir. Evaporatre buhar girisi 1.5 atm’de sabit tutulmustur.

Instant toz iiriin gelistirilmesi ¢calismalarinda ise APV Anhydro marka LAB S1 pilot tip
sprey kurutucu (SPX Flow Technology A/S, Soeborg, Danimarka) kullanilmistir.
Evaporasyon yolu ile yaklasik %40 kurumaddeye ayarlanan konsantre iirlin yaklasik
200 atm basing altinda nozzle atomizer ile 200 °C’de kurutma kabinine gonderilmis ve

siklon araciligr ile hava toz karigimi ayristirilmistir. Santrifiij atomizerin doniis hizi

10.000 devir/dakika olarak kullanilmistir.

3.2.5 Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli (--) ol¢ciimii

Globiil boyutu ve damlaciklarin polidispers indeksi dinamik 151k sagilmasi
spektrofotometre cihazi kullanilarak oOl¢iilmiistiir. Zeta potansiyeli ve partikiillerin
hidrodinamik ¢ap1, 25 ©°C'de Zetasizer (ZS Nanoseries Malvern Instruments,
Worcestershire, UK) ile belirlenmistir. Ornekler 0.01 mg/mL diizeyine kadar
seyreltildikten sonra dl¢liimler gergeklestirilmistir. Her bir 6l¢lim, ortalama bir parcacik
boyutu dl¢iimii elde etmek igin 3 kez tekrarlanmustir. Olgiilen partikiillerin kirilma

indisleri Kirilma Indisi veritaban1 web sitesinden elde edilmistir.
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3.2.6 Dogal ve homojenize siit yaglarinin globiil membran protein dagilhmlarinin

belirlenmesi

Dogal ve homojenize siit yagir orneklerinin protein dagilimlart sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) ile belirlenmistir (Ozer, 1997). Ayiric1 ve
yogunlastirict jel konsantrasyonlari sirast ile %12.5 ve %4 olarak uygulanmistir.
Ornekler 200 volt/ 60 mA sabit akim kosullarinda vyiiriitiilmiistiir. Ornekler 1 mg
protein/ 1 mL Ornek sollisyonu olacak sekilde hazirlanmis ve 15 pL hacimde
yiiklenmistir. Jel boyamada Coomassie Blue G250 ve boya ¢ézmede ise metanol (400

mL), asetik asit (100 mL) ve su (500 mL) karisimi kullanilmustir.

3.2.7 Siit lipidlerinin in vitro sindirimi

Gastrik ve pankreatik sindirim in vitro ortamda yapay sindirim sistemi ile
gerceklestirilmistir. Sindirim etkinligi testlerinde Daisy Yapay Sindirim Sistemi

(Ankom Technology, Macedon NY, USA) kullanigmistir.

Calisma iki farkli pH kosulunda yiiriitiilmistir (pH 2 ve 6). pH 2 dozu mide bosken
protein uyarimi sonrasi asit simiilasyonu sonrasinda yetiskin saglikli bireyde mide pH’s1
olarak kabul edilmektedir. pH 6 infantta ve yetiskinde gastrik asidite eksikligi veya

inhibisyonunu simiile etmek iizere se¢ilmistir.

Siit yag globiillerinin sindirimini degerlendirmek amaciyla, gastrik stabilite ve misel
olusumuna giden molekiillerde kullanilan genel prosediir uygulanmistir. Gastrik faz
asamasinda besin-gastrik sivi karisimma 1 M HCL (Sigma Aldrich, ABD) ve 30 1U/mL
pepsin (Merck, Almanya) eklenerek hazirlanan ornekler yapay sindirim cihazinda
37°C’de 1,5 saat siireyle pH 2’de ve pH 6°da calkalanarak bekletilmistir (Minekus ve
ark., 2014).

Pankreatik faz1 degerlendirmek i¢in gastrik sindirim simiilasyonu ile sindirime ugramis
orneklere pankreatin (Sigma Aldrich, ABD), NaHCO3 (Sigma Aldrich, ABD), 39 mM
K2HPO4 (Sigma Aldrich, ABD), 150 mM NacCl (Sigma Aldrich, ABD), 30 mM CaCl2
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(Sigma Aldrich, ABD), pankreatik enzim karigimi 1000 [U/mg (150 mg pankreatine
esdeger 8000 IU Amilaz 10000 IU Lipaz ve 600 IU Proteaz karisimindan uygun doz
hesaplamasi yapilarak kullanmilmistir), safra ekstrakti (Sigma Aldrich, ABD) (5.0
mg/mL) eklenmis ve pH 7.5-8.0 araliginda 37 0C’de 2 saat siire ile inkiibe edilmistir.

Misel formasyonu olusumunu degerlendirmek iizere 4 °C’de 35 dk 165.000 g’de
ultrasantrifiij yapilarak akoz faz ayrilmis ve 0.22 pum filtreden gecirilerek 6rnekler

toplanmustir (Failla ve Chitchumronchokchai, 2005, Guinot vd. 2019).

3.2.8 Siit lipidlerinin ince barsak emilim simiilasyonu

Yapay sindirim modelinde gastrik ve pankreatik sindirim son iriinleri; enzimatik
sindirimin sonlandirilmasi i¢in kullanilan enzim preparatlarinin inhibitorleri kullanilarak
enterokinaz aktivitesi (+) olan insan kolon epitel hiicrelerinde sindirim ve emilim

calismalar1 gerceklestirilmistir.

Hiicre kultiirt calismalari

Calismada insan kolon epitelyum hiicresi Caco-2 hiicre dizisi kullanilmistir. Hiicreler
%10 Fatal Bovine Serum (FBS), 100 pug/ml streptomisin, 100 U/ml penisilin ve 2 mM
L-Glutamik asit iceren DMEM besi yeri i¢inde kiiltiire edilmistir. Kiiltiir steril kosullar
altinda 37 °C’de, %5 CO, ihtiva eden etlivlerde gerceklestirilmistir. Hiicre
proliferasyonlarinin  degerlendirilmesi 96 kuyulu plaklarda, farkli molekiillerin
sentezlenme diizeylerinin analiz edilecegi Kkiiltiirler ise 6 kuyulu plaklarda (106

hiicre/ml) inkiibe edilerek hiicre kiiltiirii yapilmistir.

Yag globiillerinin hiicre icine gecisinin —absorsiyvonunun degerlendirilmesi

Barsak epitelinden lipid emilimini degerlendirmek amaciyla sindirime ugramis kimus
ornekleri % 1-5 ve 10 oranlarinda besi yeri ile karistirilarak insan kolon epitelyum
hiicresi Caco-2 ile 1-2-6-24 saat hiicre yiizey sindirim, enterositlere alim (uptake) ve
emilimini  (absorbtion) optimize etmek Tlizere deneyler transwell kullanilarak

degerlendirilmistir. Hiicre i¢ine lipid alimi hiicre i¢i yag diizey 6l¢limii ile zamana ve
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konsantrasyona bagli olarak degerlendirilmistir. Hiicre kiiltiiri ortaminda siipernanatlar
ve hiicre lizatlar1 ayr1 ayr1 toplanmistir. Hiicre lizati eldesi i¢in hiicreler proteaz
inhibitorii igeren (aprotinin, leupeptin, pepstatin, PMSF- her birinden 2 mg/ml) brij 150
lizis soliisyonu (tris 1 M, EDTA 0.5 M, NaCl 5M, % 10 brij 96, % 10 NP-40 suda)

icinde homojenize edilmistir (Powergen homojenizator 125, Fisher Scientific).

3.2.9 Yag sindirim iiriinlerinin analizi

In vitro gastrik sindirim, pankreatik sindirim ve hiicre emilim asamalarinin sonunda
alman orneklerde serbest yag asidi diizeyleri belirlenmistir. Yag sindirim iiriinlerinin
analizinde FID dedektor iceren GC/MS cihazindan yararlanilmis ve De Jong ve Badings
(1990) tarafindan modifiye edilen yontem kullanilmistir. Ekstraksiyon ile elde edilen
yag sindirim {riinleri (serbest yag asitleri) FID dedektor igeren GC (6890 series, Agilent
Technology, CA, USA) ile TR-FFAP (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) kolon kullanilarak
analiz edilmistir. Ug farkli i¢ standart; valerik asit (C5:0), heptanoik asit (C7.0) Ve
heptadekanoik asit (C17.0) kullanilmis ve elde edilen biitirik asit (C4.0), kaproik asit (Ce0)
ve Kkaprilik asit (Cg.o) valerik asit (Cs.) i¢ standardina gore; kaprik asit (Cio), laurik
asit (Cia,0), miristik asit (Ci4:), heptanoik asit (C;,p) i¢ standardina gore; palmitik asit
(C16:0), stearik asit (Cig:0), linoleik asit (Cig:2) ve linolenik asit (Cig:3) ise heptadekanoik

asit (C17.0) i¢ standardina gore degerlendirilmistir.

3.2.10 istatistiksel analizler

Deney sonuglart SPSS programi kullanilarak tek yonli ANOVA yontemiyle
degerlendirilmis ve gruplararasi farkliliklar Least Significant Difference (LSD) testine
gore belirlenmistir. p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis ve sonuglar

ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Homojenize krema orneklerine ait partikiil boyutu ve zeta potansiyeli (-C-)

degisimleri

Calisma kapsaminda ii¢ farkli basing (100-150-200 bar) altinda homojenize edilen siit
orneklerinin kremalarina ait partikiil boyut dagilimi sekil 4.1’de, bu partikiil
boyutlarinin temsil yiizdeleri ise ¢izelge 4.1’de sunulmaktadir. Sekil 4.1 ve ¢izelge
4.1°de yer alan “CS ve CSH” ifadesi 1s1l islem 6ncesi homojenize edilen, “PS ve PSH”
ifadesi ise 1s1l islem sonrasi homojenize edilen 6rnek gruplarini isaret etmektedir (6rnek
detaylar1 i¢in Bkz. Cizelge 3.1). Yaglarin proses edilen siit oOrneklerinden
uzaklagtirilmasi sirasinda oncelikle ultrafiltrasyon (UF) uygulamasi denenmis ancak UF
membranlarinin hizli tikanmasi nedeniyle istenilen diizeyde basar1 elde edilememistir.
Bunun iizerine santrifiigasyon yolu ile yaglarin ayristirilmasi denenmistir. Bu amagla;
on denemeler kapsaminda 400 g’de 4 °C ve 40 °C’de 5, 10 ve 15 dakika ile 3000 g’de 4
°C’de 80 dakikalik santrifiigasyon ile ayrilan yaglarin partikiill boyutlar1 ve zeta
potansiyelleri belirlenmistir (Bkz. EKLER). On denemeler sonucunda partikiil
boyutlarmin santrifiigasyon kosullarindan etkilenmedigi ve en genis dagilim araliginin
3000 g’de 4 °C’de 80 dakikalik santrifiigasyon sonucunda elde edildigi belirlenmistir.
Calismanin devaminda bu kosullar altinda elde edilen kremalar kullanilmistir. Yaglarin
siitten biitlintiyle ayristirllmas1 ekstraksiyon teknikleri uygulamadan miimkiin degildir.
Ekstraksiyon islemi de siitiin dogal yapisina kismi zarar verme riski tasimaktadir. Bu
nedenle metin boyunca “siit yag1” yerine “krema” ifadesinin kullanilmasi tercih
edilmistir. Cizelge 4.1 incelendigince denemeye alinan krema orneklerinin ortalama
boyutlarmin 0.7 um’nin altinda oldugu (CS ve PS 6rnekleri harig) ve tiim kitleyi temsil
yiizdelerinin %79,8 ile %100,0 arasinda degistigi goriilmektedir. Partikiil boyutu
analizlerinde krema partikiil boyutlarin 61 nm’den 7.500 nm’ye kadar degistigi
goriilmiistiir. Cizelge 4.1°’de yer alan 6rneklerin popiilasyonu temsil oranlarinin biiyiik
olmasi caligmanin hedeflerine ulagmasi agisindan tutarli bulunmus ve denemelere bu
ornekler ile devam edilmistir. Sekil 4.1°de goriildiigii tizere homojenizasyon basincinin

artmasi ile birlikte ortalama partikiil boyutunda azalma meydana gelmistir. Isil islem
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uygulamasinin partikiil boyutunda bir artis meydana getirdigi ve ancak basing-bagimli

degisim egiliminin etkilenmedigi belirlenmistir.

Homojenizasyon oncesi 1s1l islem uygulamasi ile krema orneklerinde partikiil boyutu
artisinin nedeni kismi ya da tamamen denatiire olmus serum proteinlerinin yag globiil
membran proteinleri ile fiziksel interaksiyonlarina dayandigi diistiniilmektedir. Isil
islem sirasinda globiiler serum proteinlerinde meydana gelen denatiirasyon sonucunda
ac1ga c¢ikan reaktif tiyol (-SH) gruplarinin, primer yapidaki kazeinlerin (6zellikle k-CN)
disiilfit gruplar ile kovalent baglanti kurdugu bilinmektedir (Monahan vd. 1995). Bu
sekilde olusan protein-protein kompleksi benzer bir mekanizma iizerinden yag globiil
yiizey protenleri ile interaksiyona girebilmektedir (Aynié vd. 1992). Separasyon
yontemiyle elde edilen biiyiik ve kiigiik yag globiilleri 6zellikle doymamis uzun zincirli
yag asitleri bakimindan farklilik gosterebilmektedir (Lu vd. 2016, Timmen ve Patton
1988, Briard vd. 2003). Benzer sekilde; kiiciik yag globiillerinin daha yiiksek diizeyde
kolesterol ve konjiige linoleik asit (CLA) igerdigi de gosterilmistir (Lu vd. 2016).

Homojenizasyon uygulamasi ile yag globiillerinin boyutlarindaki degisimin yani sira
yiizey yiiklerinin dagiliminda da degisimler gerceklesmektedir. Bu degisime baglh
olarak kazeinler ile yag globiil ylizeyi arasinda elektrostatik adsorbsiyon temeline dayali
fiziksel etkilesim de meydana gelmektedir (Ayni¢ vd. 1992). Calisma kapsaminda
denemeye alinan krema Orneklerinin ortalama zeta potansiyeli (-C-) dagilimlan sekil
4.2’de sunulmaktadir. Homojenizasyon basincinin artmasi ile birlikte partikiillerin zeta
potansiyellerinde azalma goriilmiistiir. Orneklerin zeta potansiyelleri -22,90 mV ile -
31,80 mV arasinda degismistir. Bu degisimin homojenizasyon etkisi ile kiigiilen ancak
yiizey alani1 genisleyen yag partikiillerinin yaratmis oldugu yiizey potansiyeli farkindan
kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Berton vd. (2012) dogal siit yaginin zeta potansiyelini -
13 mV, kiigiik boyutlu yag globiillerinin zeta potansiyelini ise ortalama -20 mV olarak
bulmustur. Kazeinin zeta potansiyeli (-) ise -20 mV dolayindadir (Dalgleish, 1984;
Michalski vd. 2002b). Homojenizasyon basincina bagli olarak zeta potansiyelinde
degisim meydana gelmesinin temel nedeninin MFGM’nin hasarlanmas1 (pargalanmast)

ve/veya siit serumundan gelen ylizey aktif materyallerin TG/su ara yiizeyine
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adsorbsiyonu oldugu diisiiniilmektedir (Dalgleish 1984, Michalski vd. 2002b, Oortwijn

1979).

1zelge 4.1 Deneme Orneklerine ait ortalama partikiil boyutu (nm) ve intensitesi (%
Cizelg p yutu (nm) (%)

(n=3).
Ornek Ortalama partikiil boyutu | Ortalama  partikill  boyutu
intensitesi
CS 1.173,8 + 46,77° 79,8
CSHyg 450,1+12,17° 82,6
CSH;s 340,5 + 24,87° 96,9
CSHago 242,7 +19,03" 100,0
PS 1.380,0 + 17,40° 95,7
PSH 100 712,6 + 10,35 94,0
PSHs0 653,3 + 40,24° 87,2
PSHa00 568,1 + 20,9" 86,6
UHT 183,9 + 4.45' 97,4

Calismada karsilastirma amaciyla ticari UHT siit kullanilmistir. Her ne kadar, ticari

UHT siit tiretiminde uygulanan 1sil iglem normu (140 °C/ 1-4 s) ile deneme orneklerine

uygulanan 1s1l islem normu (80 °C / 1 dk) belirgin farkhiliklar gosterse de

homojenizasyon kosullarinin benzer oldugu bilinmektedir (ticari siit isletmesi ile

yapilan goriismelerde 220 bar / ¢ift kademe homojenizasyon uygulandigi bilgisi

alinmistir). Bu nedenle ticari UHT siitiin, homojenizasyon/isil islem/lipid sindirim

etkinligi iliskisinin daha net karsilastirilabilmesi i¢in uygun bir referans olduguna karar

verilmistir. Ticari UHT siit Orneklerinde ortalama krema partikiill boyutu zeta

potansiyeli sirastyla 183,9 nm ve -22,90 mV olarak bulunmustur. Ticari UHT siitlin en

diisiik krema partikiil boyutu 61 nm olarak tespit edilmistir.
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Partikiil boyutu dagilimlar1 agisindan 100 bar basing ile basing uygulanmamis 6rnekler
arasinda belirgin bir farklilik goriilmediginden denemeye 150 ve 200 bar

homojenizasyon basinci degiskenleri ile devam edilmesine karar verilmistir.

4.2 Krema orneklerinin in vitro gastrik sindirim sonrasi lipid sindirim iiriinleri

profili

4.2.1 Homojenizasyondan once ya da sonra 1sil islem uygulanan siit 6rneklerinin in

vitro gastrik sindirim sonrasi serbest yag asitleri profilleri (Deneme I)

Deneme I kapsaminda farkli teknolojik islemler uygulanan (homojenizasyon basinci ve
11l islem uygulamasi) krema 6rnekleri pH 2 ve pH 6’da ayr1 ayri gastrik sindirime tabi
tutulmus ve sindirim sonrast krema Orneklerinde serbest yag asidi diizeyleri
Olgtilmiistiir. Sonuglar toplam (C,-Cyg.1) (Sekil 4.3a), kisa (C2-Cg) (Sekil 4.3b), orta (Cs-
C12) (Sekil 4.3¢) ve uzun (Cy14-Cig1) (Sekil 4.3d) zincirli yag asitleri seklinde
sunulmustur. Genel olarak; siit yagmin uygulanan teknolojik islemlerden bagimsiz
olarak gastrik sindirim agamasinda enzimatik hidrolizasyona ugradigi belirlenmistir.
Homojenizasyondan 6nce 80 °C’de 1 dk 1sil islem uygulamasi sonunda siit yaginin
gastrik hidrolizasyon diizeyinin ayni Orneklerin homojenizasyondan sonra 1sil islem
gormiis esdegerleri ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
farklilik 6zellikle 150 bar basing uygulanan ¢ig ve 1s1l islem goérmiis 6rneklerde (CSHso
ve PSHis50) kismen daha belirgin bulunmustur. Isil islem uygulamasina bagli olarak
gastrik sindirim diizeyinin azalmasinin primer nedeninin 1s1l islem etkisi ile denatiire
olan serum proteinlerinin MFGM proteinleri ile gergeklestirdigi fiziksel interaksiyonlar
ve bunun sonucu insan gastrik lipazi (HGL)’nin MFGM yiizeyine erisiminin kismen
sinirlanmast  oldugu  disiiniilmektedir. Bu noktada, kazeinlerin adsorbsiyon
mekanizmasi iizerinden homojenize yag globiillerinin iizerine yigilmasinin belirgin bir
etkisinin olmadig1 tahmin edilmektedir. Homojenizasyon ve 1s1l islem uygulamalarinin
hem serum proteini denatiirasyonuna bagl disiilfit kopriileri {izerinden MFGM
proteinlerine baglanmasi hem de kazeinlerin homojenize globiillerin yiizey yiikleri

degisimine bagli adsorbsiyonu s6z konusu olsaydi 200 bar basin¢ uygulanan pastdrize
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stitlerde (PSHzpg) yaglarin gastrik sindiriminin 150 bar basin¢ uygulanan pastorize siit

ornegine (PSHjs0) oranla daha sinirli olmasi beklenirdi.

Gastrik sindirim siirecinde, yiiksek homojenizasyon basincina tabi tutulan ¢ig siit
orneklerinde kisa zincirli (C,-Cg) yag asidi konsantrasyonunun UHT siit 6rnegi harig
diger ornek gruplarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (sekil 4.3b). Isil islemin
150 bar basing altinda homojenize edilen 6rneklerde kisa zincirli serbest yag asitleri
konsantrasyonuna katkisi siirli olurken, 200 bar basing uygulanmis orneklerde kisa
zincirli serbest yag asidi diizeyi kismen daha yiliksek bulunmustur. Toplam serbest yag
asitleri diizeyinde oldugu gibi kisa zincirli yag asitleri diizeyi lizerine 1s1l iglemin etkisi
ozellikle 200 bar basing uygulamasinda g¢ok belirgin olmustur. Benzer sekilde;
homojenize edilmemis ¢ig siit yaginin serbest yag asidi diizeyleri ile karsilastirildiginda
UHT siitte gastrik yag sindiriminin daha yiiksek oldugu ve bu durumun 6zellikle pH

6’da gergeklestirilen gastrik sindirim sonunda ¢ok belirginlestigi saptanmustir.
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Sekil 4.3 Homojenizasyon sonrasi ya da oncesi 1s1l islem uygulanan siit 6rneklerinin in
vitro gastrik sindirim sonrasi a) toplam (C,-Cig.1) serbest yag asitleri konsantrasyonu
degisimi (n=2)
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d) uzun zincirli (C14-Cig:1) serbest yag asitleri konsantrasyonu degisimi (n=2)

Bu durum, endiistriyel 6l¢ekli homojenizatorlerin etkinligi ve UHT sirasinda uygulanan
sicaklik rejiminin (141-143 °C 4-6 s) deneme kapsaminda uygulanan sicaklik
rejiminden (80 °C, 1 dk) daha kisa siireli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Her ne kadar UHT uygulama sicaklig1r ¢ok yiiksek olsa da uygulama siiresinin kisa
olmast nedeniyle serum proteini denatlirasyonunun smirlt kaldigi diistiniilmektedir.
Genel olarak; pH 6’da gerceklestirilen gastrik sindirimin pH 2’de gerceklestirilen
sindirime oranla daha yliksek serbest yag asidi olusumuna yol ag¢tig1 ancak bu farkin
sindirim etkinligi acisindan —UHT siit 6rnegi hari¢- ¢ok belirgin bir anlam tasimadigi
belirlenmistir (P>0.05). Benzer egilimlerin orta (Cg-C12) Ve uzun (Cy4-Cig:1) zincirli
serbest yag asitleri icin de gegerli oldugu goriilmiistiir (P>0.05). Bir istisna olarak; UHT
stit orneginde Cg-Cio» Ve Ci14-Cig1 serbest yag asitleri diizeylerinin gastrik sindirim
pH’sindan etkilenmedigi gozlenmistir. Genel olarak; kiiglik globiil boyutuna sahip
yaglarin (1-1.5 pm) daha diisiikk C4-Cio Ve Cig.0-Cig:1 yag asidi konsantrasyonuna sahip
oldugu bildirilmistir (Timmen ve Patton, 1988).
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4.2.2 Homojenizasyon oncesi ya da sonrasi 1s1l islem uygulanms %65 yagh krema

orneklerinin in vitro gastrik sindirim sonrasi serbest yag asitleri profilleri (Deneme

)

Homojenize siit yagmin gastrik sindirim etkinligini protein varligindan miimkiin
oldugunca bagimsiz degerlendirmek amaciyla Deneme II kapsaminda ayni siit kaynagi
kullanilarak %65 yagli krema Ornekleri elde edilmistir. %65 yagli krema ornekleri 4 esit
gruba ayrilmustir. ilk iki gruba 150 ve 200 bar basing altinda homojenizasyon dncesi 1s1l
islem uygulanmis (PKHgs/150 V& PKHgs/200), diger iki grup ise homojenizasyon sonunda
80 °C’de 1 dk 1s1l islem uygulandiktan sonra (CKHgs/150 ve CKHpgs/200) gastrik sindirime
tabi tutulmustur. Gastrik sindirim sonrasi toplam, kisa, orta ve uzun zincirli serbest yag
asitleri konsantrasyonu degisimleri sirasiyla Sekil 4.4a-d’de sunulmaktadir. Elde edilen

sonuglara gore; 151l islem uygulamasinin %65 yagli kremanin gastrik sindirim etkinligi
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Sekil 4.4 Homojenizasyon oncesi ya da sonrasi 1s1l islem uygulanan %65 yagl krema
orneklerinin in vitro gastrik sindirim sonrasi a) toplam serbest yag asitleri (C2-Cig:1)
konsantrasyonu degisimi (n=2)
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b) kisa zincirli serbest yag asitleri (C,-Cg) konsantrasyonu degisimi (n=2)

100 @Sindirim oncesi HpH2 MpH 6

T W
(o))
g 80
=
S 70
2
£ 60
=
b
-~
:_§ 40
4
20 30 T
" 20 . =:
N ==
$ .
b 10
wn

0

CKH65/150 F)}<H65/150 CKHGS/ZOO PKH65/200

C) orta zincirli serbest yag asitleri (Cg-C12) konsantrasyonu degisimi (n=2)
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d) uzun zincirli serbest yag asitleri (Cg-C12) konsantrasyonu degisimi (n=2)

tizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 goriilmiistir (P>0.05). Bu bulgular, protein-yag
interaksiyonu/adsorbsiyonu mekanizmasinin yaglarin sindirim etkinligi {izerindeki
belirleyici roliinii ortaya koymakta ve Boliim 4.2.1°de yer alan degerlendirmeleri biiyiik
Olciide desteklemektedir. pH 6’da gerceklestirilen gastrik sindirim sonunda uygulama
kosullarindan bagimsiz olarak smnirli da olsa yiliksek bir toplam serbest yag asidi
olusumu tespit edilmistir (Sekil 4.4a). Benzer bir egilim kisa (Sekil 4.4b) ve uzun
(Sekil 4.4d) zincirli serbest yag asitleri igin de tespit edilmistir. Buna karsin orta zincirli
serbest yag asitleri olusumu agisindan gastrik sindirim pH’smin belirgin bir etkisinin

olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.4c).

4.2.3 Homojenizasyon sonrasi is1l islem gormiis %65 yagh krema ile 1s1l islem
gormiis yagsiz siit karisim 6rneklerinin in vitro gastrik sindirim sonrasi serbest yag

asitleri profilleri (Deneme 111)

Homojenize siit yaginin gastrik sindirim etkinligi {izerine 1s1l islem uygulamasina baglh
olarak protein-yag globiilii interaksiyonu ve/veya protein adsorbsiyonu mekanizmasinin

etkilerini degerlendirmek amaciyla ayr1 ayri proses edilen %65 yagl krema ve yagsiz
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stit serum fazi homojenizasyon ve 1s1l islem uygulamalarindan sonra karistirilmis ve
karisim Ornekleri gastrik sindirime tabi tutulmustur. Deneme III’de referans olarak
herhangi bir teknolojik isleme tabi tutulmayan c¢ig siit kullanilmistir. %65 yagl krema
150 ve 200 bar basing altinda homojenize edildikten sonra 80 °C’de 1 dk 1s1l isleme tabi
tutulmus ve ardindan 80 °C’de 1 dk 1s1l islem goren yagsiz siit faz1 ile karigtirilarak pH
2 ve 6’da in vitro gastrik sindirim siireci uygulanmistir (PKHgsis0 +PS  ve
PKHgs/200tPS). Genel olarak, pH 2 ve 6’da gerceklestirilen gastrik sindirim
uygulamasinin serbest yag asidi konsantrasyonu iizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi
goriilmiistiir (P>0.05). Homojenize edilmis yaglarin referans ¢ig siit yagina oranla daha
yiksek bir sindirim etkinligine sahip oldugu Dbelirlenmistir (Sekil 4.5a).
Homojenizasyon basincinin artmasi ile birlikte gastrik sindirim pH’sindan bagimsiz bir
yag sindirim etkinligi artis1 kaydedilmistir. Bu artis 6zellikle kisa zincirli yag asitleri
bakimindan daha belirgin bulunmustur (Sekil 4.5b). Buna karsin; 200 bar basing
uygulanan 6rneklerde orta zincirli serbest yag asidi diizeyinin 150 bar basing uygulanan
orneklere oranla kismen daha diisik oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.5¢). Gastrik ve

pankreatik sindirim sirasinda TG hidrolizasyonu sonucu kisa ve orta zincirli yag asidi

600 @Sindirim 6ncesi EHpH2 MpH 6
F"NJ
]
on
é 500
=
g
> 400
]
=
=
3
2 300
=]
=
o=
2 200 =
¥
-

z : i
% 100 T -
= T
1
%]
W

0

CKes PKHgss0 + PS PKHgs/0 + PS

Sekil 4.5 Homojenizasyon sonrasi 1s1l iglem goren %65 yaglh krema ile 80 °C’de 1 dk
1s1l islem goren yagsiz siit karigiminin in vitro gastrik sindirim sonrasi a) toplam serbest
yag asitleri (C,-Cig.1) konsantrasyonu degisimi (n=2)
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b) kisa zincirli serbest yag asitleri (C,-Cg) konsantrasyonu degisimi (n=2)
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C) orta zincirli serbest yag asitleri (Cg-C12) konsantrasyonu degisimi (n=2)
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d) uzun zincirli serbest yag asitleri (C14-Cig.1) konsantrasyonu degisimi (n=2)

konsantrasyonunun uzun zincirli yag asidi konsantrasyonuna oranla daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Fave vd. 2004). Ayrica, sn-1 ve sn-3 pozisyonundaki yag asitlerinin sn-2
pozisyonundaki yag asitlerine oranla daha etkin bir hidrolizasyona ugradigi da ifade
edilmektedir (Zuniga ve Tronosco 2012). Bu c¢alisma kapsaminda ise literatiir
bulgularmin aksine gastrik sindirim sonrasi uzun zincirli yag asidi konsantrasyonu kisa

ve orta zincirli yag asitleri diizeyinden yiiksek bulunmustur.

4.3 Krema orneklerinin in vitro pankreatik sindirim sonrasi lipid sindirim iiriinleri

profili

4.3.1 Homojenizasyondan once ya da sonra isil islem uygulanan siit 6rneklerinin in

vitro pankreatik sindirim sonrasi serbest yag asitleri profilleri (Deneme I)

Deneme orneklerinin in vitro pankreatik sindirim sonrasi serbest yag asidi profilleri
degisimini izlemek amaciyla gastrik sindirim sonras1 sindirim iiriinlerinin pH degerleri
7.5’e ayarlanmistir. Bu boliimde sunulan grafiklerde kullanilan pH 2 ve pH 6 ifadeleri
yalnizca gastrik sindirimin sirasiyla pH 2 ve pH 6’da gerceklestirildigini belirtmektedir.

Homojenize edilmis ve edilmemis siit drneklerinde in vitro pankreatik sindirim sonrasi
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serbest yag asidi degisimleri iizerine 1s1l islemin etkileri Sekil 4.6a-d’de sunulmaktadir.
Genel olarak; teknolojik uygulamalardan bagimsiz olarak siit yaginin gastrik sindirim
asamasinda da enzimatik hidrolizasyona ugradigi (Sekil 4.3a-d), ancak beklenildigi
lizere pankreatik sindirim asamasinda lipid hidrolizasyonunun belirgin bir sekilde
yiikksek seyrettigi gorlilmiistiir. Gastrik sindirim sonrast serbest yag asidi degisim
profillerine  benzer sekilde homojenizasyon basincinin artmast ile birlikte
homojenizasyon sonrasi 1s1l islem goren Orneklerde (CSHiso ve CSHago) yaglarin in
vitro pankreatik sindirim etkinliginde kismi bir artis gdzlenmistir. Buna karsin; once
1s1l iglem uygulandiktan sonra homojenize edilen 6rneklerde (PSH1s0 Ve PSHaq0) toplam
serbest yag asidi diizeyleri daha diisiik bulunmustur. Her iki homojenizasyon basing
kosulunda da benzer sonuglar kaydedilmistir. Bu durumun- gastrik sindirim siirecinde
de tartisildig1 lizere- homojenizasyon ile yag globiillerinin kiigiilmesine bagli olusan
yiizey alani artis1 ve ylizey gerilimlerinin azalmasina bagli olarak kazeinlerin yag globiil
yiizeyine adsorbsiyon kapasitelerindeki artis ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Ayrica,
1s1l iglem ile tetiklenmis siit serum proteini-MFGM ylizey proteini interaksiyonuna bagl

olarak lipaz etkinliginin zayiflamasinin da bu azalmada etkili oldugu diisiintilmektedir.
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Sekil 4.6 Homojenizasyon sonrasi ya da oncesi 1s1l islem uygulanan siit 6rneklerinin in
vitro pankreatik sindirim sonrasi a) toplam (C,-Cig.1) serbest yag asitleri konsantrasyonu
degisimi (n=2)
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d) uzun zincirli (C14-Cig:1) serbest yag asitleri konsantrasyonu degisimi (n=2)

Lipazin ana substrati olan yag asitlerine erigimi Oniinde olusan fiziki bir protein
bariyerinin lipaz-substrat iligskisini kismen engelledigi diisiiniilmektedir. Homojenize
edilmemis ¢ig siitlerde (CS) siit yagimin pankreatik sindirim etkinligi 200 bar basing
uygulanmis pastdrize siit orneklerinin (PSH2q0) yag sindirim etkinliginden kismen daha
yiiksek bulunmustur. Kisa (C,-Cg) ve orta (Cg-Ciz) zincirli yag asitleri bakimimdan
homojenize edilmemis ¢ig siit (CS), UHT siit ve 150 bar basing uygulanan ve ardindan
1s1l igleme tabi tutulan Ornekler (CSHiso) arasinda belirgin bir pankreatik sindirim
diizeyi farki gozlenmezken (P>0.05), 1s1l islem sonrasi homojenize edilen 6rneklerde
her iki basin¢ grubunda da kisa ve orta zincirli serbest yag asidi olusumunun kismen

baskilandigi belirlenmistir (Sekil 4.6b-c).

Yaglarin HPL araciligi ile hidrolizasyonunda kolipaz ve safra tuzlar1 varligi zorunludur
(Bernback vd. 1989, Berton vd. 2009). Safra tuzlari; 1) ara yiizeyi kaplayarak, 11) TG/su
araylizeyinde adsorbe olan molekiiller (protein, polar lipid vb.) ile yer degisimi
gergeklestirerek, iii) lipoliz Grlinleri ile (yag asitleri, di- ve mono-acil gliserol vb.) misel
olusturarak lipid sindirim mekanizmasina katilmaktadir (Berton vd. 2012). Dogal siit
yaginda yer alan TG’nin HPL ile hidrolizasyonu bir lag fazin1 barindirirken, homojenize

yag globiillerinin sindirimi sirasinda bu faz olusmamaktadir (Berton vd. 2012). Lag
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fazinin olugsmamasinin temel nedeni serbest yag asitlerinin varligidir. Sindirim ortamina
gastrik sindirimi simiile etmek amaciyla serbest yag asitleri ilavesi ile lag fazinin
baskilandig1 gosterilmistir (Bernback vd. 1989, Berton vd., 2009). Sindirim sirasinda
olusan serbest yag asitleri MFGM’ 1 yeniden yapilanmasinda rol oynamakta ve safra
tuzlart ile kolipaz varliginda enzim aktivasyonunu ve dolayisiyla lag fazinin
sonlanmasini  saglamaktadir (Brockman 2000). Serbest yag asitlerinin, kolipazin
spesifik interaksiyonlar yoluyla HPL’nin yag globiil yilizeyine baglanmasini
kolaylastirict rol oynadigi bilinmektedir (Borgstrom ve Erlanson-Albertsson 1982,
Momsen vd. 1997). Homojenizasyon sonrasi iiclii tabaka (trilayer phase) yapisinin
bozulmasmin ardindan siit proteinlerinin homojenize yag globiillerinin yiizeyini
kaplamasi ile birlikte HPL’nin TG’ye erisiminin kolaylastig1 ve sindirim etkinliginin
arttig1 da ileri siiriilmektedir (Berton vd. 2012). Yag/su araylizeyinde lokalize olan
enzimlerin aktiviteleri substrat konsantrasyonu ve arayiizeyin
kullanigliligi/erisilebilirligi ile dogrudan iligkilidir (Benzonana ve Desnuelle 1965,
Verger ve Haas 1976). Lipid hidrolizasyon mekanizmasi 1sil islem uygulamasindan
bagimsiz degerlendirildiginde kiigiik yag globiillerinin lipaz etkisine daha ag¢ik oldugu
ortaya konulmustur (Berton vd. 2012). Ye vd. (2010) fakli boyutlara sahip (2.1 um ve
0.32 um) ancak yiizey yiikleri ayni olan lipidlerin pankreatin araciligi ile sindirimi
sonrasi serbest yag asidi profillerinin benzer oldugunu ortaya koymustur. Siit yaginin
sindirimi  swrasinda  olusan fizkokimyasal degisimler (flokiilasyon/agregasyon,
disosiyasyon, koalesens vb..) safra tuzlar1 ve HPL aktivitesine gore degiskenlik
gostermektedir. Homojenize yaglar, baslangi¢c boyutlarindan bagimsiz sekilde ayni
fizikokimyasal 6zelliklere sahip yeni bir yapilanmaya gitmektedir. Bu durum, globiil
boyutundan bagimsiz bir HPL etkisi ile agiklanmaktadir. Dolayisiyla, sindirime etkinligi
acisindan yag globiiliiniin kompozisyonu ve arayiizey O6zellikleri globiil boyutundan

daha 6nemli bir parametredir.
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4.3.2 Homojenizasyon oncesi ya da sonrasi 1s1l islem uygulanmis %65 yagh krema
orneklerinin in vitro pankreatik sindirim sonrasi serbest yag asitleri profilleri

(Deneme 1)

Cig ve 1s1l islem gormiis %65 yagh krema orneklerinin in vitro pankreatik sindirim
sonrasi serbest yag asitleri konsantrasyonlari Sekil 4.7a-d’de sunulmaktadir. Genel
olarak; pankreatik sindirim asamasinda, siitliin proteince yogun serum kismindan biiyiik
Olclide arindirilmis kremalar birbirlerine yakin diizeylerde toplam serbest yag asidi

konsantrasyonuna sahip bulunmustur. Homojenizasyon basinci ve 1s1l islem
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Sekil 4.7 %65 yagli homojenize krema 6rneklerinin in vitro pankreatik sindirim sonrasi
a) toplam serbest yag asitleri(C,-Cig:1) konsantrasyonu degisimi (n=2)
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d) uzun zincirli serbest yag asitleri(C14-Cig:1) konsantrasyonu degisimi (n=2)

uygulamalarinin toplam serbest yag asidi konsantrasyonlar: iizerindeki etkileri 6nemsiz
bulunurken, pH 6’da in vitro gastrik sindirim sonrasi pankreatik sindirime tabi tutulan
krema Orneklerinin pH 2 kosulunda gastrik sindirim uygulanan orneklerden daha
yiiksek diizeyde toplam serbest yag asidi icerdigi saptanmistir (Sekil 4.7a). Toplam yag
asitleri icin gegerli olan bu durum kisa, orta ve uzun zincirli yag asitleri i¢in de benzer
bulunmustur (Sekil 4.7b-d). Bu bulgular ayni1 6rneklerin gastrik sindirim sonrasi serbest
yag asidi konsantrasyon dagilimlar ile de uyumlu bulunmustur. Pankreatik sindirim
slireci sonras1 uzun zincirli yag asitleri konsantrasyonu (209.2-309.0 mg/kg) kisa (35.2-
61.6 mg/kg) ve orta (64.1-69.4 mg/kg) zincirli yag asitlerinden ¢ok daha yiiksek

bulunmustur.

4.3.3 Homojenizasyon sonrasi is1l islem gormiis %65 yagh krema ile 1s1l islem
gormiis yagsiz siit karisim orneklerinin in vitro pankreatik sindirim sonrasi serbest

yag asitleri profilleri (Deneme I1I)

In vitro gastrik sindirim agsamasinin aksine in vitro pankreatik sindirim asamasinda siit

proteinlerinin yoklugunda yaglarin sindirim etkinliginin homojenizasyon basinci artisi
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ile birlikte kismen azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.8a-d) Hem 150 bar hem de 200 bar
basing altinda homojenizasyon uygulamasi sonunda Orneklerin (PKHgs150 + PS ve
PKHes00 + PS) toplam serbest yag asidi konsantrasyonlari homojenize edilmemis ¢ig
krema ornegine (CKgs) oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu durum homojenizasyon
uygulamas: ile kiigiilen yag globiillerinin yiizey alaninin genislemesine bagli enzim-
substrat temas alaninin artmasi ile agiklanmasi miimkiindiir. Bu noktada 1sil islem
uygulamasma bagli bir protein-protein interaksiyonunun ihmal edilebilir diizeyde
olmas1 beklenmektedir (%65 yagli kremanin serum kisminda bulunan serum proteini
konsantrasyonu diisilk oldugundan ¢ok smirli bir serum proteini denatiirasyonu ve
proteinlerarasi interaksiyon meydana gelebilir). Dolayisiyla, homojenize yag
globiillerinin yiizeyinde ilave bir protein yapilanmasinin olmadig: varsayildiginda yiizey
alan1 genisleyen yag globiilleri ile HPL’nin temasini engelleyecek fiziksel bir bariyer
bulunmayacaktir.
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Sekil 4.8 Homojenizasyon sonrasi 1s1l iglem goren %65 yaglh krema ile 80 °C’de 1 dk
1s1l islem goren yagsiz siit karigiminin in vitro pankreatik sindirim sonrasi a) toplam
serbest yag asitleri (C,-Cyg:1) konsantrasyonu degisimi (n=2)
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d) uzun zincirli serbest yag asitleri (C14-C1g:1) konsantrasyonu degisimi (n=2)

Bu gerekgeler ile %65 yagli homojenize krema ile yagsiz siit karigimimin in vitro
pankreatik sindirimi sonrasi toplam serbest yag asidi konsantrasyonu homojenize
edilmemis ¢ig kremaya (CKgs) oranla daha yiiksek bulunmustur. In vitro pankreatik
sindirim sonras1 toplam serbest yag asidi konsantrasyonu in vitro gastrik sindirim
pH’sindan onemli diizeyde etkilendigi ve ozellikle 200 bar basing kosulunda
homojenize edilen ve pH 6’da in vitro gastrik sindirime tabi tutulan orneklerin
pankreatik sindirim iiriinleri konsantrasyonun pH 2’de gerceklestirilen sindirime oranla
yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Bu farkliligin tiim serbest yag asidi gruplari i¢in
gecerli oldugu bulunmustur.

4.4 Homojenizasyon sonrasi 1s1l islem uygulanan siit, pastorize %65 yagh krema ve
pastorize %65 yagh krema ile pastorize yagsiz siit karisim orneklerinin bagirsak

emilim sonrasi serbest yag asitleri konsantrasyonlari (Deneme I, IT ve III)

In vitro kosullarda gergeklestirilen gastrik ve pankreatik sindirim ¢aligmalart sonucunda
elde edilen bulgular 150 bar ve 200 bar homojenizasyon basin¢ uygulamalar1 arasinda

belirgin farkliliklarin olmadigini gostermistir. Bu tez calismasmin temel hedefi
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endistriyel siit isleme uygulamalarinin (homojenizasyon ve 1sil islem uygulama sirasi)
stit yagimin sindirim ve emilimi lizerine etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesidir. Bu
nedenle; in vitro gastrik ve pankreatik sindirim ¢alismalarinda bu teknolojik proseslerin
etki mekanizmalar1 hakkinda fikir edinmek amaciyla ¢ig ve pastorize {iriin gruplar1 ve
farkli homojenizasyon basinglar1 ile calisilmigtir. Endiistriyel olgekte siit yaginin
homojenizasyonu 200-220 bar basing altinda gergeklesmektedir. Bu nedenle, hiicre
emilim caligmalar1 pastorize edilmis ve 200 bar basing altinda homojenizasyona tabi

tutulmus 6rnek gruplar ile gergeklestirilmistir.

Siitiin, %65 yagli kremanin ve ayr1 ayr1 proses edilen siit yagi ve yagsiz siit karigiminin
in vitro gastrik ve pankreatik sindirim sonrasi serbest yag asitleri konsantrasyonlarinda
gbzlenen belirgin farkliliklar (Sekil 4.9 ve 4.10) hiicre emilim sonrasi toplam serbest

yag asidi diizeyleri bakimindan da tespit edilmistir (Sekil 4.11a).

Ticari UHT siit drneklerinde serbest yag asidi hiicre emilim diizeyi ile PKHgs00 V€
PKHgs200tPS Orneklerinin serbest yag asidi hiicre emilim diizeyleri birbirine yakin
bulunmustur (Sekil 4.11a). PKHgs/200 Ve PKHgs/200+PS 6rnekleri PSHagp 6rnegine oranla
daha yiiksek diizeyde kisa zincirli serbest yag asidi absorbsiyonunun gerceklestigi

ornekler olarak belirlenmistir (Sekil 4.11b).

Hicbir Ornekte uzun zincirli yag asidi absorbsiyonu tespit edilmezken, UHT siit
orneginin kismen daha yiiksek diizeyde uzun zincirli serbest yag asidi emilimine sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11¢). Tiim 6rnek gruplarinda serbest yag asitlerinin hiicre
emilim diizeyleri ilizerine gastrik sindirim pH’simin belirgin bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Genel olarak; in vitro gastrik ve pankreatik sindirim sonrasi elde edilen
serbest yag asidi dagilim profili ile ayn1 6rneklerin hiicre emilim profilleri benzerlik

gostermistir.

Bir yag globuliiniin lipid kompozisyonu doymamis yag asitlerinin uzunlugu ve
doymamislik derecesi ile yakindan iligkilidir (Prieto vd. 2003). Yag globiiliiniin boyutu
artttkca TAG/HPL oranm1 da degismektedir. Dolayisiyla, farkli boyutlardaki yag
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Sekil 4.9 200 bar basing altinda homojenize edilmis ve 1s1l islem uygulanmis siit
orneklerinin in vitro gastrik sindirim sonrasi toplam serbest yag asitleri konsantrasyonu
dagilimi (n=2)
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Sekil 4.10 200 bar basing altinda homojenize edilmis ve 1s1l islem uygulanmis siit
orneklerinin in vitro pankreatik sindirim sonrasi toplam serbest yag asitleri
konsantrasyonu dagilimi (n=2)
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Sekil 4.11 Homojenizasyon sonrast 1s1l iglem uygulanan siit 6rneklerinin in vitro hiicre
emilim sonrasi @) toplam (C,-Cis.1) serbest yag asitleri konsantrasyonu degisimi (n=2)
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b) kisa zincirli (C,-Cg) serbest yag asitleri konsantrasyonu degisimi (n=2)
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c) uzun zincirli (C14-Cyg:1) serbest yag asitleri konsantrasyonu degisimi (n=2)

globiilleri farkli oranlarda yag asidi igermektedir (Argov vd. 2008b). Diyetler aracilig
ile alman yaglarin uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin (polyunsaturated fatty
acids; PUFA) doku ya da eritrositlerce absorbsiyonunu regiile edip etmedigi konusu
heniiz net degildir (Sala-Vila vd., 2006). Coklu uzun zincirli yag asitlerinin kimyasal
formunun biyoyarayishlik {iizerinde etkili olup olmadigt da heniiz net degildir
(Alessandri vd. 1998, Amate vd. 2001, Goustard-Langelier vd. 1999, Sala-Vila vd.
2004, Wijendran vd. 2002).

4.5 %35 kurumaddeli Evapore Siit (EV) ve %13 kurumaddeli Rekonstitiiye Siit
(RS)’iin in vitro gastrik ve pankreatik sindirim sonrasi serbest yag asitleri

konsantrasyonlar: (Deneme IV)

Tez ¢aligmasinin temel amaci; siit esashi konsantre ya da instant toz formda beslenme
soliisyonlarinda lipid sindirim etkinligine temel siit isleme teknolojilerinin katkisin
belirlemektir. Bu amagla; homojenizasyon basinci, 1si1l islem ve homojenizasyon
uygulama sirasi ile in vitro gastrik sindirim pH’sinin lipid sindirimi ve emilimi iizerine
etkileri degerlendirilmistir (Bkz. Bolim 4.1-4.4). Elde edilen bulgular sonunda;

homojenizasyon uygulama basinglart (150 ve 200 bar) arasinda belirgin bir farkin
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olusmadig1; ancak, yag ve yagsiz siit fazinin birarada homojenizasyonu sonucunda

sindirim etkinliginin azaldig1 belirlenmistir.

Calismanin bu asamasinda endiistriyel diizeyde yaygin olan 200 bar homojenizasyon
basinci ile homojenize edilen ve ardindan 1sil isleme tabi tutulan siitlerden %35
kurumaddeli evapore konsantre siit ve instant ¢oziinlir siittozu iiretilmis ve bu liriinlerde
slit yaginin in vitro gastrik ve pankreatik sindirim etkinlikleri degerlendirilmistir (Sekil
4.12). Sindirim etkinligi karsilagtirmasinda referans olarak UHT ticari i¢me siitii

kullanilmustir.

Siit ve krema Orneklerinin sindirim profillerine benzer sekilde evapore (EV) ve instant
stittozu kullanilarak hazirlanan %13 TKM’li rekonsititiiye siit (RS) orneklerinde lipid
sindiriminin 6nemli bir bélimii pankreatik sindirim asamasinda ger¢eklesmistir. Her iki
ornek grubu da UHT ticari siite oranla daha diigiikk bir in vitro gastrik ve pankreatik

sindirim etkinligine sahip bulunmustur.

600
g‘) 500
%” Gastrik sindirim fazi Pankreatik sindirim fazi
§ 400
é 300
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Z 20 §
»op NN
g N\ \
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Sindirim Oncesi pH 2 pH 6 pH 2 pH 6

Sekil 4.12 %35 TKM’li evapore siit (EV), %13 TKM’li rekonstitiiye siit (RS) ve ticari
UHT siit yagimin in vitro gastrik ve pankreatik sindirim sonrasi toplam serbest yag asidi
konsantrasyonlar1 (n=2).
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UHT ticari siitlere uygulanan 1sil islem normunun farkli olmasi ve endiistriyel
homojenizasyon ekipmanlarinin daha etkin bir homojenizasyon gergeklestirmesine bagl
olarak bu farkin meydana geldigi diisiiniilmektedir. EV siitiin RS siite oranla daha etkin
bir lipid sindirimine sahip olmasi ise EV siitte birim alanda daha fazla yagin varligi ile
aciklanmaktadir. Evaporasyon islemi sirasinda tiim siit bilesenlerinde esit diizeyde bir
konsantrasyon artisi meydana gelmektedir. Homojenizasyon igleminin koyulastirma
oncesi gerceklesmis olmasina bagl olarak homojenize yaglarin yiizey alanindaki artisin
koyulastirma faktorii ile es oranli olarak gerceklesmesi beklenmektedir. Ayrica, EV
sirasinda uygulanan 1s1l iglem serum proteinlerinin denatiirasyon sicakligiin altinda
gerceklesmesi (60-65 °C) nedeniyle ilave bir serum proteini/MFGM yiizey protein
interaksiyonu zayif bir olasilik olarak degerlendirilmistir. Evaporasyon sonrasi birim
alanda konsantrasyonu artan kiiciik boyutlu yag globiillerinin HGL ve HPL ile temas
yiizeylerinde de artisin meydana geldigi tahmin edilmektedir. Bu durumun dogal olarak
TG tizerinde daha etkin bir HGL-HPL etkisinin olusmasina yol agtig1 diisiniilmektedir.
RS iretiminde kullanilan instant siittozu homojenizasyon sonrasi siitiin yliksek
sicaklikta toz formuna doniistiiriilmiis, ardindan instant siittozu rekonstitiiye edilmistir.
Homojenize siitiin toz forma doniistiiriilmesi sirasinda uygulanan yiiksek 1sil islem
sonucu ilave serum proteini denatiirasyonlarinin meydana gelmesi kagimilmazdir.
Ayrica, RS %13 TKM’ye sahip oldugundan (EV siit %35 TKM’ye sahiptir) birim
alanda daha az lipid konsantrasyonu ve dolayisiyla daha zayif bir HGL-HPL ve TG
temast gergeklestigi tahmin edilmektedir. Elde edilen veriler 1s1ginda; lipid sindirim
etkinligi artirilmis herhangi bir siit bazlh iiriin gelistirme ¢alismasinda evaporasyonun

instant siittozu iiretimine oranla daha etkin bir teknoloji oldugu goriilmektedir.

4.6 Deneme orneklerine ait elektroforetogramlar

UHT ticari siit ve homojenize edilmemis ¢ig siit drneklerine ait SDS-PAGE profilleri
sekil 4.13’de sunulmaktadir. UHT siitiin pH 2’de in vitro gastrik sindirimi sonunda «-
CN, a-CN ve B-CN fraksiyonlarmi temsil eden bantlarin hemen hemen kayboldugu
belirlenmistir (hat 2). pH 6°da in vitro gastrik sindirim sonunda ise k-CN’i temsil eden
bandin biiylik dl¢lide varligini korudugu (hat 3) ancak ¢ig siitte hem pH 2°de hem de pH

6’da gerceklesen gastrik sindirim sonunda kazein bantlariin biiytlik 6l¢iide kayboldugu
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pepsin—>
(xS—CN >

B-CN
xk-CN
B-LG

o-LA

saptanmistir (hat 6-7). Bu durum ¢i§ siitte kazeinin pepsin araciligi ile
hidrolizasyonunun sindirim pH kosulundan etkilenmedigini ancak UHT uygulamasi
sonunda sindirim pH’smin artis1 ile birlikte 6zellikle k-CN degradasyonunun
sinirlandigii gostermektedir. Pankreatik sindirim sonunda UHT siit 6rneginde kazein
fraksiyonlari ile benzer molekiil agirligina sahip ¢ok sayida bandin varlig: tespit edilmis
(hat 4-5) ve bu durumun pankreatik enzim preparatinin protein unsurlarindan
kaynakladigi degerlendirilmistir. Cig ve UHT siit orneklerinin pankreatik sindirim
profillerinin karsilagtirmasi yapildiginda ise (hatlar 4-5 ve 8-9) homojenize edilmemis
¢cig siit orneginde proteolitik degradasyonun daha etkin gerceklestigi goriilmiistiir. Isil
islem ve homojenizasyon uygulamalarinin ortak etkisi ile olusan protein-protein
interaksiyonlart (MFGM yiizey proteinlerinin de yer aldigi interaksiyonlar dahil)
sonucunda olusam protein kompleksinin enzimatik hidrolizasyona daha direngli oldugu

belirlenmistir.

—>

—>
—>

~ 25-32 kDa

} -~18kDa

Sekil 4.13 UHT ticari siit ve homojenize edilmemis ¢ig siit (CS) kremalarina
orneklerinin sindirim iriinlerine ait elektrforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10, w/v), 2: UHT pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: UHT pH 6
gastrik sindirim sonrasi, 4: UHT pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: UHT pH 6
pankreatik sindirim sonrasi, 6: CS pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 7: CS pH 6 gastrik
sindirim sonrasi, 8: CS pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 9: CS pH 6 pankreatik
sindirim sonrast
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~ 25-32 kDa

]' ~18 kDa

Sekil 4.14 150 bar basing altinda homojenize edilen siit 6rneklerinin sindirim iirlinlerine
ait elektrforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10 KM), 2: CSHiso pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3:CSHjsg
pH 6 gastrik sindirim sonrast, 4: PSH150 pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: PSHis50 pH
6 pankreatik sindirim sonrasi, 6: PSH1s50 pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 7: PSHjs50 pH 6
gastrik sindirim sonrasi, 8: CSHiso pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 9: CSHjs0 pH 2
pankreatik sindirim sonrasi

L~ 66 kDa
pepsin —>
OLS-CN %
B-CN —> - ~25-32 kDa
1c-CN
-LG—>
b ~18 kDa
a-LA—>
~14 kDa

Sekil 4.15 200 bar basing altinda homojenize edilen siit 6rneklerinin sindirim tirlinlerine
ait elektrforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10 KM), 2: CSH2 pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: CSHagg
pH 6 gastrik sindirim sonrasi, 4: PSHjq pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: PSH2q0 pH
6 pankreatik sindirim sonrasi, 6: PSH2o0 pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 7: PSH2p pH 6
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gastrik sindirim sonrasi, 8: CSHyo pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 9: CSHyo pH 2
pankreatik sindirim sonrasi

150 bar ve 200 bar basing altinda homojenize edilen ve homojenizasyon Oncesi veya
sonrasi 1s1l isleme tabi tutulan sindirim 6rneklerine ait elektrofortetogramlar sirasiyla
sekil 4.14 ve 4.15°de sunulmaktadir. Burada da ¢ig olarak 150 bar basing altinda
homojenize edilip ardindan 1s1l islem uygulanan 6rnek gruplarmin hem gastrik (sekil
4.14, hat 2-3) hem de pankreatik (sekil 4.14, hat 8-9) sindirim sonrasi protein
degradasyonunun 1s1l iglem gordiikten sonra homojenize edilen 6rnek gruplarina (sekil
4.14, hat 4-5 ve 6-7) oranla daha yiiksek gergeklestigi goriilmektedir. pH 6’da
gerceklestirilen gastrik sindirim sonrasi protein hidrolizasyonunun pH 2’ye oranla daha
siirh kaldigi belirlenmistir (sekil 4.14 ,hat 4-5). Daha az belirgin olmakla birlikte
benzer durum 200 bar basing uygulanmis siit 6rnekleri i¢in de gecerli bulunmustur

(sekil 4.15, hat 4-5).

} ~ 66 kDa

bagh —>

Disiilfid
agregatlar

pepsin

aS-CN
B‘é’:l } ~ 25-32 kDa
.

B-LG —>
} ~18kDa

LA —>
} -~14kDa

Sekil 4.16 %65 yagh c¢ig krema (CKgs) Orneklerinin sindirim iirlinlerine ait
elektrforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10, w/v), 2: pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: pH 6 gastrik
sindirim sonrasi, 4: pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: pH 6 pankreatik sindirim
sonrast
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%65 yagli homojenize edilmemis ¢ig krema 6rneklerine ait sindirim sonrasit SDS-PAGE
profilleri sekil 4.16’da yer almaktadir. pH 2’de gergeklesen in vitro gastrik sindirim
sonrasi k-CN, a-CN ve B-CN bantlarinin yogunlugunda belirgin bir azalma meydana
gelirken pH 6’da gergeklesen gastrik sindirim sonunda k-CN’inin kismen hidrolize
olmadan kaldig: tespit edilmistir (hat 2-3). pH 2 ve 6’da gastrik sindirime ugradiktan
sonra pankreatik sindirime alinan Orneklerde ise kazeinlerin sindirim etkinligi
bakimindan farklilik gozlenmemistir (hat 4-5). 150 ve 200 bar basing kosullarinda
homojenize edildikten sonra 1s1l isleme tabi tutulan %65 yaglh krema Orneklerine ait
SDS-PAGE elektroforetogramlar: sirasiyla sekil 4.17 ve 4.18’de sunulmaktadir. Her iki
basing kosulunda da homojenize edilmemis 6rneklerde oldugu gibi pH 2’de gerceklesen
gastrik sindirim sonunda kazein fraksiyonlarinin sindirim etkinliginin pH 6’da

gerceklesen gastrik sindirime oranla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak,

Disiilfid

bagl } ~ 66 kDa
agregatlar >
pepsin >
g (':CNN ; } ~ 25-32 kDa
k-CN —>
LG —> ~18 kDa
}
LA —> } ~14kpa

Sekil 4.17 150 bar basing altinda homojenize edilen %65 yagl ¢ig krema 6rneklerinin
(CKHss/150) sindirim iiriinlerine ait elektrforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10, w/v), 2: pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: pH 6 gastrik
sindirim sonrasi, 4: pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: pH 6 pankreatik sindirim
sonrast

58



} ~ 66 kDa

Disiilfid
bagh

agregatlar

pepsin >,

a-CN —> ~ 25-32 kDa
B-CN —>

k-CN —>

6-LG S } ~18kDa
a-LA _— ]. ~14 kDa

Sekil 4.18 200 bar basing altinda homojenize edilen %65 yagl ¢ig krema 6rneklerinin
(CKHes/200) sindirim lirtinlerine ait elektrforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10, w/v), 2: pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: pH 6 gastrik
sindirim sonrasi, 4: pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: pH 6 pankreatik sindirim
sonrast

Disiilfid bagh
agregatlar —>

} ~ 66 kDa

pepsin  —>
aS-CN —_—>
B-CN —>
k-CN —> ~ 25-32 kDa
p-LG —> } ~18kDa
LA —> ] ~14kDa

Sekil 4.19 150 bar basing altinda homojenize edilen %65 yaglh pastorize krema
orneklerinin (PKHgs/150) sindirim {iriinlerine ait elektrforetogram.
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Hatlar: 1: Referans siit (%10, w/v), 2: pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: pH 6 gastrik
sindirim sonrasi, 4: pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: pH 6 pankreatik sindirim
sonrasl

Disiilfid bagh
agregatlar —> } ~ 66 KDa
pepsin  —>
OLS—CN —_—
BCN —>
k-CN —> ~ 25-32 kDa
pLc — } ~18kDa
LA —> } ~14kDa

Sekil 4.20 200 bar basing altinda homojenize edilen %65 yagl pastorize krema
orneklerinin (PKHgs/200) sindirim tiriinlerine ait elektrforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10, w/v), 2: pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: pH 6 gastrik
sindirim sonrasi, 4: pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: pH 6 pankreatik sindirim
sonrasi

pankreatik sindirim sonrasinda protein hidrolizasyonu agisindan 200 bar basing
uygulanan Ornekte gastrik sindirim pH’sinin pankreatik sindirim sonrasi protein
hidrolizasyonuna etkisinin olmadig1 gozlenmistir (sekil 4.18, hat 4-5). 150 bar basing
uygulanan Ornekte ise pH 6’da gastrik sindirime ugrayip pankreatik sindirime tabi
tutulan Ornekte kazein hidrolizasyonunun kismen daha smirh kaldig: tespit edilmistir
(sekil 4.17, hat 4-5). Isil igslem sonras1 homojenizasyon uygulanan drneklerde de benzer
bir profil ile karsilasilmis ve hem 150 bar (sekil 4.19) hem de 200 bar (sekil 4.20)
basing altinda homojenize edilen %65 yaglh krema Orneklerinde (PKHgs/150 Ve
PKHss/200) pH 2°de gergeklesen gastrik sindirim sonunda kazein hidrolizasyonunun pH
6’ya oranla daha etkin oldugu belirlenmistir. EV ve RS siitlerin gastrik ve pankreatik
sindirim sonrast SDS-PAGE profilleri sekil 4.21°de yer almaktadir. Evaporasyon ve
instant siittozu iretimi ve ardindan rekonstitlisyon islemleri sonunda kazein

fraksiyonlarinin pH 2’de in vitro gastrik sindirim sonunda daha sinirlt hidrolizasyona
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Disiilfid bagh s,
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pepsin —>
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B-CN
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o-

} ~ 66 kDa

]» ~ 25-32 kDa

~18 kDa

LA S ~14 kDa

Sekil 4.21 Evapore (EV) ve Rekonstitiiye (RS) siitlerin in vitro gastrik ve pankreatik
sindirim tirlinlerine ait elektroforetogram.

Hatlar: 1: Referans siit (%10, w/v), 2: EV siit pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 3: EV siit
pH 6 gastrik sindirim sonrasi, 4: EV siit pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 5: EV siit pH
6 pankreatik sindirim sonrasi, 6: RS pH 2 gastrik sindirim sonrasi, 7: RS pH 6 gastrik
sindirim sonrasi, 8: RS pH 2 pankreatik sindirim sonrasi, 9: RS pH 6 pankreatik
sindirim sonrast

ugradigr belirlenmistir (hat 2-3 ve 6-7). Ayrica, pH 6’da gerceklestirilen gastrik
sindirim sonrasinda pepsini temsil eden bandin daha yogun oldugu gézlenmistir (hat 3
ve 7). Konsantre ve toz iiriinlerde pH 2’de gastrik sindirim sonrasinda pepsinin kismen
hidrolizasyona ugradig: ve buna bagli olarak da agirlikli olarak pepsin tarafindan regiile

edilen kazein hidrolizasyonun daha siirli kaldig1 sonucuna ulagilmstir.

Biiyiik ve kiiclik yag globiillerinin yiizeylerindeki protein konsantrasyonu ve protein
tipleri 6nemli diizeyde farklilik gdsterebilmektedir. Lu vd. (2016) proteom ¢alismalari
sonucunda biiyiik ve kiiclik boyutlu yag globiillerine ait MFG fraksiyonlarinin sirasiyla
49 ve 23 farkli protein icerdigini belirlemistir. Ozellikle, fosfo-aciltransferaz (PAT)
proteinleri MFGM yapisinda yiiksek konsantrasyonda bulunmakta ve lipid
biyosentezinde rol oynamaktadir (Ducharme ve Bickel 2008, Thiele ve Spandl 2008,
Walther ve Farese 2009). Biiyilk boyutlu yag globiillerinin yapisinda daha fazla
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perifilin-2 (ADFP) ve glikolizasyona-bagimli  hiicre adhezyon molekiil 1
(GLYCAM1/PP3) bulundugu (Wolins vd. 2005) ve bu proteinlerin lipid
hidrolizasyonunu kismen inhibe edici rol oynadigi bildirilmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda ele edilen elektroforetogramlarda MFGM proteinlerinden c¢ok kazein
hidrolizasyonu iizerine odaklanildigindan uygulanan SDS-PAGE protokoliiniin kiigiik
boyutlu proteinlerin tespitine olanak vermedigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte; tiim
orneklerde 25-34,5 kDa molekiil agirligi araliginda (pepsinin molekiil agirligi 34,5 kDa)
Ozellikle pankreatik sindirim sonunda bircok bant ortaya c¢ikmistir. Bu bantlarin
lokasyonlar1 hidrolize olmamis kazein fraksiyonlarinin molekiil boyutlarina yakin veya
tizerinde oldugundan bu bantlarin MFGM proteinlerini temsil ettigi diisiniilmektedir.
Siit yag globiillerinin sindirim sirasinda lipoliz mekanizmasinin anlagilmasina yonelik
bircok ¢alisma bulunmaktadir (Michalski 2009, Ye vd. 2010, 2011, Gallier vd. 2012,
2013). Siit yag globiilleri sindirim sirasinda midede pepsinin MFGM iizerindeki
proteinleri hidrolizasyonu sonucu 6nemli bir degisime ugramaktadir (Ye vd. 2011,
Gallier vd. 2012). Cig siitiin gastrik sivi igerisinde pepsin varliginda inkiibasyonu
sonunda bir kuagiilasyon meydana gelmektedir. Major MFGM proteinleri bu gastrik
ortamda farkli diizeylerde hidrolizasyona ugramaktadir. Peptik hidrolizasyona en
direncli protein biitirofilindir ve bu proteini sirasiyla xanthine oxidase (XO), PAS6 ve
PAS7 izlemektedir. Biitirofilin 58 °C’de denatiire olarak molekiilleraras: disiilfit
kopriileri olusturabilmektedir (Appell vd. 1982). XO 60 °C’de 10 dakikada, PAS6 ve 7
ise 80 °C dolayinda denatiirasyona ugramaktadir. XO ve biitirofilin -LG ve a-LA’dan
daha diisiik sicakliklarda denatiirasyona ugramaktadir. Siit 1sitildiginda MFGM-B-LG ve
MFGM-o-LA arasinda distilfit kopriileri kanaliyla interaksiyonlar olusmaktadir
(Dalgleish ve Banks 1991, Houllihan vd. 1992, Kim ve Jimenez-Flores 1995). XO ve
biitirofilinin, B-LG ve a-LA ile interaksiyona girmeden oOnce agregat olusturdugu

bilinmektedir (van Hekken vd. 2017).

Wada ve Lonnerdal (2014) klasik yontemle sterilize (cam sise icerisinde uzun siireli
sterilizasyon) edilen siitlerde in vitro sindirim sonunda proteinlerin hizla degrade
oldugunu ancak bu degradasyon diizeyinin UHT siitlerde daha siirli gergeklestigini
bulmustur. Proteomik analizler, protein sindirilebilirligini siirlayan lactulosyllysine

seviyesinin UHT siitte daha diisiik oldugunu gostermistir. Dolayisiyla, 1s1 ile tetiklenmis
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protein modifikasyonlarinin protein sindirilebilirligi {izerinde potansiyel olarak olumsuz
etkiye sahip olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Miranda ve Péllisier (1987) 1s1 uygulamasi
sonunda siitiin  gastrik bosaltim siiresinin  hizlandigim1  ve in vivo Kkazein
hidrolizasyonunun arttigin1 ileri stirmistiir. Barbé vd. (2013) endiistriyel 1s1
uygulamasinin kazein ve B-LG’nin in vivo kosullarda midede hidrolizasyona karsi
direncini arttirdigin1 gostermistir. Genel olarak; 1s1l islem uygulanmis homojenize siitiin
sindirimi sirasinda serbest yag asidi olusumu protein hidrolizasyon hizindan daha

yiiksek gerceklesmektedir (Tunick vd., 2016).

Proteinlerin gastrik sindirim diizeyi bolusun yapist ile yakindan iligkilidir (Ye vd.,
2016a). Isil islem gormemis siitlin gastrik hidrolizasyonu sonunda kiigiik ve sik
kompartmanlardan olusan bir ag yapist meydana gelirken, 1s1l igslem uygulanmis {iriinde
bolus daha genis bosluklara sahip bulunmustur (Ye vd. 2016a). Sindirim siiresinin
artmast ve pH’nin diismesi ile birlikte 1s1l islem gérmemis siitiin olusturdugu ag yapisi
daha da sikilagmaya baslamaktadir. Olusan bu yapi1 daha az gecgirgen bir ozellige
sahipitir. Bu degisimler, kazeinin gastrik sistemde pepsin araciligi ile hidrolizasyonunu
etkilemektedir. Ye vd. (2017) sindirimin 8. dakikasindan itibaren protein
koagiilasyonunun goriiniir hale geldigini, 10. dakikadan itibaren ise bolus igerisinde
pliriizsiiz bir ylizeyin olustugunu belirlemistir. Bu siirecte kazeinlerin koagulum
yapisina dahil oldugu kaydedilmistir. Gastrik kosullarda, siit proteinleri diisiik pH ve
pepsin varliginda agregatlagmakta (Mulvihill ve Fox 1979) ve piht1 olusturacak sekilde
presipitasyona ugramaktadir. Diisiik pH degerlerinde in vitro sindirim sirasinda siit
protein presipitasyonu daha hizl ilerlemektedir (Tunick vd. 2016). Ye vd. (2017) ise pH
6.2’de dinamik in vitro sindirim modeli kullanarak 1sitilmis ya da ¢ig siitte proteinlerin
kuagiile olabildigini gostermistir. In vivo gastrik sindirim sirasinda pepsin hizla k-CN’i
para-k-CN’e doniistiirmektedir (Miranda ve Péllisier 1983). k-CN’in in vitro kosullar
altinda da diger kazein fraksiyonlarindan daha hizli hidrolize oldugu gosterilmistir (Tam
ve Whiteaker 1972). Ye vd. (2017) kazein miselinin kuagiilasyon davraniginin yag
globiillerinin varligindan bagimsiz ilerledigini ileri siirmiistiir. Bununla birlikte, aym
aragtiricilar homojenize edilmis yaglar1 igeren pihtilarda pithti agirhigimin arttigin
bildirmis ve bu artisin homojenizasyon sonrasi yiizey alam artigi ile iligkili oldugunu

savlamistir. Sindirim sonrasi olusan kuagulum igerisinde serum proteinleri (Donato vd.
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2007) ve misele bagli olmayan serum proteini/k-CN kompleksi (Kethireddipalli vd.
2011) yer almaktadir. Mahé vd. (1996) {iist jejunumdan alinan sindirim sivisindan
mikrofiltrasyon ile saflastirdigi kazein ve B-LG tizerinde gergeklestirdikleri analizler
sonunda kazeinin peptid formunda, -LG’nin ise hidrolize olmamis formda yer aldigini
gostermistir. van Hekken vd. (2017) geleneksel ve organik beslenen siit ineklerinden
elde edilen homojenize ve pastorize siitlerin in vitro gastrointestinal sindirimi sonunda
proteinlerin %85.5-94.5’inin 3 saat icerisinde sindirilebildigini (1 saat gastrik sindirim
ve 2 saat barsak kosullarinda) géstermistir. Ayrica her iki siit grubu arasinda protein

sindirilebilirligi agisindan belirgin farkliliklarin olmadigi da ortaya konulmustur.
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5. SONUC

Tez c¢aligmast kapsaminda, siit yagmin sindirim ve emilim etkinligi {izerine

homojenizasyon basinci ve uygulama sirasinin etkileri arastirilmistir. In vitro kosullarda

iki farkli pH’da (pH 2 ve 6) gerceklesen gastrik sindirim ve ardindan gelen pankreatik

sindirim ile hiicre emilim asamalar1 sonunda a¢iga cikan serbest yag asidi profilleri ve

konsantrasyonlar1 degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeler ¢ercevesinde;

[EEN
1

10-

Homojenizasyon uygulama basimicinin artmasi ile birlikte yag globiil partikiil
boyutunun azaldigi,

Isil islem uygulamasi ile birlikte partikiil boyutunda kismi bir artisin meydana
geldigi,

Homojenizasyon basincinin artmasi ile birlikte zeta potansiyellerinde azalmanin
olustugu,

Siitiin 6nce homojenize edilip ardindan 1s1l isleme tabi tutulmasi durumunda
hem in vitro gastrik hem de in vitro pankreatik sindirim sonrasi toplam serbest
yag asidi diizeyinin 1s1l islem gordiikten sonra homojenize edilen Grneklere
oranla daha yiiksek oldugu,

Gastrik sindirim pH’sinin sindirim etkinligi {lizerine belirgin bir etkisinin
bulunmadigi,

%65 yagl kremanin ve/veya %65 yaglh krema ile yagsiz siit karistminin toplam
serbest yag asidi diizeylerinin homojenizasyon basinct ve 1si1l islem
uygulamasindan bagimsiz oldugu ve birbirlerine yakin bulundugu,

Tim 6rnek gruplarinda pankreatik sindirim agamasinda lipid sindiriminin gastrik
sindirim agsamasina oranla daha yiiksek gerceklestigi,

Tiim 6rnek gruplarinda uzun zincirli yag asitlerinin (C14-Cig:1) kisa ve orta
zincirli yag asitlerine oranla daha yiiksek oldugu,

Siit yagi1 ve proteinlerinin birarada bulundugu sistemde serbest yag asitlerinin
hiicre emilim diizeylerinin daha diisiik oldugu ve diger 6rnekler arasinda belirgin
bir farkin meydana gelmedigi,

Evapore edilmis siit oOrneklerinde (EV; %35 TKM’li) siit yagir sindirim

etkinliginin rekonstitiiye edilmis instant yagh siittozu Orneklerine (RS; %15
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TKM’li) oranla daha yiiksek ancak ticari UHT siit 6rnegine oranla daha diisiik
oldugu,

11-pH 2’de gerceklesen gastrik sindirim sonrasi protein (6zellikle kazein)
hidrolizasyonunun pH 6’ya oranla daha etkin gerceklestigi ve,

12-Siit lipid sindirimi arttirtlmis bir iiriin gelistirme c¢alismasinda evaporasyon
uygulamasinin instant siittozu ve rekonstitiisyon teknolojilerine oranla daha

uygun olacagi sonuglaria ulasilmistir.

Tez calismasinin ¢iktilar1 infantlara (term-preterm), pankreatik yetersizlikleri olan
hastalara, cerrahi sonrasi hastalara ve lipid sindirim sorunu olan hastalara yonelik baz
tiriin formiilasyonlar1 gelistirilmesi i¢in bir 6n veri niteligi tasimaktadir. Lipid sindirim
ve emilim etkinligi temelinde yapilacak degerlendirmeler sonunda secilen
homojenizasyon-isil islem uygulama kosullari kullanilarak ek maliyet olusturmadan
lipid sindirim etkinligi arttirilmis siit esasli 6zel beslenme soliisyonlar1 gelistirilmesi

calismalarina devam edilmesi Onerilmektedir.
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