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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

D VITAMINININ FARKLI ENKAPSULASYON TEKNIKLERI iLE
ENKAPSULASYONU

Seyma Nur AVCI

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

87+X sayfa
2022
Danisman: Dog. Dr. Sibel ULUATA

Bu ¢aligmada, D vitamini enkapsiilasyonu ultrason yontemi ile geleneksel emiilsiyon
ve yiiksek basin¢li homojenizatér kullanilarak pickering emiilsiyon iiretimi yapilmistir.
Emiilsiyon iiretiminde; farkli zincir uzunlugu ve doymamislik oranina sahip ii¢ farkli yag
(Orta zincirli yag asidi iceren yag (MCT), Aygigek ve keten tohumu yagi; %S a/a) ve % 95
su faz1 (bezelye ve mercimek proteini iceren: %0,5 a/a) kullanilmistir. Pickering emiilsiyon
tiretimi i¢in bitkisel proteinlerden jel iiretilerek nanoagregatlar elde edilmis ve emiilgator
olarak kullanilmiglardir. Her iki yontemle elde edilen D vitamini (%0,01) iceren
emiilsiyonlarin fiziksel, oksidatif stabiliteleri ve D vitamini biyogecisliligi ile serbest yag
asidi salimlart karsilagtinlmigtir.  Geleneksel emiilsiyonlarda partikiil  biiyiikligi
0,205%0,00 ile 0,98+0,07 pum, partikiil yiikleri ise -31,2+1,27 ile -49,2+1,90 mV arasinda;
pickering emiilsiyonlarda partikiil boyutu 0,15+0,00 ile 12,6+0,26 pum, partikiil yiikleri ise
-25,240,21 ile -41,242,40 mV arasinda belirlenmis ve fiziksel olarak stabil emiilsiyonlar
elde edilmistir. Oksidatif stabilite testlerinde geleneksel ve pickering emiilsiyonda;
mercimek proteini ile stabilize edilen aygicek ve keten tohumu emiilsiyonlarmin lipit
hidroperoksit ve TBARS degerlerindeki artis ayn1 yaglarin bezelye proteini ile stabilize
edilen emiilsiyonlarina gore daha fazladir. Tiim pickering emiilsiyonlarinin PV ve TBARS
degerlerindeki olusumunun daha yavas oldugu gorilmiistiir. /n vitro sindirim testlerinde;
pickering ve geleneksel emiilsiyonlarda % SYA salinimlar1 %53,9+1,04 ile %115,9+45,21
arasinda Olclilmiis ve aralarinda anlamli  bir farklilik goriilmezken, pickering
emiilsiyonlarda D vitamini biyogegisliliginin yaklastk 2 kat daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, iki yontem karsilastirildiginda geleneksel emiilsiyonlara
gore pickering emiilsiyonlarin daha iyi oksidatif stabiliteye, kontrollii SYA salinimina ve
yiiksek D vitamini biyogecisliligine sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: D vitamini, Enkapsiilasyon, Geleneksel Emiilsiyon, Pickering
Emiilsiyon, Biyogecislilik
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In this study, vitamin D encapsulation was produced in conventional emulsion by
ultrasound method and pickering emulsion using high pressure homogenizer. In emulsion
production; three different oils with different chain lengths and unsaturation ratios
(Medium-chain fatty acid containing oil (MCT), Sunflower and linseed oil; 5% w/w) and
95% water phase (containing pea and lentil protein: 0,5% w /w) was used. For the
production of Pickering emulsion, gels were produced from vegetable proteins and
nanoaggregates were obtained and used as emulsifiers. The physical and oxidative stability
of emulsions containing vitamin D (0.01%) obtained by both methods, bioavailability of
vitamin D and free fatty acid releases were compared. In conventional emulsions, particle
sizes were determined between 0,205+0,00 and 0,98+0,07 um, and particle charges were
determined between -31,2+1,27 and -49,2+1,90 mV; In pickering emulsions, particle sizes
were 0,15£0,00 to 12,6£0,26 pm, particle charges were -25,2+0,21 and -41,2+2,40 mV.
All emulsions were physically stable. The oxidative stability in conventional and pickering
emulsions; the increase in hydroperoxide and TBARS values of sunflower seed and
flaxseed emulsions stabilized with lentil protein is higher than that of the same oil
emulsions stabilized with pea protein. The formation of all pickering emulsions in PV and
TBARS values were observed to be slower. In in vitro digestion test; while %FFA
emulsions in pickering and conventional emulsions were measured between %53,9+1,04
and %115,9+5,21 and no significant difference was found between them, in pickering
emulsions, bioavailability of vitamin D was observed to be approximately 2 times higher.
As a result, when compared, it was determined that pickering emulsions had better
oxidative stability, controlled FFA release and higher vitamin D bioavailability than
conventional emulsions.

Keywords: Vitamin D, Encapsulation, Conventional Emulsion, Pickering Emulsion,
Bioavailability

xi



1. GIRIS

D vitamini, insan saghiini korumak ve bagisiklik sistemini gelistirmek i¢in diyetle
alinmas1 gerekli olan hidrofobik bir mikro besindir. Oncelikli olarak D, vitamini
(ergokalsiferol) ve D3 vitamini (kolekalsiferol) olmak tizere iki farkli molekiiler formda
bulunur. Insanlarda, D3 vitamini formu D, vitamini formundan daha fazla biyolojik etkiye
sahiptir ve genellikle 1518a maruz kaldiktan sonra cilt tarafindan sentezlenir. Birtakim
onemli biyokimyasal yolun kontroliinde kritik bir rol oynayan D3 vitamininin biyolojik
olarak aktif formu kalsitrioldiir. (25-dihidroksi vitamin D3). Yeterli giines 1s18ina maruz
kalmayan kisilerde ve metabolik (obezite veya hiperparatiroidizm) veya gastrointestinal
(¢Olyak veya inflamatuar bagirsak hastaligl) bozukluklar1 olan kisilerde genellikle vitamin
D; eksikligi goriilmektedir (Winuprasith ve dig, 2018). insan saglig1 icin gerekli olan
nutrasotik bir ajandir ancak bu vitaminin miktari, ¢ogu gidada yeterli degildir ve bu
nedenle birgok {iretici vitaminle zenginlestirilmis irtinler gelistirmeyi tercih etmektedir
(Sharifi ve Jahangiri, 2018). D vitamini ¢evresel streslere (1s1k, 1s1 ve oksijen gibi) karsi
oldukg¢a hassas olmasi ve kolayca oksitlenebilirliginden dolay1 islevselliginde ve fizyolojik
faydalarinda kayiplar meydana gelmektedir (Ozturk ve dig, 2015). Bu yiizden gida isleme
sirasinda  bozulmaya karst korumak icin emiilsiyon bazli dagitim sistemleri tercih
edilmekte ve daha kararli bir emiilsiyon, D vitamininin daha yiiksek korunmasia yol

acmaktadir (Sharifi ve Jahangiri, 2018).

Emiilsiyon, sivilardan birinin diger sivi i¢inde kiiglik kiiresel damlaciklar halinde
dagildig: birbiri icinde ¢oziinmeyen iki sividan olusan sistemlerdir (McClements, 2007).
Lipofilik aktif bilesenlerin (biyoaktif lipitler, yagda ¢6ziinen vitaminler, antimikrobiyaller,
antioksidanlar, nutrasotikler ve ilaclar gibi) oral tiikketime uygun olmalar1 i¢in sulu ortama
dahil edilmesi gereken bir ¢ok ticari uygulama vardir ve bu uygulamalara gidalar, saglik
hizmetleri iiriinleri ve ilaglar 6rnek olarak verilebilir. Bu amaca ulagsmanin en uygun
yollarindan biri, lipofilik aktif bilesenleri mikroemiilsiyonlar, nanoemiilsiyonlar veya
emiilsiyonlar gibi kolloidal tabanli dagitim sistemleri ic¢inde kapsiillemek oldugu
bildirilmistir (Ziani ve dig, 2012). Son yillarda farkli bir emiilsiyon tiirii olan pickering
emiilsiyonlar1 olarak da adlandirilan partikiil stabilize emiilsiyonlara artan bir ilgi soz

konusudur (Berton Carabin ve Schroen, 2015).



Geleneksel emiilsiyonlarda stabilizasyon yiizey aktif maddeler araciligiyla, pickering
emiilsiyonlarda ise kat1 parcaciklar tarafindan saglanir (Jiang ve dig, 2020). Genel olarak,
Pickering emiilsiyonlari, Ostwald olgunlagsmas1 ve koelesans gibi fiziksel degisimlere karsi
olaganiistii bir stabilite gosterir (Tavernier ve dig, 2016). Emiilsiyonlar termodinamik
olarak kararsiz sistemler olup cesitli fizikokimyasal mekanizmalar nedeniyle zamanla
par¢alanma egilimindedirler. Bu nedenle, emiilgatorler uzun siireli stabilite saglamak i¢in
emiilsiyonlara dahil edilmektedir. Emiilsiyonlar1 stabilize etme yeteneklerine ek olarak,
kullanilan emiilgatoriin dogasi da emdiilsiyon olusumunun kolayligini ve son iiriiniin
fonksiyonel ozelliklerini belirlemektedir (McClements ve Jafari, 2018). Bircok protein, su
icinde yag emiilsiyonlarinda olusumu kolaylastirma, stabiliteyi gelistirme ve istenen
fizikokimyasal 6zellikleri tiretme yeteneklerinden dolay1 emiilgator olarak kullanilabilen
yiizey aktif molekiillerdir. Proteinler, insan diyetinde enerji, olagan viicut biiylimesi ve
isleyisi i¢in ihtiyag duyulan Onemli makro besinler arasindadir. Bitkisel proteinler,
hayvansal proteinlere nazaran daha iyi ve daha ucuz bir alternatif olmustur. Bitkisel
proteinler, son yillarda gida endiistrisinde ucuz olmalari, benzer besleyici ve fonksiyonel
ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle, farkli {riinlerin hazirlanmasinda hayvansal ve siit
proteinlerinin yerine ge¢mektedir. Sentetik ve hayvansal igerik igermediginden dolay1
veganlar ve vejeteryanlar gibi 6zel beslenme ihtiyaclari olan tiiketiciler i¢in daha uygundur

(Sharif ve dig, 2018).

Bu calismada farkli bitkisel proteinler, farkli yaglar kullanilarak ultrasonikator ve
yiiksek basingli homojenizator cihazlariyla sirasiyla geleneksel emiilsiyonlar ve pickering
emiilsiyonlar hazirlanmistir. Bu emiilsiyonlarin ¢evresel kosullarda (sicaklik, pH, iyonik
siddet) fiziksel stabiliteleri, oksidatif stabiliteleri arastirllmistir. Ayrica hazirlanan
emiilsiyonlarda simiile edilmis gastrointestinal sistemdeki lipit emiilsiyonlarinin serbest
yag asidi (SYA) salimimi ve D vitamininin biyogegisliliginin lipit varliginda degisimi
arastirilmistir. Sonug olarak D vitamini igeren bitkisel proteinlerle stabilize edilen farkli
emiilsiyonlarin 6zellikleri karsilastirarak model gida uygulamalarinda kullanilabilirligi

arastirilmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 D Vitaminin Yapisi ve Fonksiyonu

Cesitli formlarda bulunan yagda ¢oziinen bir sterol grubu olan D vitamininin diger
formlara gore biyolojik ve kimyasal yonden onemli olan iki farkli formu bulunur (Sekil
2.1). Bunlardan biri hayvansal kaynakli gida maddelerinde bulunan kolekalsiferol (D5
vitamini) ve bir diger formu ise yabani mantarlar gibi bazi mantarlarda bulunan
ergokalsiferoldiir (D, vitamini) (Elsori ve Hammoud, 2018). Vitamin D3, 7-
dehidrokolesterolden (D3 provitamini) 290-315 nm dalga boyunda ultraviyole B 1sinlar
ile radyasyon ve sicakligin etkisi altinda deride sentezlenir (Glerup ve dig, 2000).
Ergokalsiferol olarak da bilinen D, vitamin 22 (C22) ve 24. (C24) karbon atomlar1
arasindaki cift bag ve 24. karbon atomuna bagli metil grubu bulundurmasindan dolay1 D3
vitamininden ayrilir (Sekil 2.1). Bu durum Dj vitaminin D, vitaminine gore biyolojik

etkinliginin 3-10 kat daha fazla olmasina yol agar (Akkoyun ve dig, 2014).

Sekil 2.1: D3 ve D, bilesikleri arasindaki biiyiik yapisal farki gosteren (mavi) 25-
hidroksivitamin D3 (solda) ve 25-hidroksivitamin D;'nin (sagda) yapilar1 (Chouinard ve
dig, 2017).



Glines 15181 D vitamini i¢in ¢ok 6nemli bir kaynaktir. Normal sartlar altinda deri,
viicudun D vitamini ihtiyacinin %80- 100'ini karsilayabilmektedir (Hatun ve dig, 2003).
Insan derisinde, ultraviyole 15182 maruz kalmanin bir sonucu olarak olusan D vitamini
biyolojik olarak aktif degildir (Reid ve Bolland, 2020). Deride iiretilen ve diyetle alinan D
vitaminini ilk olarak karacigerde 25 hidroksilaz enzimi ile 25 hidroksivitamin D’ye
[25(OH)D], daha sonrasinda bobreklerde 1,a-hidroksilaz enzimi ile biyolojik olarak aktif
form olan 1,25 dihidroksivitamin D’ye [1,25(OH),D] donistiiriiliir (Fidan ve dig, 2014)
(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: D vitamini sentezi ve metabolizmas1 (Un ve Duman, 2019).



2.2 D Vitamini Kaynaklari

D vitamini genellikle "gilines 15181" vitamini olarak bilinir. Cildin giines 1s181ina maruz
kalmasi sonucu sentezlenir ve boylece tavsiye edilen alimin yaklasik olarak %80'i bu
sekilde viicuda saglanmis olur. Gilines 1518ma sinirli diizeyde maruz kaliniyorsa, yeterli
alim miktarin1 karsilamak icin besinsel kaynaklarina bagimlilik artar. Bu yiizden D
vitamini agisindan zengin olan gidalara ihtiya¢ duyulur ve bu gidalar arasinda uskumru,
sardalye, karaciger, somon gibi yagh baliklar ve az miktarda olsa yumurta ve kirmizi et
gibi diger besinler bulunur. Bu besinler haricinde ton baligi, siit, maydanoz, su teresi,
brokoli gibi besinlerde D vitamini acisindan zengin besinler grubuna eklenilebilir. Cizelge
2.1°de baz1 gidalarin D vitamini igerigi gosterilmistir. Her ne kadar bu besinler D vitamini
bakimindan zengin olsa da hi¢cbir gida maddesi giinliik alinmasi gereken D vitaminini tam
olarak kargilayamamaktadir ve bu yiizden D vitamininin diyetsel aliminda takviye edilmis

yiyecekler biiyiik bir oneme sahiptir (Cribb ve dig, 2015).

Amerikan Tip Birligi Gida Konseyi rasitizme engel olmak icin ilk olarak 1933'te D
vitaminini siite takviye etmistir. Siit, cocuklar, hamile ve emzikli kadnlar i¢in temel bir
gida maddesi oldugu ve insanlarin kemik gelisimi icin gerek duydugu iki besin maddesi
olan fosfor ve kalsiyum bakimindan yiiksek oldugu i¢in besin araci olarak secilmistir

(Dwyer ve dig, 2015).

Tiirk Gida Kodeksi gidalara vitaminler, mineraller ve belirli diger 6gelerin eklenmesi
hakkinda yonetmelik hiikiimlerine gore D vitamini ergokalsiferol ve kolekalsiferol
formlarinda gidalara eklenebilmekte ve buna ek olarak Mevzuatta madde 6°da belirtildigi
gibi vitaminler ve minerallerin eklenmesiyle ilgili bazi kisitlamalar yer almaktadir. Bu
yonetmelikte meyveler, sebzeler, balik, kirmizi ve kanath et dahil islenmemis gidalar ve
hacmen alkol miktart %1,2’den fazla olan iceceklere vitamin ve minerallerin

eklenemeyecegi bildirilmistir (TGK, 2017).



Cizelge 2.1: Baz1 gidalarin D vitamini icerigi (O’Mahony ve dig, 2011).

BESINLER D Vitamini Icerigi (ng/100 g)
BALIK

Morina karacigeri yagi 210,0-250,0
Somon, vahsi (Pasifik) 13,1247
Somon, vahsi (Atlantik) 5,9

Somon, ¢iftlik 6,0

Ringa baligi, Baltik, ¢ig 5,7-15,4
Kipper filetosu, ¢ig 8,0
Uskumru, ¢ig 8,8-16,1
Sardalya, salamurada konserve 4,6

Ton baligi, yagda konserve 6,7

Hamsi, yagda konserve 1,7-3,0

Morina Eser miktar-2,6
Dil balig1 Eser miktar-2,8
MANTARLAR

Mantarlar, yabani olarak 13,6-29,8
yenilebilir (Cantharellus tubaeformis)

Mantar, Cantharellus cibarius 5,3-14,2
Mantar, beyaz diigme (Agaricus bisporus) 0,2

Mantar, beyaz diigme (Agaricus bisporus), UV 1s1nl 11,9




Cizelge 2.1 (devam): Baz1 gidalarin D vitamini igerigi (O’Mahony ve dig, 2011).

GUNLUK BESINLER

Siit, biitiin, takviye edilmemis 0,1
Siit, gliclendirilmis 1,3-2,0
Peynir, ¢cedar 0,3-0,6
Yogurt, sade 0,1

ET VE YUMURTA

Karaciger, sig1r eti, ¢ig 1,2
Sigir eti, kaburga eti, ¢ig 0,1
Domuz eti, kurutulmus domuz pastirmast, ¢ig 1,6
Jambon 0,7-1,1
Tavuk, gbgiis, ¢ig 0,1
Tirkiye, dilimler 2,2
Tereyagi 1,5
Yumurta, biitiin, ¢ig 1,8-2,05
Yumurta, sarisi, ¢ig 4,9-54
TAHIL URUNLERI

Kahvaltilik gevrekler, takviye edilmis 2,8-8,3
Takviye edilmis ekmek 3,0

Ciftlikte yetisen somon baliginda verilen yeme gore D vitamini icerigi degismektedir.

Mantarlar kategorisinde ise D vitamini D, formunda bulunmaktadir (O’Mahony ve dig,

2011).




2.3 D Vitamini Diizeyleri Giinliik Alinmasi1 Gereken Dozajlar ve Toksisite

Son zamanlarda, yapilan kliniksel arastirma makalelerinde Kuzey Amerika ve diinya
capindaki niifusun biiyiik bir boliimiiniin D vitamini agisindan “eksik” oldugu sonucuna
vartlmistir. Besin 0gesini “eksikligi” veya “yetersizligi” kavramlarinin neyi ifade ettigini
anlamak icin tip enstitlisiiniin besin 6gesi referans degerlerinin ne oldugunu bilmek,

tanimlamak ve ifade etmek gerekir (O’Shea ve Bindman, 2016).

Institute of Medicine (IOM), Dietary Reference Intakes (DRIs) olarak adlandirilan
insanlarin besin alimlarini tasarlamak ve degerlendirmek icin kullanilan bir takim referans
degerler gelistirmistir. Bu referans degerler ingilizce kaynaklarda Estimated Avarage
Range (EAR) ve Recommended Daily Allowance (RDA) olarak tanimlanmaktadir (Senkal
ve dig, 2018). EAR degeri normal bir dagilimdaki ortalama gereksinim ifade eder ve niifus
geneli icin en uygun gereksinimi yansitirken, ikinci bir DRIs referans degeri olan RDA,
dagilimin en yiiksek ucunda olan insanlar i¢in tahmin edilen gereksinimi yansitmaktadir

(O’Shea ve Bindman, 2016).

D vitamininin kemik sagligindaki énemli roliinden dolayt EAR’ da 1 ila 70 yas arasi
kisiler i¢in giinde 400 Internatinal Unit (IU) ve 70 yasindan biiyilik kisiler i¢in ise kisi
basma 600 IU; RDA' da ise sirasiyla giinde 600 IU ve 800 IU alinmasinin uygun oldugu
bildirilmistir. Cizelge 2.2°de yas gruplarina gére D Vitamini Igin Diyet Referans Alimlar
gosterilmigtir. (O’Shea ve Bindman, 2016). Akut toksisite, D vitamini dozlarinin 10.000
IU/giin'i agmasindan kaynaklanmakta ve bu seviye IOM tarafindan Onerilen 4000
IU/giinliik iist limitinden daha fazladir (Marcinowska-suchowierska, 2018). D vitamini i¢in
belirlenen {ist seviye alimi 6lgegin iist ucundaki giivenli sinirt belirtir ve bu sinir insanlarin
thtiya¢ duydugu veya tiiketmesi gerekli olan miktarlar olarak yanlis anlasilmamalidir. Bu
degerler yasa gore farklilik gosterebilir ve D vitamininin 6nerilen giinde 4.000 1U'yu
gectigi durumlarda zarar verme riskinin artmaya bagladigi sonucuna varilmistir (Bandeira

ve dig, 2010). D vitamini i¢in 11U=40 pg’dir (Cannell ve Hollis, 2008).



Cizelge 2.2: D Vitamini I¢in Diyet Referans Alimlar1 (R. Gupta ve dig, 2019).

EAR RDA UST SEVIYE
(IU/giin) (IU/giin) ALIMI(IU/giin)
0 ila 6 ay aras1 bebekler 200 200 1000
6 ila 12 aylik bebekler 260 260 1500
1-3 yas 400 600 2500
4-8 yas 400 600 3000
9-13 yas 400 600 4000
14-18 yas 400 600 4000
19-30 yas 400 600 4000
31-50 yas 400 600 4000
51-70 yas aras1 erkek 400 600 4000
51-70 yas arast kadin 400 600 4000
> 70 yasinda 400 600 4000
14-18 yasinda, 400 600 4000
hamile/emziren
19-50 yasinda, 400 4000

hamile/emziren




2.3.1 D vitamini eksikligi

D vitamini eksikligi énemli bir halk sagligi problemi haline gelmis ve yapilan son
arastirmalarda diinya genelinde bir milyardan fazla insanin D vitamini eksikligi oldugu
sonucuna vartlmistir (Wood ve Cheetham, 2016). Biyolojik olarak aktif form olan 1,25
(OH),D’nin D vitamini eksikligi olan ¢ocuklarda ve yetiskinlerde normal veya yiiksek
oldugu durumlar olabilmekte ve bu yiizden D vitamini durumu hakkinda saglikli bir bilgi
verememektedir. Bu yiizden kandaki D vitamini durumunu belirlemek i¢in 25(OH)D'nin

diizeyine bakmanin en iyi yontem oldugu bildirilmistir (Hossein-Nezhad ve Holick, 2013).

D vitamini diizeyleri hakkinda bir¢ok fikir ortaya atilmis ve serumdaki 25(OH)D <20
g/ml (veya 50 nmol/l) degerinin eksikligi, 20-30 g/ml (veya 50 ila 75 nmol/l) araliinda
yetersizligi ve > 30 g/ml (veya 75 nmol/l) diizeyinde D vitamini yeterliligini gosterdigi
sonucuna varilmistir (Das ve dig, 2013). Kandaki serum 25(OH)D Konsantrasyonu ve bu

konsantrasyonlara gore saglik iizerindeki etkileri ¢izelge 2.3’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3: Kandaki serum 25(OH)D Konsantrasyonu ve Saglik tizerindeki Etkileri (R.
Gupta ve dig, 2019).

Serum D vitamini Saghk durumu
konsantrasyonu
nmol/l g/ml

Bebeklerde ve ¢ocuklarda rasitizme, yetiskinlerde

<30 <12 osteomalaziye neden olan D vitamini eksikligi
30ile < 50 12 ile <20 | Kemik ve genel saglik i¢in yetersiz
>50 >20 Kemik ve genel saglik i¢in yeterli

Ozellikle > 150 nmol/l (> 60 g/ml) gibi yiiksek
> 125 > 50 seviyelerde potansiyel yan etkiler
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Bir steroid hormonu olan D vitamini, kalsiyum ile fosfor metabolizmas1 ve bagisiklik
sistemi lizerinde bir¢ok etkisi bulunmaktadir (Hintzpeter ve dig, 2008). D vitamininin
olmadig1 durumlarda diyetteki kalsiyumun yalnizca %10-15", fosforun ise yaklasik %60"
emilebilmektedir. 1,25-dihidroksivitamin D'nin D vitamini alicis1 ile karsilikli etkilesimi,
bagirsaktan kalsiyum emiliminin verimliligini %30-40'a, fosfor emiliminin verimliligini ise
yaklagik olarak %80'e kadar arttirmaktadir (Holick, 2007). D vitamini kemik ve mineral
metabolizmast i¢in ¢cok Onemli bir yere sahiptir (Pilz ve dig, 2019). Sanayi devrimi
baslamasi ile birlikte D vitamini eksikligi ortaya ¢ikmis ve gilines olmayan, dar sokak
aralarinda yasayan c¢ocuklarda siddetli kemik hastalig1 olan rasitizmin belirtileri olan
bliylimede yavaslama, bacaklarin egilmesi, biikiilmesi ve uzun kemiklerin uglarinin
genislemesi gibi sorunlarla karsilasgilmistir (Holick, 2003). D vitamini eksikligi rasitizm ve
osteomalazi gibi kemik hastaliklar1 haricinde bir¢ok kronik hastalik riskini de

tetikleyebilmektedir (Pilz ve dig, 2019).

Ev gibi kapali mekanlarda ¢ok vakit gegirmek, siddetli hava kirliligi, uzun siireli bulut
ortiisii, cildin giysilerle kapatilmasi ve giines kremi kullanmak ciltteki D vitamini {iretimini
ciddi anlamda kisitlamaktadir (Kohlmeier, 2020). Giines kremleri, UVB ve bir miktar
UVA (321-400 nm) radyasyonu deriden iceri girmeden once emilimine neden olur (Holick
ve dig, 2018). Insan derisinde previtamin Dj iiretiminden sorumlu olan 290-315 nm dalga
boylarina sahip gilines spektrumunun UVB kismidir. Bu yiizden, epidermise ulasan UVB
fotonlarmin sayisindaki degisiklik D3 vitamininin kutandz iiretiminde bir etkiye neden
olabilmektedir (Holick, 2003). Kuzey enlemlerinde, 0Ozellikle kis aylarinda UVB
radyasyon, D vitamininin ciltteki sentezi i¢in ¢ok diisiiktiir (Itkonen ve dig, 2018). Kis
aylarinda giinesin zenit agis1 arttik¢a glines 15181 stratosferik ozon tabakasindan daha egik
bir aciyla siiziiliir ve bu da diinya ylizeyine ulasan previtamin D3 iiretiminden sorumlu olan
UVB 15181inin azalmasma neden olur (Webb ve dig, 1988). Giines 15181 kis aylarinda
37°K'nin iizerinde ve 37°G'nin altindaki enlemlerde deride D3 vitamini sentezini baglatmak

i¢in yetersiz kalir (Holick, 2006).
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2.3.2 D vitamini fazlahg

D vitamini toksisitesi hipervitaminoz D olarak da adlandirilan, nadiren goriilsede insan
viicudunda agir1 miktarda D vitamini bulundugunda ortaya ¢ikan ciddi bir durumdur. D
vitamini toksisitesine genellikle gidalardan alinan veya glinese maruz kalma sonucunda
sentezlenen degil de yiiksek dozlarda takviye D vitamini almak sebep olmaktadir. Viicut
giinese maruz kalma yoluyla iiretilen D vitamini miktarin1 diizenlemekte ve alinan
takviyeli gidalar ¢cok miktarda D vitamini icermemektedir (A. K. Gupta ve dig, 2014).
Yeterli D vitamini igin gerekli olan UVB radyasyonu miktari, derinin en az oranda
kizarmasi ile iiretilen D vitamini veya agizdan alinan 10.000-25.000 IU D vitamini
miktarindan hesaplanabilmektedir. Minimum kizarma cildin pembeye donmesi igin
gereken siire olarak tanimlanabilir. Bu siirenin uzunlugu cografi konuma, cilt rengine,
viicut yag yilizdesine ve yasa gore degismektedir. Asir1 giines 1s1gma maruz kalinmast
sonucunda D vitamini gilines 1s181n1 ayristirmakta ve bu yiizden giines 15181 intoksikasyona

neden olmamaktadir (Alshahrani ve Aljohani, 2013).

D vitamini eksikligi, azalmig kalsiyum emilimi ve bunun sonucunda ikincil
hiperparatiroidizm ile alakalidir ve bu da kan sivisinda yeterli kalsiyum
konsantrasyonlarini korumak i¢in kemikten kalsiyum alimina neden olmaktadir. Ayni
sekilde, D vitamini toksisitesinde ise, bagirsaktan artan kalsiyum emilimi ve hiperkalsemi
ile alakalidir. Ayrica, D vitamini fazlaligi kemik emilimini artirarak kalsiyum seviyelerini
daha da artirabilmektedir (P. N. Taylor ve Davies, 2018). D vitamini fazlaligina baglhh VDT
(hipervitaminoz D), ciddi saglik sorunlarina yol agan kalict veya uzun siireli siddetli
hiperkalsemi ile karakterize edilmis klinik bir durumdur. Hiperkalsemi, D vitamininin
yiiksek dozlarmin veya D vitamini metabolizma iirlinlerinin [25(OH)D, 1,25(0OH),D]
kontrolsiiz kullanimindan sonra gelisir (Marcinowska-suchowierska, 2018). Hiperkalsemi
ozellikle down sendromlu veya tiroit bezi gelismemis olan bebeklerde bagirsak emiliminin
artmas1 veya D vitamini metabolizmasinin azalmasi durumunda ortaya ¢ikmaktadir (Ozkan
ve dig, 2012). Artan bagirsak kalsiyum emilimine bagl hiperkalsemi tedavisinde diyetle
alman kalsiyumun ve D vitamini aliminin azaltilmasi ise yaramaktadir. Ancak serum 25
(OH) D vitamini diizeyi yiiksek oldugu durumlarda her zaman hiperkalsemi
goriilmeyebilir. Yonergelerde D vitamini intoksikasyonu i¢in serum 25(OH) vitamin D

>150 pg/L ve kalsiyum>10.5 mg/dL olarak tarif edilmektedir (A. K. Gupta ve dig, 2014).
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2.4 Emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar, birbiri i¢inde karismayan iki veya daha fazla sividan meydana gelen
sistemlerdir (Pal, 2011). Gida sistemlerindeki damlaciklarin ortalama ¢ap1 100 nm ile 100
um arasindadir ancak bazi sistemlerde damlaciklarin ortalama ¢ap1 daha biiyiik veya daha
kiiciik olabilmektedir (McClements ve dig, 2007). Su ve yagdan olusan bu sistemlerde
suda coziinmeyen kistm yag fazi olarak adlandirilir (Chen ve dig, 2020). Bir
emiilsiyondaki damlaciklar1 olusturan maddeye dagilmis faz, etrafindaki siviy1 olusturan
maddeye ise siirekli faz denir. Bir yag fazinda dagilmis su damlaciklarindan olusan bir
sisteme yag i¢inde su (S/Y) emiilsiyonu, sulu bir fazda dagilmis yag damlaciklarindan
olusan bir sisteme ise su i¢inde yag (Y/S) emiilsiyonu denilmektedir (McClements ve dig,
2007). Su i¢inde yag emiilsiyonlarina mayonez dahil ¢ogu gida emiilsiyonu ve yag icinde
su emiilsiyonlara ise margarin 6rnek verilebilir. Emiilsiyonlar, yag ve su fazlarmin
bulunduklar1 konumlarma gore uygun bir sekilde siniflandirilabilirler. Partikiil ¢aplarina

gore siiflandirilan ve bazi 6zellikleri verilen emiilsiyonlar ¢izelge 2.4’te gosterilmistir.

Cizelge 2.4: Partikiil ¢aplarina gore emiilsiyonlar (A. Gupta ve dig, 2016).

Makroemiilsiyon Nanoemiilsiyon Mikroemiilsiyon
50,

Boyut 1-100 pm 20-500 nm 10-100 nm
Sekil Kiiresel kiiresel kiiresel, katmanh
stabilite termodinamik olarak | termodinamik olarak | termodinamik olarak

kararsiz, zayif Kinetik | kararsiz, kinetik acidan | stabil

stabilitesi zayif stabil
hazirlama yiikksek ve diisiik enerji | yiikksek ve diisiik enerji | diisiik enerji yontemleri
yontemi yontemleri yontemleri
polidispersite | genellikle yiiksek genellikle diisiik genellikle diisiik
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Geleneksel bir emiilsiyon olan makroemiilsiyonlar ortalama yarigaplart 100 nm ile 100
um arasinda olan damlaciklara sahiptirler. Damlaciklar 15181n dalga boyuna (d = A) benzer
bir boyuta sahip ve c¢ok giiclii bir sekilde 1s1k sagtig1 i¢in optik olarak bulanik veya opak
olmaya yatkindirlar (McClements, 2010). Geleneksel emiilsiyonlar, ozellikle bir Y/S
emiilsiyonundaki yag damlaciginin hidrofobik alaninda ¢6ziilebilen lipofilik bilesenler igin
kararli dagitim sistemleri olarak bilinmektedir. Yag i¢inde su geleneksel emiilsiyonlarda
lipofilik bilesiklerin kapsiillenmesi ve dagitilmasi, hazirlama kolaylig1 ve diisiik maliyet,
yag-su arayiiziinii tasarlayarak bilesenin fiziksel ve kimyasal stabiliteside dahil bircok
avantaji vardir. Ancak, geleneksel emiilsiyonlar bu kosullar altinda fiziksel ve kimyasal
kararsizliga yol acabilecek cevresel zorluklara karsi (1sitma, sogutma, yiiksek pH, ve

yiiksek iyonik kuvvet) hassas olmalarindan dolay birtakim dezavantajlart vardir.

Fiziksel kararsizlik koalesans, flokiilasyon, Ostwald olgunlagmasi veya kremalagmay,
kimyasal kararsizlik ise oksidasyon ve hidrolizi icermektedir (Niakousari ve dig, 2018).
Geleneksel emiilsiyonlar, kolay hazirlanmalar1 ve diisiik maliyetlerinden dolayr daha
karmasik lipit bazli dagitim sistemlerine kiyasla daha ¢ok tercih edilmektedir (P. Taylor ve

dig, 2009).

Son zamanlarda, emiilsiyon teknolojisinde gidalardaki uygulama alanlarini
genisletebilecek bir dizi ilerleme kaydedilmistir. Pickering emiilsiyonlari, yiiksek i¢ fazli
emiilsiyonlar, nanoemiilsiyonlar ve ¢oklu emiilsiyonlar gibi bir¢cok yeni emiilsiyon tiirleri

gelistirilmistir (Bai ve dig, 2021).
2.4.1 Pickering emiilsiyon

Pickering emiilsiyonlari, su ic¢inde yag (Y/S), yag icinde su (S/Y) veya coklu
emiilsiyonlarda ylizey aktif maddeler yerine kat1 parcaciklar tarafindan stabilize edilen bir
emiilsiyon ornegidir (Chevalier ve Bolzinger, 2013) (Sekil 2.3). ilk olarak 20. yiizyilin

baslarinda Ramsden ve Pickering tarafindan tanimlanmistir (Jiang ve dig, 2020).
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Sekil 2.3: Bir Pickering emiilsiyonunun ve geleneksel (ylizey aktif madde bazli) bir
emiilsiyonun kabaca sekli (Chevalier ve Bolzinger, 2013).

Genel olarak emiilsiyonlar iki karismayan faz arasindaki yiiksek yiizey enerjisinden
dolay1 kararsiz sistemlerdir. Geleneksel emiilsiyonlar yag-su ara yiizey gerilimini azaltan
ve s1vi damlaciklarin etrafinda molekiiler bir tabaka olusturan yiizey aktif maddeler veya
amfilik polimerler tarafindan stabilize edilirler (Jiang ve dig, 2020). Pickering emiilsiyon
yonteminde ise genel olarak kullanilan emiilgatorler yerine stabilizasyon kati parcaciklar
ile saglanir. Bu emiilsiyonun stabilizasyonu ise emiilsiyon damlaciklarinin yiizeyinde kat1
parcaciklarinin adsorpsiyonu yoluyla karismayan iki faz arasindaki arayiizey enerjisini
azaltarak gerceklesir (Sharkawy ve dig, 2020). Adsorpsiyon mekanizmasi yiizey aktif
maddelerden ¢ok farklidir, ¢iinkii kati parcaciklarin amfifilik olmasi gerekmemektedir

(Chevalier ve Bolzinger, 2013).

Kat1 pargaciklarin yiizeyinin su ve yag tarafindan kismen 1slanmasi, kat1 parcaciklarin
yag-su ara ylizeyinde giicli bir sekilde baglanmasindan kaynaklanir (Chevalier ve
Bolzinger, 2013). Pickering emiilsiyon partikiilleri hem yag hem de su faz1 tarafindan
kismi ¢ift 1slanabilirlik 6zelligine sahip pargaciklar tarafindan stabilize edilir ve bu da
partikiillerin yag-su arayiiziinde birikmesine neden olur. Kati parcaciklar tarafindan
stabilize edilen emiilsiyon tiirii, yag-parcacik-su ara yiizeyindeki temas agisindan yola

cikarak belirlenebilir. Temas agis1 90°den biiyiik olan pargaciklar genellikle yag i¢inde su

15



(S/Y) emiilsiyonlarin1 temas agis1t 90°'den kii¢iik olan pargaciklar ise su icinde yag (Y/S)

emiilsiyonunu olusturur (Chen ve dig, 2020).

2.4.2.1 Emiilsiyonlarda lipit faz

Bitki ve hayvan kaynaklarindan elde edilen lipitler, biiyiime ve gelisim i¢in ihtiyag
duyulan temel besinler olduklari i¢in insan beslenmesinde ©nemli bir yere sahiptir
(Acevedo Fani ve Singh, 2022). Normal diyette, lipitler toplam kalorinin %20 ila %40'ina
katkida bulunur ve insan viicudu tarafindan sentezlenmeyen linoleik asit ve a-linolenik asit
gibi esansiyel yag asitleri kaynagi ihtiyacini karsilar. Bununla beraber, lipitler yagda
cOziinen vitaminlerin (A, D, E ve K vitaminleri) ve hidrofobik polifenoller gibi biyoaktif
molekiillerin tastyicilaridir. Lipitler ayrica hiicre zarlarinin yapisal bilesenleridir, hiicre
sinyal verme yollarinda yer alir ve steroid hormonlarinin 6nciileridir (Acevedo Fani ve

Singh, 2022).

Yag asitleri, bir hidrokarbon zinciri ve bir ucta bulunan karboksil grubu iceren bir
molekiil smifidir. Zincir uzunluguna bagli olarak, yag asitleri >12 karbon atomlu uzun
zincirli yag asitleri, 6-12 karbon atomlu orta zincirli yag asitleri ve <6 karbon atomlu kisa
zincirli yag asitleri olarak siniflandirilir (Acevedo Fani ve Singh, 2022). Yag asitleri iki
temel cesitten olusur: doymus ve doymamis yag asitleri ve aralarindaki tek fark
hidrokarbon zincirinde karbon-karbon ¢ift baglarinin varligi veya yoklugudur. Doymus yag
asitlerinin hidrokarbon zincirinde ¢ift bag yoktur ve doymamis yag asitleri en az bir ¢ift
bag icerir. Doymamis yag asitleri de kendi icinde iki alt gruba ayrilir: tek bir ¢ift baga
sahip tekli doymamis yag asitleri ve iki veya daha fazla ¢ift baga sahip ¢oklu doymamais
yag asitleri (T. Y. Wang ve dig, 2013). Coklu doymamuis yag asitleri (DY A'lar), karbon
zincirlerinde coklu ¢ift bag iceren yag asitleri grubudur. Cogunluk olarak keten tohumu
yagi, alg yag1 ve balik yag: gibi bitkilerde ve hayvanlarda bulunmaktadir (C. Wang ve dig,
2020). Hayvansal yaglar yiiksek oranda doymus yag asitleri igerirken, bitkisel yaglar
hayvansal yaglardan daha yiiksek oranda doymamis yag asitleri icermektedir (T. Y. Wang
ve dig, 2013).

Yaglarin, bircok gida {riiniiniin tad1 ve dokusunu gelistirmede 6nemli rolleri vardir.
Orta zincirli trigliseritler (MCT’ler), uzun zincirli trigliseritlere (LCT"ler) gore suda daha
yiiksek c¢oziiniirliige, ama daha diisiik araylizey gerilimine ve daha diigiik molekiiler
agirhigina sahiptir (Taha ve dig, 2018). Orta zincirli trigliserit (MCT) yagi, palm ¢ekirdegi
yag1 ve hindistancevizi yag1 gibi zengin kaynaklardan ayrimsal damitma yoluyla sentetik
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olarak {iretilen bir tiir diyet trigliserittir. Baskin bilesenler kaprilik (C8) ve kaprik (C10)
yag asitleri (sirasiyla %53 ve %36-47), az miktarda da kaproik (C6) ve laurik (C12) yag
asitleri igermektedir. MCT yag1, disiik bir erime noktasma (C8: 16,7°C, C10: 31,3°C)
sahip aromasiz doymus bir yagdir. MCT yag1, keton cisimlerine daha hizli metabolize
edilebilir ve uzun zincirli trigliseritlerden daha verimli bir sekilde emilebilir. 1950'lerde,
MCT yag1, emilim bozuklugu sendromlarinin tedavisi i¢in klinik bir besin maddesi olarak

tanitilmistir (San ve dig, 2022).

Aygigek yagi, aycigegi tohumlarindan presleme, soguk presleme yontemi veya heksan
gibi uygun bir ¢oziicii ile ekstraksiyon yoluyla elde edilen bir yagdir. Aycicek yaginin
bilesimi linoleik asit (%66), oleik asit (%21,3), palmitik asit (%6,4), arasidonik asit (%4),
stearik asit (%1,3) ve behenik asitten (%0.8) olusmaktadir (Arianto ve Cindy, 2019). Yani
aycicek yag1 agirlikli olarak oleik asit (omega-9)-linoleik asit (omega-6) olmak iizere tekli
doymamis (TDYA) ve ¢coklu doymamis (CDY A) yag asitlerinin bir karisimidir (Atarian ve
dig, 2019). Aycicek yag1 ayrica 609 mg/kg a-tokoferol icermektedir. Kozmetiklerdeki a-
tokoferol (E Vitamini), bir antioksidan gorevi goriip UV radyasyonuna karsi koruma

saglamaktadir (Arianto ve Cindy, 2019).

Keten tohumu yagi, uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerine (CDYA'lar)
doniistiiriilen esansiyel bir yag asidi olan omega-3 yag asidinin (o-linolenik asit: ALA,
%50-60) en zengin kaynagidir: eikosapentaenoik asit (EPA) & dokosaheksaenoik asit
(DHA). Balik yiiksek miktarda omega-3 yag asitleri (EPA ve DHA) icermektedir. Ancak
vejetaryenler icin Onerilen omega-3 alimi olduk¢a zordur ve bu ylizden omega-3 yag
asitlerinin en zengin kaynag: olan keten tohumu yagi, vejetaryen diyetindeki bu omega-3
boslugunu doldurmak i¢in kullanilmaktadir. Keten tohumu yagi ucuzdur ve kolayca
bulunabilir; ancak yiiksek oranda c¢oklu doymamis yag asitleri icerdikleri i¢in (>%75),
oksijen ve metal iyonlar1 varliginda ve yiiksek sicakliklarda oksidasyona karsi son derece
hassastir ve bu da isleme kosullar1 sirasinda toksik hidroperoksitlerin ve tat vermeyen
bilesiklerin olusmasina neden olabilmektedir. a-linolenik asidin (ALA, C18:3, omega-3)
oleik aside (C18:1) gore oksidasyona 20 kat daha duyarli oldugu bildirilmistir (Goyal ve
dig, 2015). Keten tohumu yagi, ALA'nin en zengin bitki bazli kaynaklarindan biridir
(%60'tan fazla), ancak keten tohumu yaginin fonksiyonel gidalarda uygulanmasi bir¢ok
nedenden dolay1 sinirlandirilmistir. Depolama ve sindirim sirasinda keten tohumu yaginin
(KTY) oksidasyon tiiketimi, ALA'min miseldeki konsantrasyonunu azaltip emilimini daha

da sinirlandirmasi bu nedenlere 6rnek olarak verilebilir (Cheng ve dig, 2021).
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2.4.2.2 Emiilgatorler

Emiilgatorler yag ve su gibi birbirine karismayan iki sivinin olusturdugu bir
emiilsiyonu stabilize etmek ve dagilmis fazin globiillerinin birlesmesini engellemek igin
kullanilan yiizey aktif maddelerdir (Siyal ve dig, 2017). Emiilsiyon karisimlarinda ara
yiizey gerilimini azaltmak icin kullanilan yag-su veya su-yag ara yiizeyinde biitliinlesmis
olan hem hidrofilik hem de hidrofobik bilesenlerden olusan molekiillerdir (Lam ve
Nickerson, 2013). Bir emiilgator madde emdiilsiyona ilave edilmesi ile yag su icinde
dagilabilen kiiclik parcgalara ayrilir ve dagilmis damlaciklarin etrafinda bir savunma duvari
olusturmak icin yag-su arayiiziine absorbe edilirler. Emiilgator maddenin etkisi ile iki faz
arasindaki gerilimi azaltarak sabit bir ara yiizey filmi olusturup emiilsiyonu stabilize etmek
miimkiindiir (Siyal ve dig, 2017). Emiilgatorlerin bagsarili emiilsiyon bazli {iriinleri
olusturmasinda iki 6nemli gérevi vardir. Bunlardan ilki homojenizasyon sirasinda ince lipit
damlaciklarinin ilk olusumunu kolaylastirmak, ikinci gorevi ise olusturduktan sonra lipit

damlaciklarinin stabilitesini arttirmaktir (McClements ve Gumus, 2016) (Sekil 2.4).

EMULSIYON OLUSUMU EMULSIYON STABILiZASYONU
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Gereksinimler: Gereksinimler:
» Hizl bir sekilde adsorbe olmak *  Giiglii itici kuvvetler olusturmak
» Dabha diisiik arayiiz gerilimi » Direngli ara ylizey tabakasi
* Damlacik par¢alanmasinia olusturmak
yardim etmek * Damlacik birikmesini 6nlemek

Sekil 2.4: Emiilsiyon olusumu ve emiilsiyon stabilizasyonu (McClements ve Gumus,

2016).
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Gida simifinda en sik kullanilan emiilgatorler proteinler, fosfolipitler, polisakkaritler ve
kiicik molekiillii yiizey aktif maddelerdir. Bu ¢aligmada emiilgatdr olarak bezelye ve
mercimek proteini kullanilan bir calismada baklagillerin yenilebilir tohumlarinin, yag
damlaciklar1 etrafinda kismen kalin tabakalar olusturan amfilik proteinler igerdigi ve
dolayistyla emiilsiyon olusumunu ve stabiliteyi arttirdigi gézlemlenmistir (Gumus ve dig,
2017a). Bakliyat proteinleri nisasta, lipitler, mineraller ve yiliksek degerli besinler icin
onemli bir kaynaktir. Esansiyel amino asitleri saglamalari, su/yag baglama kapasiteleri,
coziiniirlik, kopiikklenme ve emiilgator Ozellikleri ve gida {irlinlerinin kalitesini
arttirabilecek jel olusumu gibi 6nemli fonksiyonel 6zelliklere sahiptirler (Hayati Zeidanloo
ve dig, 2019). Baklagil proteinleri baslica ¢oziiniirliik davraniglarina gore globulinler,
albiiminler ve glutelinler olarak simniflandirilan depo proteinleridir ve bu proteinlerden
bakliyatlarda en fazla bulunan tuzda ¢oziinen globulinlerdir. Bakliyatlarda bulunan toplam
proteinin %10-20'sini suda ¢oziinen albiiminler olustururken, %10-20'sinide seyreltik asit

ve baz ¢ozeltilerinde ¢oziinen glutelinler olusturur (Jarpa Parra, 2018).

Bezelye %18-30, mercimek ise %26-30 protein igerir. Bitki bazli olduklar1 i¢in gida
alerjisine neden olmaz, piyasada yeteri kadar bulunurlar ve diger baklagillere kiyasla jel
olusturma oOzelligi yiiksektir. Esansiyel amino asitler, ozellikle lizin amino asidi
bakimindan birgok baklagil yetersizdir; ancak mercimek 624 mg/100 g lizin icermekte ve
bezelye ise diger baklagillerden daha fazla lizin igerigine (%7,5'in iizerinde) sahiptir.
Bezelye ve mercimek birlikte tiiketildiginde, 70 kg agirligindaki yetiskin bir bireyin giinliik
lizin ihtiyacin1 karsilamaktadir (Arshad ve dig, 2022). Son zamanlarda hayvansal kaynakl
tiriinler yerine bitkisel kaynakl iirlinlere ilgi artmakta ve bu ylizden gida endiistrisinde
bitkisel kaynakli emiilgatorler tercih edilmektedir. Baklagillerden elde edilen proteinlerin,
diisiik maliyeti, ¢ok miktarda bulunmasi, besleyici faydalari, olumlu tiiketici algisi, diisiik
alerjenite, iyi fonksiyonel Ozellikleri, vegan ve vejetaryan gibi bazi tiiketicilerin diyet
tercihlerinden dolayr gida endiistrisinde kullanimi yayginlagsmaktadir (Gumus ve dig,

2017a).

2.4.2.3 Emiilsiyon stabilitesi

Emiilsiyonun zaman i¢inde fizikokimyasal ozelliklerindeki degisikliklere direng
gosterme yetenegine emiilsiyon stabilitesi denir (Low ve dig, 2020). Geleneksel
emiilsiyonlarda stabilite, iki fazin araylizey Ozelliklerini degistiren amfifilik bilesiklerin

adsorpsiyonu ile saglanir. Pickering emiilsiyonlarda ise sivilar arasindaki arayiizeyde kati
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pargaciklarin absorpsiyonu, damlaciklar arasindaki birlesmeyi kisitlamak i¢in bir engel
olusturmalidir. Kat1 partikiiller, yag ve su arasindaki arayiizeyde her iki faz tarafindan
kismen 1slanma (yani ¢ift 1slanabilirlik) {izerine adsorbe edilebilirler ve adsorpsiyonlari,
yiiksek enerjili yag-su arayiiziiniin yiizeyinde bir azalmaya neden olur. Partikiil
1slanabilirliginin prensibi hidrofilik partikiiller tarafindan stabilize edilen su i¢inde yag
(Y/S) emiilsiyonlar1 ve hidrofobik partikiiller tarafindan stabilize edilen yag icinde su
(S/Y) emdilsiyonlar1 olmak {izere pickering emiilsiyonlar1 iki tipte smiflandirilabilir.
Partikiil stabilize emiilsiyonlarda, emiilsiyon tiirii se¢imi, temas agisi kullanilarak Glgiilen
1slanabilirlik ile belirlenir (Gonzalez Ortiz ve dig, 2020). Temas ac¢isinin derecesine gore
hidrofilik yiizeylere sahip partikiiller, Y/S emiilsiyonlarini ve kismen hidrofobik partikiiller

ise S/Y emiilsiyonlarini olusturmaya daha yatkindirlar (Harman ve dig, 2019) (Sekil 2.5).

Asagidaki sekilde goriildiigii gibi Bancroft kuralina gore, hidrofilik partikiiller (yani, su
faz1 boyunca Olgiilen <90° temas acisina sahip) Y/S emiilsiyonlarini stabilize etmek igin,
hidrofobik partikiiller ise (yani, temas agis1 > 90° olan) S/Y emiilsiyonlarini stabilize etmek

icin daha elverislidir (Gonzalez Ortiz ve dig, 2020).
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Sekil 2.5: Bancroft kuralina gore hidrofilik ve hidrofobik partikiiller (Gonzalez Ortiz ve
dig, 2020).
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Emiilsiyonun zamanla boyut, sekil, reoloji, morfoloji gibi fiziksel 0Ozelliklerini
siirdiirme yeterliligine emiilsiyonun fiziksel stabilitesi denir (Low ve dig, 2020). Bir
emiilsiyonun ig¢indeki partikiillerin boyutu, reolojik, optik, stabilite ve salinim gibi
Ozelliklerini etkilemektedir. Bir emiilsiyonun pargagik boyutu dagilimi g¢esitli emiilsiyon

olusturma kosullar1 veya sistemin yapisi ile kontrol altina alinabilir (McClements, 2011).

Emiilsiyonda daha kiigilk damlaciklar homojenizasyonun siddeti veya siiresini
arttirarak veya kullanilan emiilgator konsantrasyonunu artirarak iretilebilmektedir
(McClements ve dig, 2007). Emiilsiyonda kii¢iik damlacik boyutu emiilsiyonlari
flokiilasyon, koalesas, kremalasma gibi fiziksel olarak kararsizlasmaya kars1 dayanikli hale

getirir (Wooster ve dig, 2008).

Gida emiilsiyonu damlaciklari, yag damlaciklar1 yilizeyinde adsorbe edilen mineral
iyonlar veya biyopolimerlerden dolay1 daima bir elektrik yiikiine sahiptir (Zhou ve dig,
2021). Gida emiilsiyonlarinin stabilite ve fonksiyonel islevselliginde damlaciklarin
tizerindeki elektrik yiikiiniin isareti ve biiyiikliigliniin 6nemli bir yeri vardir (McClements,
2011). Bir damlacigin elektriksel 6zellikleri genellikle yiizey elektrik potansiyeli (0), ylizey
yiik yogunlugu (o) ve/veya ( -potansiyel () gibi terimlerle tanimlanmaktadir (P. Taylor ve
dig, 2011). Emiilsiyondaki damlacigin {-potansiyelini 6l¢mek, yiizey potansiyelinden veya
yik yogunlugundan daha kolaydir ve bu yiizden damlacik yiikleri ¢ogu zaman (-
potansiyeli ile belirlenir (McClements, 2007). Zeta potansiyeli yiizeyin hemen disindaki
stvi tabaka ile siirekli faz arasindaki kuvvet olarak tanimlanir ve ayrica partikiil
yiizeyindeki net yiikiin ve ara yiizeydeki elektrik potansiyelinin dagiliminin bir 6l¢iisiinii
belirtir (Cano Sarmiento ve dig, 2018). Kararli bir emiilsiyonda sulu faz boyunca yag
globiilleri homojen bir dagilim gosterir (Degner ve dig, 2014). Kararsiz emiilsiyonlarda ise
gidada kremalasma gibi {iriiniin kalitesinde bir diisiis ve raf dmriinii kisaltan bazi durumlar
gergeklesebilir (Hu ve dig, 2017). Termodinamik olarak kararsiz olan emiilsiyonlarda yer
cekimsel ayrilma, koalesans, flokiilasyon, Ostwald olgunlagmasi ve faz ayrimi gibi fiziksel
degisiklikler raf omriinii kisaltan durumlara 6rnek olarak verilebilir (Low ve dig, 2020)

(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Emiilsiyon bozulma siiregleri (Yamashita ve dig, 2017).

Bir emiilsiyonda siirekli, fazdan daha diisiik yogunluga sahip damlaciklarin yiikselip
iistte bir katman olusturmasina kremalagma tam tersi durumda yani siirekli fazdan daha
yiikksek yogunluga sahip damlaciklarin alcalarak emiilsiyonun altinda bir katman
olusturmasinada sedimantasyon denir (Gonzalez Ortiz ve dig, 2020). Yer ¢ekimsel ayrilma
olan kremalagma ve sedimantasyonunun meydana gelme hizi, damlacik

konsantrasyonunun artmasiyla azalmaktadir (McClements ve dig, 2007).

Flokiilasyon, iki veya daha fazla damlacigin kendine 6zel bireysel biitiinliiklerini
koruyarak kiimelesmesiyle meydana gelen bir olaydir. Bir emiilsiyonda damlacik
topaklagsmasinin ger¢eklesme egilimi, baslica damlaciklar arasinda etki eden ¢ekici ve itici
kuvvetlerin dengesine baglidir. Emiilsiyonun damlaciklar1 arasinda cekici kuvvetler
baskinsa damlaciklarda toplanma eger itici kuvvetler baskinsa toplanmaya kars1 bir direng
goriiliir. Gida emiilsiyonlarindaki baslica ¢ekici etkilesimler Van der Waals ve hidrofobik
kuvvetler olup itici etkilesimler ise elektrostatik ve sterik kuvvetlerdir (McClements,

2007).

22



Koalesans, iki veya daha fazla damlacigin birbirine yaklasip daha biiyiik bir damlacik
olusturmak iizere birlestiginde ortaya c¢ikar. Bu mekanizma flokiilasyonda oldugu gibi
damlaciklar arasinda etki eden ¢ekici kuvvetlerin itme kuvvetlerinden daha agir bastiginda
ve damlaciklarin temas etti§inde yag damlaciklarinin etrafindaki ara yiizey tabakalari
bozuldugunda ortaya ¢ikma egilimindedir (McClements ve Jafari, 2018). Genellikle, krema
katmanindaki emiilsiyon damlaciklarinin birbirine ¢ok yakin olmasi, birlesme riskini daha

fazla arttirmaktadir (Xiao ve dig, 2016) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Damlacigin koalesansi, yag ve sivi fazin tamamen ayrilmasina yol agar (Glingor

ve dig, 2013).

Ostwald olgunlagmas: (OR), araya giren siirekli faz boyunca yag molekiillerinin
yayilmasindan dolayr zamanla daha biiylik damlaciklarin biiylimesi ve daha kiigiik
damlaciklarin biiziilmesi ile meydana gelir (Sekil 2.8). Bu islemin itici kuvveti, biikiilme
etkilerinden dolayr daha biiylik damlaciklara kiyasla daha kiiciik damlaciklarin
cevresindeki yag molekiillerinin daha yiiksek coziiniirliigiidir (McClements ve Jafari,
2018). Ostwald olgunlasmasi, cogu gida emiilsiyonunun, 6zellikle Y/S emiilsiyonlari i¢in,
fiziksel kararsizligin goz ardi edilebilir bir nedenidir, ¢iinkii triagilgliserollerin sudaki

¢Oziiniirliigl fazlasiyla diistiktiir (Berton Carabin ve Schroen, 2015).
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Sekil 2.8: Ostwald olgunlagma siirecinin sematik diyagrami (McClements, 2007).

2.5 Emiilsiyon Uretim Yontemleri

Emiilsiyonlar  yiiksek enerjili ve disiik enerjili yontemler kullanilarak
iretilebilmektedir. Yiiksek enerjili yontemlerde, mekanik cihazlar gerek duyulan biiyiik
parcalayicit kuvvetleri saglamaktadir. Diislik enerjili yontemlerde ise herhangi bir dis
kuvvet gerekmemektedir. Yiiksek enerjili yontemlerde, mikroakigkanlagtiricilar, ytliksek
basinglt homojenizatorler veya ultrasonik homojenizatorler gibi mekanik cihazlar
kullanilmaktadir (Cinar, 2017). Bu c¢alismada ultrasonik homojenizator ve yiiksek basing

homojenizator yontemleri kullanilmistir.

2.5.1 Ultrasonikasyon yontemi

Ultrason, 20 kHz ila 10 MHz frekans araligindaki ses dalgalarini igeren termal olmayan
bir teknolojidir. Ustelik ultrason toksik olmayan, enerji agisindan verimli, cevre dostu bir
yontemdir (Silva ve Chandrapala, 2021). Ultrason, sivi bir ortamdan gegerken sivinin

mekanik titresimine yol acgar ve sivi iginde akustik bir akis olusturur. Sivi ortam, normal
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kosullar altinda oldugu gibi ¢oziinmiis gaz cekirdekleri igeriyorsa bunlar ultrasonun
etkisiyle bilyiiyebilir. Ultrasonik bir alan altinda mikro-kabarciklarin biiytimesi ve ¢cokmesi
olaymna akustik kavitasyon denir. Akustik kavitasyon kabarciklarinin ¢okmesi de
adyabatiktir (1s1 degisimsizdir) ve kisa bir silire i¢cin kabarciklar iginde ¢ok yiiksek
sicakliklar meydana getirir ve bu asir1 sicaklik kosullar1 altinda, oldukca reaktif radikaller

iretilir (Ashokkumar, 2011).

Sonikatorler, yag ve su fazlarini ¢ok kiiciik damlaciklara parcalamada gerekli olan
giiclii pargalayici kuvvetleri olusturmak i¢in yiiksek yogunluklu ultrasonik dalgalar
kullanirlar. Enerji girisi, alternatif bir elektrik voltajina karsilik olarak genisleyen ve
biiziilen piezoelektrik kuvars kristalleri igeren sonikatér problari kullanilarak saglanir.
Sonikatdr probunun ucu, kavitasyon etkilerine, yani sivida kii¢iik kabarciklarin olusumuna,
biiylimesine ve ¢okmesine yol acan yogun mekanik titresimler iirettigi homojenize edilen
stvilarin i¢ine yerlestirilir. Kavitasyon tarafindan olusturulan mikro kabarciklarin ¢okmesi,
sonikator probunun yakin ¢evresinde damlacik parcalanmasina yol agan siddetli yikic
kuvvetleri ortaya c¢ikarir. Etkili ve esit dagilimli homojenizasyon icin emiilsiyonun
damlacik bozulmasinin gerceklestigi alanda yeterli siire bekletilmesi gerekmektedir

(McClements ve Rao, 2011) (Sekil 2.9).
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DAMLACIK BOZULMASI

ULTRASONIK PROB HOMOJENLESTIRICI

Sekil 2.9: Ultrasonik Prob Homojenlestirici (McClements ve Rao, 2011).

Gida endiistrisinde diisiik frekansli ultrason (20-100 kHz) yaygin olarak
kullanilmaktadir (Silva ve Chandrapala, 2021). Gida islemede ultrasonun iyi bilinen
kullanimlarindan biri ultrasonik emiilsifikasyondur. Emiilsifikasyon, biri digerinin i¢inde
kiigiik damlaciklar halinde dagilan iki karismaz sividan (genellikle yag ve su) olusan bir
yapinin {retildigi islemdir (Chandrapala ve dig, 2012). Ultrason altinda emiilsiyonlarin
olusumu iki asamada gerceklesir. Birinci asamada yag-su emiilsiyonlarmin
emiilsifikasyonu sirasinda yag fazi sulu faza dagilir ve sono-tiirbiilanstan iiretilen mekanik
titresimler tarafindan yonlendirilen daha biiyiik boyutlu damlaciklar olusturur. Ikinci
asamada, yag-su arayiizeyine yakin ses kabarciklari tarafindan olusturulan kesme
kuvvetlerinin bir sonucu olarak daha fazla damlacik pargalanmasi gergeklesir ve son olarak

mikron alt1 emiilsiyonlar elde edilir (Silva ve Chandrapala, 2021).
2.5.2 Yiiksek basin¢ homojenizator

Yiiksek basingli homojenizasyon, bir akiskan {irliniin basing arttiricilart tarafindan
pompalandigr ve genellikle mikrometre derecesinde Olciilen dar bir bosluktan yiiksek

basingta akisa zorlanmasiyla ortaya ¢ikan bir siiregtir (Cristianini, 2017).
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Yiiksek basingli homojenizator, gida uygulamalarinda kiigiik damlalar ve dar boyut
dagilimlar ile emiilsiyonlar olusturmak ic¢in kullanilir. Damlalarin boyutu ve dagilim
genisligi, stabilite, reaktiflik ve agizda biraktigi his gibi bir¢ok degisken icin 6nemlidir
(Hakansson ve dig, 2009). Bir polidispers sivi sisteminin partikiil boyutunda azalmay1
saglayan fiziksel siirece homojenizasyon denir ve asil sonug ise dar bir boyut araligindaki
daha kiiclik pargaciklarin sayisinin arttirllmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilan en
yaygin donanim giiniimiizde valf teknolojisine dayanmaktadir. Valf teknolojisinde bir
akiskan homojenizasyon valfinden ge¢gmeye zorlanir ve iiriinlin maruz kaldigi mekanik
kuvvetler partikiillerin ayrismasina yol agar. Standartlara uygun homojenizasyon yaklasik
20-50 MPa basing seviyelerinde, kimya, biyoteknoloji ve gida endiistrilerinde sivi
dispersiyonlarin partikiil boyutunu azaltmak ve depolama sirasinda faz ayrimini 6nlemek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Comuzzo, 2019). Gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan bu cihaz yag ve su fazlarindan dogrudan emiilsiyon iiretmekten ziyade 6nceden
olusturulan kaba emiilsiyondaki damlaciklarin boyutlarini kii¢iiltmede daha etkilidir

(McClements, 2011).

2.6 Lipit ve Lipit Oksidasyonu

Lipit oksidasyonu, lipitlerin oksijen aktif tiirlerle etkilesiminden kaynaklanan karmagik
bir kimyasal degisim dizilisini nitelendirmek i¢in kullanilan genel bir terimdir. Bir gidada
lipit oksidasyonunun belirli mekanizmasi, var olan reaktif tiirlerin dogasina ve
fizikokimyasal ¢evrelerine baghdir. Lipit oksidasyonu ii¢ farkli asamaya ayrilabilir:

baslangig, gelistirme ve sonlanma (McClements ve Decker, 2000).

Lipit oksidasyonu, flretilen gida, kozmetik ve farmasotik iiriinlerin genel olarak
kalitesini etkileyen karmagik bir olaydir. Reaksiyon, doymamis lipitlerin bozunmasin
kapsar ve kotii tatlar ve aromalarin ("acilasma") olusumu, besin degerinde bir azalmaya ve
toksik reaksiyon iiriinlerinin olusumu ile sonuglanir. Yagl tirtinlerin tiretimi, depolanmasi
ve kullanimi sirasinda lipit oksidasyonundan ¢esitli mekanizmalarin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Kimyasal yollar bakimindan, lipit oksidasyonunun enzimatik
oksidasyon, fotooksidasyon veya otooksidasyon yoluyla ger¢eklesebilecegi bilinmekte ve
bu da sicaklik, 15182 maruz kalma, oksijen igerigi, formiile edilen lipitlerin doymama
derecesi, pro-oksidan tiirlerinin varlig1 gibi farkli faktorlerle baglatilabilir (Villeneuve ve

dig, 2021).
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2.6.1 Oto-oksidasyon mekanizmasi

Lipitler, karmasik mekanizmalar yoluyla farkli faktorlerin neden oldugu oksidatif
reaksiyonlara karst kimyasal olarak en kararsiz gida bilesenlerinden biridir. Bu
reaksiyonlarda yer alan ana faktorler, lipit yapisinin tiiriinii ve cevresini kapsar. Yag
asitlerindeki doymamishigin derecesi, 151k ve 1stya maruz kalma, molekiiler oksijen, pro-
oksidan ve antioksidan bilesenlerin varlig1 lipitlerin oksidatif stabilitesini etkileyen
unsurlardir. Yag asitlerindeki doymamis gruplarin artmasiyla lipit oksidasyonu onemli
derecede artar. CDYA'lar, tekli doymamis yag asitlerinden daha hizli oksitlenir. Linoleik
asit (C18:2) oksidasyonu, oleik asitten (C18:1) on kat daha hizli gergeklesir, bu da
linolenik asidin oksidasyonundan (C18:3) 20 ila 30 kat daha yavas meydana gelmektedir.
Bunun baglica nedeni, hidrojenin bir karbon ¢ift bagindan ayirmasi i¢in gerekli olan
enerjinin onu bir metil karbonundan ayirmak i¢in gerek duyulan enerjiden, ozellikle de
karbon iki ¢ift bag arasinda oldugunda, daha az enerjinin gerekli olmasindan

kaynaklanmaktadir (Amaral ve dig, 2018).

Otoksidasyon, kendi kendini programlayan radikal reaksiyonlar1 igeren ve katalitik
faaliyete (sicaklik, pH, metal iyonlar1 ve serbest radikaller) bagli olan karmagsik kimyasal
bir olaydir. Genel olarak oksidasyon mekanizmasi li¢ adimda gergeklesir (Amaral ve dig,

2018).
1. Oksijen ve yag asitleri gibi oksidasyon substratlarinin yok olmasi
2. Oksidasyonun birincil iiriinleri olan peroksitlerin ve hidroperoksitlerin olusumu

3. Aldehitler, alkoller ve diger ugucu ve ugucu olmayan bilesikler gibi ikincil iirlinlerin

olusumu

Otooksidasyon, baslangig, gelisme ve sonlanma olmak {izere ii¢ asamada gergeklesir

(Villeneuve ve dig, 2021).
(1) BASLANGIC - SERBEST RADIKALLERIN OLUSUMU;

Ine+LH —» InH+ Le

(2) GELISME - SERBEST RADIKAL ZINCIR REAKSIYONLARI;

Le+0O; —» LOO-e

LOO++LH —» LOOH + Le
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(3) SONLANMA - RADIKAL OLMAYAN URUNLERIN OLUSUMU

LOO+ + LOOs —» LOOL + O
Ls + LOO» — LOOL

Le+Le —» LL

Baslangi¢c adiminda, alkil radikali (Le) olarak bilinen bir yag asidi radikali, bir baslatici
varliginda bir yag asidinden bir hidrojenin ¢ikarilmasiyla olusturulur (Ine) (Denklem (1)).
Alkil radikali olustugunda, serbest radikal ¢ift bag sistemi {izerinde hareket alaninm
arttirmis olabilir ve bu da ¢ift bag kaymasina ve ¢coklu doymamis yag asitleri durumunda
konjuge c¢ift baglarin olusumuna neden olur. Geligsmenin ilk adim, alkil radikalinden daha
yiiksek bir enerjiye sahip olan peroksil radikalinin (LOO¢) olusmasiyla ortaya ¢ikan alkil
radikaline oksijen ilavesini kapsar (Denklem (2)). Boylelikle olusan peroksil radikali,
baska bir doymamis yag asidinden hidrojeni alabilir ve bir lipit hidroperoksit (LOOH) ve
yeni bir alkil radikali (Denklem (3)) meydana getirebilir. Bu siirec ise iki serbest radikalin

radikal olmayan tiir olugturmak igin etkilesimi ile sonlanacaktir (Chaiyasit ve dig, 2007).

2.6.2 Lipit oksidasyonu belirleme yontemleri
2.6.2.1 Peroksit degeri

Lipit oksidasyonunun birincil {iriinleri, genellikle peroksitler olarak adlandirilan
hidroperoksitlerdir. Bu yiizden, oksidasyon derecesinin bir Olciisii olarak peroksit

konsantrasyonunun belirlenmesi uygundur (Gray, 1978).

Peroksit igeriginin belirlenmesi i¢in demir igeren oksidasyon yonteminin kullanimi
iyodometriden daha basittir. Bunun temel sebebi iyot cozeltilerinin oksidasyona karsi
yiiksek duyarliligi ile karsilastirildiginda, demir iyonunun havada bulunan oksijen
tarafindan kendiliginden oksidasyona kars1 daha diisiik duyarliligidir (Ansorena, 2013).
Demir iyonlar1 1yi bir redoks potansiyeline sahiptir ve genellikle lipit oksidasyonunda
katalizor gorevi goriir. Fe(Ill)-tiyosiyanat yontemi, duyarliligi ve basitligi nedeniyle
peroksit degerini (PV) belirlemek igin gelistirilmistir. Bu yontem, hidroperoksitler
tarafindan asidik bir ortamda Fe(II)'nin Fe(Ill)'e oksidasyonuna dayanir, bu daha sonra
tiyosiyanat ile reaksiyona girer. Ortaya ¢ikan Fe(III) tiyosiyanat kompleksi, 500-510 nm'de
giiclii bir absorpsiyona sahiptir (Sagymbek ve Yu, 2021).
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2.6.2.2 Tiyobarbiitirik (TBARS) metodu

Lipit birincil oksidasyon tirlinleri, daha fazla oksidasyon kosullarina maruz birakilirsa,
aldehitler, ketonlar, epoksitler, hidroksi bilesikleri, oligomerler ve polimerler dahil ikincil
oksidasyon {iriinleri olusabilir. Malondialdehit (MDA), ikincil lipit oksidasyonu sirasinda
en fazla miktarda iretilen aldehitlerden biridir ve oksidasyon isareti olarak en yaygin
kullanilanidir. MDA'nin belirlenmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem, kirmizi
floresan MDA-tiyobarbitiirik asit (MDA-TBA) kompleksinin spektrofotometrik tayinidir.
Tepkime, 532 nm'de goriiniir spektrumda absorbe eden ve kirmizi-pembe bir renk iireten
bir birlesik olan MDA-TBAmin olusumuna yol acar. MDA haricinde lipit
peroksidasyonundan elde edilen diger molekiiller de TBA ile reaksiyona girip 532 nm'de
15181 absorbe edebilir ve Olcililen genel absorpsiyon sinyaline katkida saglayabilmektedir

(Ansorena, 2013).

2.7 Simiile Edilmis Sindirim Kosullarinda Emiilsiyonlarin Davranislari ve

Biyogecislilikleri

Sindirim, viicudun enerji, biiylime ve hiicre onarimi i¢in adsorbe edebilecegi ve
kullanabilecegi basit yapilara (glikoz, amino asitler, yag asitleri vb.) par¢alama islemidir.
Besinler sindirim sisteminin her bir boliimiinde adsorbe edilmeden once hem mekanik hem
de kimyasal sindirime ugramaktadir. Sindirim agizdan mideye ve mideden ince bagirsaga
seklinde birbirini izleyen bir iglem olup besinlerin ince bagirsaga gelmeden tiikiiriik ve
mide sivilar tarafindan kismen sindirildigi dikkate alinmalidir (Mao ve Miao, 2015) (Sekil

2.10).

Insan gastrointestinal (GI) sistemi iginde lipitlerin sindirilebilirligini anlama ve
kontroliinii saglama konusunda son zamanlarda giderek artan bir ilgi s6z konusudur (Li ve
dig, 2011). Yagda ¢oziinen vitaminler (A, D, E ve K) genellikle ince bagirsakta belirli
yerlerde ve sindirilmis diyetsel kati ve sivi yaglarin sindirim iirtinleri ile birlikte
emilmektedir. Yagda ¢Ozlinen vitaminler, viicut dolasimina birakilip daha sonra
karacigerde aktif olan safra tuzlari, fosfolipitler ve lipid sindirim {irlinlerinden olusan
silomikronlara dahil edilir. D vitamini, suda zayif c¢ozinirligi ve disik oral
biyoyararlanimindan dolayi, biyoerisilebilirligini artirabilen lipit bazli dagitma sistemleri
icinde kapsiillenir (Ozturk ve dig, 2015). Sindirim sirasinda emiilsiyonlarda gerceklesen

yapisal degisiklikler lipit sindirimini etkileyebilmektedir (Lamothe ve dig, 2020). Lipit
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sindirimini dogru bir sekilde simiile eden ise yarar in vitro modeller gelistirmek icin
emiilsifiye edilmis bir lipitin insan gastrointestinal (GI) yolundan gecerken meydana gelen
temel fizikokimyasal ve fizyolojik islemlerin anlasilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yutma
isleminden sonra emiilsifiye lipitler agiz, mide, ince bagirsak ve kalin bagirsaktan gecerken
sindirilme veya emilme yeteneklerine etki eden bir dizi fiziksel ve kimyasal degisikliklerle

karsilasirlar (McClements ve Li, 2010).

AGIZ
Tukiiriik
pH7
Enzim
Tuzlar
Biyopolimer
Siire: 5-60 s
MIDE
Mide suyu
pH 1-3
Enzim
Tuzlar
Biyopolimer
Siire: 30 dk-4 saat - -
INCE BAGIRSAK
Safra tuzlar
pH 6-7.5
Enzim
Tuzlar
Biyopolimer
Siire: 1-2 saat

Sekil 2.10: Emiilsiyon yapilarinda 6nemli degisikliklere neden olabilen insan
gastrointestinal yolundaki fizyolojik kosullarin sematik gosterimi (Brodkorb ve dig, 2019;
Mao ve Miao, 2015).
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Biyoyararlanim sindirilen besin veya bilesigin viicut sisteminde dolasima ulasan ve
kullanilan fraksiyonu olarak tanimlanabilir (Wood, 2005). Genel olarak, biyoyararlanim
gastrointestinal sindirimi, absorpsiyon, metabolizma, doku dagilim1 ve biyoaktiviteyi igcine
almaktadir. Biyoyararlanim bakimindan bir iddiada bulunuldugunda, analiz edilen
bilesenin etkili bir bicimde sindirildigi ve 6ziimsendigi emildikten sonra insan saglig

tizerinde olumlu bir etki ortaya koydugu gosterilmelidir (Carbonell Capella ve dig, 2014).

Lipofilik biyoaktif maddeleri kapsiillemek, muhafaza etmek ve salivermek icin lipit
bazli dagitim sistemleri {izerine birgok arastirma yapilmistir. Bu aragtirmalar sonucunda
emiilsiyonlar, hem suda dagilabilirligi hem de oral biyoyararlanimi artirmak {izere
tasarlanabildikleri i¢in, yagda ¢oziinen biyoaktif maddelerin (A, D, E ve K vitamini gibi)
dagitiminda 6nemli bir yere sahip olmuslardir (Ozturk ve dig, 2015). Lipofilik bilesenler

icin biyoyararlanim (F) su sekilde tanimlanabilir:
F=Fp xFrx Fm

Burada Fg, gida matrisinden sindirim sisteminin 6zsularina salinan lipofilik bilesenlerin
biyoerisilebilirlik katsayisi; Fr bagirsak epitelyumu boyunca tasinan lipofilik bilesenlerin
tasima katsayisi; Fu ise metabolize olmadan sistemik dolasima ulasan lipofilik bilesenlerin

fraksiyonu seklinde ifade edilmektedir (McClements ve Li, 2010).

Sindirim islemi sirasinda lipit damlaciklart i¢inde kapsiillenmis biyoaktif lipofilik
bilesenlerin salimimini izlemek icin kullanilan en yaygin yontemlerden biri, li¢ farklh
katmana ayrilan sindirilmis numuneyi santrifiij etmektir: altta sindirilmeyen kat1 faz, ortada
bir sulu faz ve iistte yag fazi. Kati1 faz sindirilmemis proteinler, diyet lifleri, safra tuzlari,
serbest yag asitleri ve mineraller gibi yiiksek yogunluklu ¢oziinmeyen maddeler igerir.
Sulu faz safra tuzlari, fosfolipitler ve serbest yag asitleri gibi lipit sindirim tiriinleri iceren
karisik miseller ve vezikiiller icermektedir. Yag fazinda ise yag damlaciklar1 veya

sindirilmemis yaglar bulunmaktadir (McClements ve Li, 2010) (Sekil 2.11).
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SANTRIFUJ 5 Yagfanm

|::> IS Misel faz1

\/ v-—b Kat1 faz

DIJESTA

Sekil 2.11: Simiile edilmis ince bagirsak kosullarinda sindirimden sonra kalan materyalin
santrifiijlenmesinden sonra tipik olarak olusan {i¢ fazin sematik diyagrami (McClements ve
Li, 2010).

2.7.1 Simule in vitro sinidirim sistemi prensibi

Simule in vitro sindirimde simiile edilmis agiz, mide ve ince bagirsak kosullar1 altinda
lipit sindiriminin in vitro karakterizasyonu icin gida ve ila¢ aragtirmalarinda sik kullanilan
analitik bir aracgtir (McClements ve Li, 2010). Sindirim, gidanin agiz, mide ve bagirsak
olmak {iizere birbirini izleyen ii¢ sindirim asamasina maruz birakilmasini kapsamaktadir.
Agi1z fazi, gidanin simiile agiz sivisi ile agiz sivist amilazli veya amilazsiz kati1 veya yari
kat1 maddeler i¢in gidanin simiile edilmis ¢ignenmesini kapsar ve bu asama agiz fazi icin
pH 7°de gerceklestirilir. Tiim simiile in vitro sindirim sistemine sivi veya kat1 her gida igin
ag1z faz1 asamasi dahil edilmelidir. Lipit sindirimi midede insanlarda gastrik lipaz;
triacilgliseritler ve diger bazi esterler lizerindeki etkisiyle baslamakta ve mide lipolizi

triacilgliseritlerin genel sindirimine katki saglamaktadir (Brodkorb ve dig, 2019).

Ince bagirsak fazinda ise simiile edilmis ince bagirsak sivisindaki lipazin lipit
sindirimini katalizledigi varsayilir; bu da, her bir trigliserit molekiilii i¢in bir monogliserit
ve iki serbest yag asidi olusumuna yol acar. Lipit sindirimi tarafindan iiretilen serbest yag
asitlerinin arttikga artan asitligi Onceden ayarlanmis notralize etmek ve bdylece
baslangigtaki dnceden ayarlanmis pH degerinde tutmak icin sindirim hiicresine eklenmesi
gereken alkali (NaOH) konsantrasyonu ilave edilerek zamana karsi harcanan miktar
kaydedilir. pH-stat titrasyon yontemi, pH'y1 etkileyen bir tepkimenin meydana geldigi
sistemlerde sabit bir pH'y1 saglamak icin seyreltik asidik (HCI) veya alkali ¢ozeltilerin
(NaOH) kontrollii ilavesine dayanmaktadir (Ficara ve dig, 2003).
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Bu ilave edilen hacimler, mide ve bagirsak fazlari i¢in ihtiya¢ duyulan asit ve bazlarin
gerekli hacminin gostergesidir (Brodkorb ve dig, 2019). pH-stat yonteminin uygulanmasi
benzer deney kosullar1 altinda farkli sistemlere gore nispeten daha basit ve hizlidir

(McClements ve Li, 2010).

3. KAYNAK OZETLERI

Ultrasonla fiiretilen su i¢inde aycicek yagi emiilsiyonlarini stabilize etmek i¢in yapilan
bir ¢alismada ticari mercimek proteini konsantresi (LPC) ve peynir alti suyu proteini
konsantresi (WPC) kullanilmistir. Yiiksek yogunluklu ultrasonun (HIUS) (0, 300, 600, 900
ve 1200 W) LPC ile stabilize edilmis emiilsiyon 0Ozellikleri iizerindeki etkileri
degerlendirilmis ve LPC kullanmanin dezavantajlar1 ve zorluklarin1 degerlendirmek
amactyla WPC tarafindan stabilize edilen emiilsiyonla karsilagtirilmistir. Hazirlanmis olan
emiilsiyonlarin ortalama damlacik ¢api, 0 W giicte 5,44 pm’den 600 W'ta 2,07 um'ye kadar
damlaciklarin ¢apinda 6nemli bir azalma goriilmiistiir. Ayn1 sekilde WPC ile hazirlanan
emiilsiyonlarda da diistik partikiil boyutu sonuglari elde edilmis ancak LPC diyet lifi igerigi
yiiksek oldugu i¢in ¢alismanin sonunda LPC'nin kolloidal sistemleri stabilize etmek i¢in

gelecek vaat eden bir bitki proteini oldugu bildirilmistir (Mekala ve dig, 2022).

Yapilan bir bagka ¢alismada farkli ultrason emiilsifikasyon kosullarinin ( 20 kHz, 2, 6,
12 veya 18 dakika) orta zincirli trigliseritler (MCT) ve uzun zincirli trigliseritleri (LCT'ler,
palm, soya fasulyesi ve kolza yag1) i¢eren soya fasulyesi protein izolat1 stabilize edilmis
emiilsiyonlarin fizikokimyasal 6zellikleri arastirilmistir. MCT emiilsiyonlarinin, 18 dakika
boyunca ultrason emiilsifikasyondan sonra en diisiik damlacik boyutuna sahip oldugu
bulunmus ve bu durum MCT'lerin diisiik molekiiler agirligi ve yiiksek suda

¢oOziiniirliiglinden kaynaklandig bildirilmistir (Taha ve dig, 2018).

Ug tiir baklagil proteini (mercimek, bezelye ve bakla) ile stabilize edilmis balik yagi
emiilsiyonlar1 ile yapilan bir calismada yiiksek basingli bir mikro-akigskanlastirict
kullanilarak {iretilen emiilsiyonlar peynir alti suyu proteinleri kullanilarak {iretilenlerle
karsilastirilmistir. Birincil (peroksitler) ve ikincil (TBARS) lipit oksidasyon iiriinlerinin
olusumu, emiilsiyonlar 37°C'de hizlandirilmis (+100 uM demir siilfat) veya
hizlandirilmamais (ilave demir yok) kosullar altinda sirasiyla 21 veya 33 giin depolanarak
belirli giinlerde dlgiimleri yapilmustir. Incelenen tiim sistemlerde, sulu fazda adsorbe

edilmemis proteinlerin varlig1 lipit oksidasyon hizimi etkileyen en 6nemli faktor olarak
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goriilmiistiir. ~ Adsorplanmamis  proteinlerin  yikama  yoluyla  emiilsiyonlardan
uzaklagtirilmasi ge¢is metallerinin adsorbe edilen proteinlere baglanmasina dayandirilarak
daha hizli lipit oksidasyonuna yol actig1 belirtilmistir. Genel olarak bu ¢alisma, su i¢inde
yag emiilsiyonlariin emiilgator olarak baklagil proteinleri kullanilarak tiretilebilecegini ve
oksidatif stabilitelerinin bezelye ve bakla proteinlerinde, yikanmis sistemlerde genellikle
kullanilan bir hayvan proteini olan peynir alti suyu proteini kullanilarak {iretilen

emiilsiyonlardan daha iyi olabilecegi sonucuna varilmistir (Gumus ve dig, 2017b).

Schoener ve arkadasglarinin (2019) yaptiklar1 bir caligmada vitamin takviyeli
emiilsiyonlarin iiretimi icin tasiyici yag tiiriinde musir, balik veya keten tohumu yagi ve
emiilgator olarak son zamanlarda bitki esasli emiilgstorlere artan ilgi nedeniyle bezelye
proteini kullanilan bir ¢aligma yapilmistir. Bu ¢aligmanin devaminda keten tohumu yagi
baz alinarak pH'nin zeta potansiyeli ({), ortalama damlacik ¢ap1 ve fiziksel stabilie iizerine
etkisi incelenmistir. Bezelye proteini kapli damlaciklarin { potansiyeli, diisiik pH'da
katyonik iken yiiksek pH'da anyonik sonuclar elde edilmistir. Emiilsiyonlarin partikiil
boyutu, yiiksek asidik kosullar pH 2 ve bazik kosullar pH 7 ila 9 da diger pH’lara gore
diisiik sonuclar kaydedilmis ancak protein kapli damlaciklarin izoelektrik noktasina yani

pI'sinin pH 4 ila 5 arasinda oldugu pH’larda kismen yiiksek sonuglar elde edilmistir.

Yapilan bir baska calismada ¢esitli gida iirlinlerinde D vitamininin stabilitesini
gelistirmek i¢in bezelye proteini nanoemiilsiyonunun (PPN) kullanimini arastirmistir.
Birkac¢ gida formiilasyonlarinin (yagsiz inek siitii, konserve portakal suyu, portakal suyu
tozu, muz siitli ve bebek mamasi) vitamin D-PPN ile gii¢lendirilmesi incelenmis ve renk,
viskozite, nem igerigi, kimyasal bilesim, D vitamini stabilitesi, antioksidan aktivite ve
morfoloji agisindan islenmemis ham bezelye proteini (UPP) ile karsilastirilmistir. Protein
nanoemiilsiyonunun D vitamini takviyesi i¢in ¢ok 1y1 bir aday oldugu goriilmiis ve PPN'nin
fizikokimyasal ozellikleri, UPP'ye gore daha yiiksek su tutma kapasitesi, daha yiiksek
kopiirme kabiliyeti, daha iyi emiilsiyon 6zelligi, daha az renk degisimi ve daha yiiksek
antioksidan aktiviteler dahil olmak tizere bir¢ok avantaji oldugu sonucuna varilmistir. Gida
triinlerinde PPN ve D vitamini kullanimi renk, viskozite, kimyasal bilesim veya
antioksidan aktivite gibi unsurlarinda bir sonug¢ elde edilmemis ancak D vitaminini
icerigini basarilt bir sekilde artirmis ve onu UV bozulmasma karsi muhafaza ettigi

bildirilmistir (Akkam ve dig, 2021).

35



Zhang ve arkadaslarinin (2020) yaptiklar1 bir ¢calismada bilesimi agirlik¢a %20 aycicek
yagt ve %0,05-1,0 protein olan pickering emiilsiyonlar1 olusturmak i¢in bitki proteini bazl
mikrojel partikiilleri tasarlanmistir. Pickering Y/S emiilsiyon damlaciklarinin 6zelliklerini
anlamak i¢in, sulu fazdaki bezelye proteini mikrojel (PPM) dispersiyonlarinin kolloidal
davranisi ilk olarak farkli pH degerlerinde (pH 2 ila pH 9) incelenmistir. Bezelye proteini
mikrojelinin sulu dispersiyonu, pH 7 ila pH 9'da 200 ila 400 nm arasinda degisen
hidrodinamik caplara ve yliksek negatif yiiklere (-30 ila -35 mV) sahip oldugu ve pI’nin
pH 5'te oldugu gozlemlenmistir. En kiiciik damlacik boyutu ise 25 pm ile PPM'nin yiiksek
adsorpsiyon verimliligi pH 7'de sergiledigi goriilmiistiir.

Gida endiistrisinin bir¢ok sektorii, daha dogal, ¢cevre dostu ve siirdiiriilebilir iiriinler
meydana getirmek icin sentetik veya hayvan esasli bilesenlerin bitki esasl alternatiflerle
degistirmekle ilgilenmektedir. Bunlarla alakali yapilan bir ¢alismada, bakla, bezelye ve
mercimek proteini konsantrelerinin, omega-3 yag asitleri ile takviye edilmis su i¢inde yag
emiilsiyonlarinda dogal emiilgatorler olarak potansiyel kullanimlar1 arastirilmistir.
Emiilgator tiiriiniin emiilsiyonlarin olusumu ve stabilitesi tizerindeki etkisi, farkl tuz
konsantrasyonlar1 altinda damlacik 6zelliklerindeki (boyut ve yiik) degisikliklerin dl¢iimii
yapilmistir. Tiim protein konsantreleri i¢in, artan tuz konsantrasyonu ile {-potansiyelinin
biiyiikliigiinde bir azalma meydana gelmistir. 100 ve 200 mM NaCl'de bakla
emiilsiyonlarinda ve 100 mM'de bezelye protein emiilsiyonlarinda partikiil boyutunda bir
artls ve yogun kremalagsma goriilmistiir. Mercimek proteininde ise diger proteinlerin
aksine partikiil boyutunda bir artis ve kremalasma gozlemlenmemistir (Gumus ve dig,

2017a).

Yapilan bir bagka ¢alismada nohut (CPI) ve mercimek (LPI) proteini izolati ile stabilize
edilmis emiilsiyonlarin damlacik boyutu ve damlacik yiikii degerlendirilmistir.
Damlaciklarin zeta potansiyeli pH 3'te (>+30 mV) pozitif, izoelektrik noktada sifir, pH
yiikseldik¢ce negatif degerler goriilmiis ve pH 9,7'de maksimum 53,3 mV'a degerine
ulasmistir. CPI ve LPI ile stabilize edilmis emiilsiyonlarin izoelektrik noktalar1 sirasiyla
4,49 ve 4,56 oldugu bildirilmistir. Hem CPI hem de LPI ile stabilize edilmis
emiilsiyonlarin hacim-ylizey ortalama ¢aplar1 i¢in pH 5,5'te 1,3-24,1 um'ye kiyasla pH 3 ve
8'de 1,2 -9,5 um'lik daha kii¢iik damlacik boyutu dagilimlar1 gézlenmis ve bu bulgular, CPI
ve LPI'nin, pH 3 ve 8'de net bir ylike sahip olduklar1 ve izoelektrik noktalarindan énemli
Olclide uzaklastirilan pH degerlerinde daha fazla ¢oziiniir hale geldikleri i¢in pH 5,5'e gore

daha etkili oldugu sonucuna varilmistir (Can Karaca ve dig, 2011).

36



Simiile edilmis bir gastrointestinal model kullanarak tasiyici yag tipinin E vitamininin
biyoerisilebilirligi ve molekiiler formu iizerindeki etkisiyle alakali bir ¢alisma yapilmistir.
Tastyic1 yaglar olarak uzun zincirli trigliseritler (LCT) ve orta zincirli trigliseritler (MCT)
kullanilmistir. MCT ile olusturulan emiilsiyonlarda lipit sindirim hizinin, olusan serbest
yag asitlerinin suda dagilabilirligindeki farkliliklara dayandirilarak LCT emiilsiyonlarindan
daha yiikksek oldugu bildirilmistir. Sindirimden sonra vitamin E'nin toplam
biyoerisilebilirliginde ise tam tersi bir sonu¢ LCT’nin MCT emiilsiyonlarindan daha
yiiksek oldugu goriilmiis ve bu da uzun zincirli yag asitlerinden olusturulan karigsik
misellerin daha yiiksek ¢oziiniirlik kapasitesi olduguna dayandirilmistir (Yang ve

Mcclements, 2013).

Bir bagka calismada vitamin takviyeli nanoemiilsiyonlarin iiretiminde tastyict yag
tipinin (musir, balik veya keten tohumu yagi) simiile edilmis gastrointestinal davranisi
tizerindeki etkisi incelenmistir. Misir yagli nanoemiilsiyonlari, balik veya keten tohumu
yaglarindan daha hizli sindirilmis ve misir yaginin ince bagirsagin sonunda balik ve keten
tohumu yaglarina gore daha biiyiik bir trigliserit fraksiyonunun sindirildigi bildirilmistir.
Farkl: tasiyict yaglar igin vitamin biyoerisilebilirligi ise misir yagi > keten tohumu yag1 =
balik yagi seklinde sonuclar elde edilmis ve bu sonuglar, tekli doymamis yag asitleri
bakimindan zengin yaglarin (misir yagi gibi) D3 vitaminini kapsiillemek i¢in ¢oklu
doymamis zengin yaglardan (keten tohumu veya balik yagi gibi) daha iyi oldugunu
gostermistir (Schoener ve dig, 2019).

D vitamini kapsiilleme isleminde D vitamini takviyeleri i¢in siit {irlinii olmayan
fonksiyonel gidalarin kullanimini yayginlastirmak adina yapilan bir calismada bezelye
proteini ile stabilize edilmis emiilsiyonlar kullanilmistir. Protein gibi bilyiik molekiiler
yiizey aktif maddeler kullanilarak kiiciik emiilsiyon damlaciklari hazirlamak biraz zor
olmasina ragmen bu c¢alismada, yiiksek basingli homojenlestirici kullanilarak 170 ila 350
nm'lik nanoemiilsiyonlar hazirlanmistir. Nanoemiilsiyonlar, 170-350 nm boyutlari, -25 mV
zeta potansiyeli ile iyi stabilite ve yiiksek vitamin kapsiilleme verimliligi (%94-96)
gostermistir. Genel olarak, bu arastirma bezelye proteini tarafindan stabilize edilen
nanoemiilsiyonlarin D vitamini emilimini gelistirme potansiyeline sahip oldugu sonucuna

varmistir (Walia ve Chen, 2020).
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Bezelye (PP), nohut (CP) ve mercimek (LP) proteinlerinin fizikokimyasal ve
emiilsifiye edici ozelliklerine odaklanan baska bir ¢calismada, ii¢ protein izolati da, yiiksek
derecelerde denatiirasyona ugramalarina ragmen iyi ¢0ziniirliik ve yiliksek termal stabilite
dahil olmak iizere benzer fizikokimyasal ozellikler sergilemistir. Emiilsifiye etme yetenegi
ve stabilitesi ile ilgili olarak, ii¢ protein izolatinda da en olumsuz sonuglar izoelektrik
noktalarinda goriilmustiir (pI=4,5). pH degeri pI'den uzaklastikca emiilsiyon stabilitesinde
onemli sonuglar elde edilmistir. Genel olarak bezelye, nohut ve mercimek proteinlerinin
gida emiilgatorleri olarak biiyiik potansiyele sahip oldugu bu g¢alisma ile gdsterilmistir

(Ladjal ettoumi ve dig, 2015).

Walia ve arkadaslarinin (2017) yaptigi bir ¢alismada D vitamini, daha yiiksek oral
biyoyararlanim i¢in balik yagi i¢inde kapsiillenmistir. Su i¢inde yag nanoemiilsiyonu
ultrasonikasyon teknigi kullanilarak hazirlanmistir (300-450 nm damlacik boyutu
araliginda) ve 90 giinden fazla raf 6mrii sergilemistir. Yag faz1 olarak balik yagi, ylizey
aktif madde ise Tween-20 ve fonksiyonel bilesik olan D Vitamini karisiminda siirekli faz
olarak su fazi ilave edilmistir. Analiz i¢in 300-450 nm araliginda parcacik boyutlarina
sahip kararli numuneler sec¢ilip daha yliksek ve daha diisiik yag konsantrasyonu igeren
nanoemiilsiyonlar icin kapsiilleme verimliligi swrasiyla %95,7 ve %98,2 olarak
hesaplanmistir. Nanoemiilsiyonlarin, yutulmadan sonra simiile edilmis agiz ve mide
kosullarindan geg¢irilip daha yiiksek yag konsantrasyonuna sahip nanoemiilsiyonun vitamin
molekiillerinin ¢ogunu simiile edilmis gastrik faz altinda kapsiillenmis halde tutarak D

vitamininin biyoyararlanimini arttirmada basarili oldugu bildirilmistir.

Farkli tasiyici yag tiirleri ile hazirlanan Y/S nanoemiilsiyonlari i¢inde kapsiillenmis D3
vitamininin biyoerisilebilirligi tizerindeki etkisi, simiile edilmis bir gastrointestinal sistem
(GIT) modeli kullanilarak yapilan bir ¢aligmada incelenmistir. Lipit sindirimi sirasinda
serbest yag asidi saliniminda orta zincirli trigliseritler (MCT) > musir yagi-balik yagi >
portakal yagi > mineral yagi seklinde azalan sonuclar elde edilmistir. D3 vitamininin
Olctilen biyoerisilebilirliginde ise misir yagi balik yagi > portakal yagi > mineral yag >
MCT yag siralamasiyla tam tersi sonuglar elde edilmistir. Bu sonuclar, tasiyict yag tipinin,
lipit damlaciklarindan biyoaktif maddelerin salinimindaki farkliliklara ve bunlarin karigik
misellerde ¢oziinmelerine dayandirilarak lipit sindirimi ve vitamin biyoerisilebilirligi

tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu seklinde ifade edilmistir (Ozturk ve dig, 2015).
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Bir baska calismada keten tohumu yagi, nohut (CPI) veya mercimek protein izolati
(LPI) ve maltodekstrin iceren bir duvar materyali matrisi kullanilarak mikrokapsiilleme
islemi  gerceklestirilmistir. Farkli yag konsantrasyonlarda (agirlikca %5,3-21,0)
mikrokapstillerin hem fizikokimyasal 6zellikleri hem de mikro yapisi iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Emiilsiyon yagi konsantrasyonundaki bir artigin, yag damlacik ¢apinda ve
mikrokapsiil ylizey yag igeriginde bir artisa ve yag kapsiilleme verimliliginde bir azalmaya
neden oldugu bulunmustur. Keten tohumu yaginin optimum kapsiilleme verimliligi % 83,5
olarak kaydedilmis ve bu deneysel kosullar kullanilarak olusturulan mikrokapsiiller, oda
sicakliginda 25 giinliik bir depolama siiresi boyunca serbest yaga ve oksidasyona karsi

koruyucu bir etki gostermistir (Karaca ve dig, 2013).

Yemeklik yaglarin sindirilebilirligi ve besleyici degerleri hakkinda yapilan arastirmalar
sonucunda nanoemiilsiyon formunda lipofilik biyoaktifleri kapsiillemek i¢in sentetik
yaglarin dogal yaglarla degistirilmesine son zamanlarda ilgi artmistir. Yapilan bir
calismada amag gelismis stabilite ve biyoerisilebilirlik i¢in maksimum kolekalsiferol
konsantrasyonunu (D3 vitamini) yenilebilir yaga hapseden kararli nanoemdiilsiyonlar
olusturmak olmustur. Aycigek yagi, Tween 85 ve izopropanol (1:1) yiizey aktif madde
karistmi ile  nanoemiilsiyonlar  olusturulmustur.  Kolekalsiferol  igeren  bu
nanoemiilsiyonlarin ortalama damlacik boyutu 57,7 ila 158,13 nm arasinda ol¢iilmiistiir.
Simiile edilmis bir mide-bagirsak sindirim modeli kullanan biyoerisilebilirlik
calismalarinda kapsiillenmis vitamin D3'lin %98'inin salindig1 sonuglar1 elde edilmis ve bu
calismanin yenilebilir yag nanoemiilsiyonlarinin gelecekteki gelisimi ve fonksiyonel
gidalarda ve besin takviyelerinde kullanimlar1 igin ¢ok ©nemli oldugu belirtilmistir

(Inapurapu ve dig, 2021).
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1 Materyal

4.1.1 Arastirma materyali

Bu caligma kapsaminda Wellcare markasina ait saf D; vitamini temin edilmis ve
analizi yapilana kadar -18°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Analizler icin gerekli
olan emiilsifiyerler; sirastyla %80 protein iceren bezelye ve %55 protein iceren mercimek
proteini konsantreleri (sirasiyla Vitessence Pulse 1803 ve 2550) Ingredion Inc.
(Bridgewater, NJ) tarafindan saglanmigtir. Kullanilacak olan yaglar; uzun zincirli yag
asitleri olarak bilinen keten tohumu yagi ve aycigek yagi Malatya ilindeki yerel
marketlerden ve orta zincirli trigliserit (MCT) ise WITARIX firmasindan (IOl Oleo'dan
WITARIX® MCT 60/40) temin edilmistir.

4.1.2 Kullamlan kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kloroform, biitanol, metanol, izooktan, izopropil alkol;
amonyum tiyosiyanat (NH4SCN), demir kloriir (FeClz), TBA (tiyobarbiitirik asit), TCA
(triklorasetik asit), BHT (biitil hidroksi toluen), hidroklorik asit ve in-vitro sindirim
analizinde kullanilan miisin (midesel mukozadan), pepsin (midesel mukozadan),
pankreatik lipaz (domuz pankreasindan) ve safra tuzlari ve NaCl Sigma Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

4.1.3 Kullanilan cihazlar

Bu tez kapsaminda; ¢oklu manyetik karistirict (Velp Scientifica, Almanya), saf su
cthazi (Niive, NDS8, Tirkiye), su banyosu (Memmert wtb 24, Almanya), etiiv
(Ecocell,Munih Almanya), vorteks (Heidolph, Italya), su banyosu (NB 20 water bath,
Nuve, Ankara, Tiirkiye), hassas terazi (Sunny Hengping Scientific Instrument Co., Ltd.,
Cin), santrifiij (Thermo Scientific-SL16R, ABD), buz yapma makinesi (Flake buz
makinasi, ISM-50, Tiirkiye), sogutmali santrifiij (Niive, Tirkiye), coklu manyetik
kanigtirict (Velp Scientifica, Almanya), sonikator (Soniprep 150-SANYO, Birlesik
Krallik), pH metre (Mettler Toledo Five Easy F20, ABD), yiiksek devirli parcalayict (IKA
T18 digital, Staufen, Almanya), yiiksek basin¢ homojenizatorii (ISA-NLM100, Ilshin
Autoclave Co., Daejeon, Kore), UV-VIS c¢ift 1s1n yollu spektrofotometre (UV-1800,
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SHIMADZU, Japonya), Konica Minolta Chroma Meter CR-5, MITSUBISHI GT-200
otomatik titrator, calkalamali inkiibator (Microtest MCS-120, Tiirkiye), ultra saf su cihazi
(Millipore-Q, ABD), pH stat (Metrohm, Ionenstrasse, Herisau, isvic;re), zeta potansiyel
(Zetasizer Nano -ZS, model ZEN3600, Malvern Instruments, Birlesik Krallik) ve partikiil
Olciim cihazi (Malvern 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Birlesik Krallik) ve

otomatik pipet setleri kullanilmastir.

4.2 Yontem
KULLANILAN
YONTEMLER
e N ( Y A
KULLANILAN Pi ) KULLANILAN
o * Pickering .. .
YAGLAR « Geleneksel emiilsiyon EMULSIFIYERLER
\, < \, J
4 ) 4 N
* Keten tohumu \. 7 |+ Bezelye
* Aycicek * Mercimek proteini
* MCT yagi
\ J
) Partikiil yiikii ve
D VITAMINI ENKAPSULASYONU partikiil boyutu
ICIN EMULSIYONLARIN > | Slciilmesi
HAZIRLANMASI ¢
p
1.KISIM } [ 2.KISIM }
\(
Emiilsiyonlarin Fiziksel Stabilite Emiilsiyonlarin Oksidatif
Olciimleri Stabiliteleri Uzerine
L Etkilerinin Incelenmesi

[ 3.KISIM }

In vitro sindirim kosullarinda %
SYA salimmmlarinin belirlenmesi

e Sicaklik degisimi e DPeroksit degeri

e Iyonik siddet degisimi e TBARS sayisi

e pH degisimi

D Vitamininin Biyogecisliliginin
Belirlenmesi

Sekil 4.1: Deney plani.



4.2.1 Emiilsiyon hazirlama

Bu c¢aligmada su icinde yag (Y/S) geleneksel emiilsiyonlar1 hazirlamak icin %S5 tastyici
yaglar (MCT, Aygicek yag1 (A.Y) ve keten tohumu yag1 (KTY)) icinde ¢oziinmiis %0,01
D vitamini ve %0,5 siirfaktan (bezelye proteini (B.P) ve mercimek proteini (M.P)) iceren
pH 7’deki 10 mM fosfat tamponu ile karigtirilmistir. Emiilgatorler 30 mL tampon ile oda
sicakliginda 2 saat manyetik karistiricida karistirildiktan sonra bir gece buzdolabinda
bekletilmis ve analiz Oncesinde c¢ikarilan emiilgatorler oda sicakligina gelene tekrar
kanstirllmistir. Analizde kullanilacak olan D vitamini ise yag fazi ile birlikte 4°C de 24
saat boyunca karistirilmis ve daha sonrasinda emiilgator ¢ozeltisi ve tampon ilave edilerek
yiiksek hizli karistirict (IKA TI18 digital, Staufen) da 10000 rpm’de 2 dk boyunca
homojenize edilmis ve bdylece 6n emiilsiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan 6n emiilsiyonlar
6-8 dk arasinda sonikasyona (Soniprep 150-SANYO) tabi tutularak son emiilsiyonlar elde
edilmistir. Bu calismada kullanilan diger bir yontem olan pickering emiilsiyonlarda ise
kullanilacak protein-tampon karigimlar1 % protein oranlarina gore eklenilmesi gereken
protein miktarlar1 hesaplanarak ( %18,75 bezelye proteini ve %81,25 tampon, %22,73
mercimek proteini ve % 77,27 tampon) bir giin oncesinden karistirilip buzdolabinda
bekletilmistir. Protein jeli elde etmek i¢in bir dnceki giin karistirilan proteinler 6nceden
90°C’ye getirilen sicak su banyosunda (Memmert wtb 24) 60 dk bekletilmis ve daha sonra
buz banyosunda (Flake buz makinasi, ISM-50) bekletilerek jel halini almislardir. Sekil
4.2°de buz banyosundan ¢ikarilan jel haline gelen emiilgatorler gosterilmistir. Jel haline
gelen emiilgatorler (%10 protein jeli ve %30 tampon) tampon ile karistirilip yliksek hizlh
homojenizatérde 10000 rpm’de 3’er dk boyunca homojenize edilmistir. Daha sonra yliksek
basinglt homojenizatdrde (ISA-NLM100, Ilshin Autoclave Co.) 3 defa gecirilerek boyutlari

kii¢lilmiis ve emiilsiyon hazirlamak i¢in kullanilir hale gelmistir.
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Sekil 4.2: Bezelye (solda) ve mercimek (sagda) proteini jel goriiniimleri.

Geleneksel emiilsiyon yonteminde oldugu gibi D vitamini igeren yag fazi ile aym
sekilde hazirlanmis ve jel dispersiyonu ile karistirilarak emiilgatér D vitamini-yag karigimi
ve tampon bir beherde bir araya getirilmis ve daha sonra yiiksek hizli karistiricida (IKA
T18 digital, Staufen) 10000 rpm’de 2’ser dk boyunca homojenize edilmis ve bdylece on
emiilsiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan 6n emiilsiyonlar buz banyosunda (Flake buz
makinasi, ISM-50) bekletilerek 10000 psi basingta yiiksek basingli homojenizatorden
(ISA-NLM100, Ilshin Autoclave Co) 4 defa gegirilerek son emiilsiyon halini almistir. Bu
calisma kapsaminda D vitamini icermeyen emiilgator ve tampon karigimi kontrol 6rnekleri
de kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalarin sonunda 3 farklh yag, 2 farkli emiilgator ve 2 farkl

yontem kullanilarak toplamda 12 emiilsiyon olusturulmustur.
4.2.2 Emiilsiyonun fiziksel 6zellikleri
4.2.2.1 Partikiil boyutu ve partikiil yiikii olciimleri

Olusturulan emiilsiyonlarin partikiill boyutu mastersizer (Malvern 2000, Malvern
Instruments Ltd., Malvern) ve partikiil yikii dinamik 151k sacinimli zetasizer (Zetasizer
Nano-ZS) ile pH 7 olan fosfat tamponunda 500 kat seyreltilerek Ol¢iilmiistiir. Analiz
sonuglar1 ortalama partikiil ¢ap1 (d.um) (Ds2) ve partikiil yiikii (mV) olarak kaydedilmistir.

4.2.2.1.1 Termal stabilite

%5 farkli yag iceren Y/S emiilsiyonlar1 30, 50, 70 ve 90°C’lerde sicak su banyosunda
30’ar dk sicaklik uygulamasinin ardindan 24 saat oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir.

Sekil 4.3’te 24 saat bekleme Oncesinde emiilsiyon 6rnekleri gosterilmistir.
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30°C 50°C 70°C 90°C

Sekil 4.3: Farkli sicaklik degerlerinde 1s1l isleme tabi tutulmus emiilsiyon 6rnekleri.

24 saat bekletilen emiilsiyonlar partikiil boyutu 6l¢gmek icin mastersizer cihazinda
(Malvern 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern ), partikiil yikkii (mV) ig¢in ise
emiilsiyonlar pH 7 olan fosfat tamponunda 500 kat seyreltilerek zeta potansiyelleri partikiil
elektroforez enstriimani (Zetasizer Nano-ZS) ile l¢iilmiistiir. Ol¢iimler, oda sicakliginda

iki kez tekrarlamistir.
4.2.2.1.2 pH stabilitesi

%5 farkli yag iceren Y/S emiilsiyonlarmin farkli pH kosullarinda stabilitesinin
arastirilmasi i¢in pH’lan (3, 4, 5, 6, 7 ve 8) 1 M NaOH ve 1 M HCI kullanilarak ayarlanan
emiilsiyonlar test tiiplerine alinarak 24 saat oda sicaklifinda karanlikta bekletilmistir. Sekil

4.4’te 24 saat bekleme Oncesinde emiilsiyon drnekleri gosterilmistir.

pH3 4 5 6 7 8

Sekil 4.4: Farkli pH degerlerine ayarlanan emiilsiyon 6rnekleri.
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Emiilsiyonlarin partikiil boyutunu 6lgmek i¢in mastersizer cihazinda (Malvern 2000,
Malvern Instruments Ltd., Malvern) oOl¢lime alinmustir. Partikiil yiikii (mV) igin
emiilsiyonlar ¢alisilan pH’daki fosfat tamponu ile 500 kat seyreltilerek test tliplerine alinip
seyreltilen ornekler zeta ({) potansiyeli plastik kiivetlerine doldurulmustur ve dlctimler oda
sicakliginda (25°C) partikiil elektroforez enstriimani (Zetasizer Nano-ZS) ile yapilmuistir.

Olgiimler iki kez tekrarlanmistir.

4.2.2.1.3 iyonik siddet stabilitesi

Emiilsiyon stabilitesine farkli tuz konsantrasyonlarinin etkisinin 6lgmek i¢in NaCl
(100-500 mM) iceren emiilsiyonlar hazirlanarak test tiiplerine aktarilmistir. Aktarilan
emiilsiyonlar 25°C’de 24 saat karanlikta bekletilmistir. Fakli yag ve farkli emiilgator
kullanilarak olusturulan emiilsiyonlar fosfat tamponu (pH 7) ile 500 kat seyreltilip partikiil
yiikleri (mV) partikiil elektroforez enstriimani (Zetasizer Nano-ZS) ile partikiil boyutlar:
ise mastersizer cihazinda (Malvern 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern) ol¢iimii
yapilmigtir. Olgiimler oda sicakhiginda iki kez tekrarlamustir. Sekil 4.5°te 24 saat bekleme

oncesinde emiilsiyon ornekleri gosterilmistir.

0 100 200 300 400 500 mM

Sekil 4.5: Farkli NaCl konsantrasyonlar1 iceren emiilsiyonlar.

4.2.3 Oksidatif stabilite testleri

Bu c¢alismada hazirlanan emiilsiyonlar 3’er mL alinarak agz1 kapakli deney tiiplerine
aktarilip 32°C’de inkiibatérde oksidasyona birakilmistir. 32°C’de oksidasyona birakilan

geleneksel emiilsiyon ve pickering emiilsiyon orneklerinden deneyin baslangicinda (0.
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giin) 1, 2, 3,4, 5,7, 10, 12, 15, 18 ve 21. giinlerde 6rnekler inkiibatérden (Ecocell, Munih

Almanya) ¢ikarilarak ayni giin 6l¢timleri yapilmistir.
4.2.3.1 Peroksit sayisi

Birincil oksidasyon {iriinii olan peroksit degerinde ¢ok kiiciik degisiklige gidilerek,
Uluata ve arkadaslar1 (2015) tarafindan uygulanan yonteme gore belirlenmistir. Emiilsiyon
orneklerinden 0,2 mL, 1,5 mL izooktan/2-propanol soliisyonu (3:1, v/v) ile karistirilip ve
10 sn vortekslenmis ve bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Karistirilmig ¢ozelti 3000 rpm hizda
2 dk santrifiij edildikten sonra iist organik katmandan 0.2 mL alinarak farkli bir cam deney
tipiine aktarilip 2,8 mL metanol/biitanol c¢ozeltisi (2:1, v/v) lizerine eklenmistir.
Ardindan bu karisima 30 pL demir (Fe,*) cozeltisi ilave edilerek 15 sn vortekslenmistir.
Daha sonra bu ¢ozelti 20 dk karanlik ortamda bekletilip absorbans1 510 nm’de UV-visible
spektrofotometrede (UV-1800, SHIMADZU) olciilerek sonuglar kaydedilmistir.

Fe,* ¢ozeltisi; 0,144 M FeS0, saf su i¢inde ¢6ziindiiriilmesi ile olusan ¢ozeltiden ve
0,132 M BaCl, ¢ozeltisinden ayn1 miktarlarda alinip santrifiij edilmis ve olusan karigimin
tist faz1 ile NH4SCN c¢ozeltisinden aynit miktarda alinip karigtirtlmis ve bu islem igin
gerekli olan karigim her seferinde taze olarak hazirlanmistir.  Hidroperoksit
konsantrasyonlari, kiimen hidroperoksitten hazirlanan standart bir kalibrasyon egrisi

kullanilip belirlenmistir.
4.2.3.2 TBARS degeri

Ikincil oksidasyon iiriinleri Mcdonald ve Hultin (1987)’in gelistirdigi TBARS testinde
birka¢ degisiklik yapilarak belirlenmistir. Analiz i¢in 1 mL 6rnek ve 2 mL TBA reaktifi 75
g triklorasetik asit (TCA), 1,88 g TBA, 414 g ultra saf su, 8,8 mL HCI (% 37) alinarak
etanolde c¢ozdiiriilmiis %?2’lik BHT ile karistirtlip hazirlanmistir ve 6rnege eklenerek
90°C’ye ayarlanmis sicak su banyosunda 15 dk bekletilmistir. Daha sonra sicak su
banyosundan cikarilan 6rnekler soguk su igerisinde 10 dk sogutulmaya birakilmis ve
ardindan 3000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij islemi
yapilan Ornek tliplerinde biriken sulu fazin absorbansi 532 nm’de TBA ¢0zeltisine karsi

okunmustur.
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4.2.4 In vitro sindirim testleri

Insan gastrointestinal sisteminde meydana gelen karmasik fizyolojik ve fizikokimyasal
olaylar1 dogru bir sekilde modellemek i¢in lipit damlaciklarinin karsilagtig1 ¢esitli bagirsak
stvilarinin bilesimini, yapisim1 ve hareketlerini simiile etmek gerekir. Bu calismada D
vitamini ile kanstirilmig ti¢ farkli yag (keten tohumu yagi, Aygicek yagi ve MCT)
kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarda yaglarin sindirimi INFOGEST 2 yontemi
(Brodkorb ve dig, 2019) modifiye edilerek analizler gergeklestirilmistir. Agiz, mide ve ince

bagirsak olmak iizere sindirim 3 asamada gergeklesmistir.
4.2.4.1 Ag1z faz

Agiz sindirimi simiilasyonunda 20 mL emiilsiyonlar, daha Onceki caligmalara gore
hazirlanmis 0,6 g miisin iceren 20 mL yapay tiikiiriik soliisyonu ile karistirildiktan sonra
karisimin pH’1 6,8'e ayarlanip 100 rpm'de siirekli calkalama ile 37°C’de 10 dk inkiibe

edilmistir.
4.2.4.2 Mide fazi

Mide fazinda simiile mide sivis1 stok soliisyonu (SGFSS), 2 g NaCl ve 7 mL 12 N HC1
1 L ¢ift damitilmis su i¢inde ¢ozlindiiriilmiistiir. Agizdan alinan 20 mL bolus numunesi, 20
mL SGEFSS ile 0,064 g pepsin karistirilarak hazirlanan 20 mL yapay mide sivist ile
karistirilip daha sonra pH 3’e ayarlanarak 100 rpm'de siirekli ¢alkalama ile 2 saat 37°C’de

inkiibe edilmistir.
4.2.4.3 ince bagirsak fazi

Mide fazindan sindirimi tamamlanan orneklerden 30 mL alinarak temiz bir beher
icinde 37°C’de 10 dk su banyosuna birakilmis ve 10 dk’dan sonra ¢ikarilan orneklerin
pH’s1, 1 M NaOH ile 7’ye ayarlanmigtir. Numuneye tampon ¢6zeltisi i¢inde ¢oziilmiis 3,5
mL safra tuzu ve 2,5 mL lipaz enzimi ilave edilmistir. pH-stat cihazi inkiibasyon siiresi
boyunca numunenin pH’sint 7°de tutmak i¢in harcanilan NaOH ¢o6zeltisinin hacmi

kaydedilmistir.
Serbest yag asidi (SYA) salinimi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir:

VNaoH X Mnaon X MyaoH X Myys

0%SYA = 100 X
Wiipiz X 2
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%SYA = Serbest Yag Asidi (%)

Vnaon = Harcanan NaOH miktar1 (L).
Mniaon = NaOH ¢ozeltisinin molaritesi.
My, = Kullanilan yagin Molekiil agirlig:

Wyag = Sindirim sisteminde mevcut yagin agirligi (gram)
4.2.4.4 Biyogecislilik oraninin belirlenmesi

Simiile edilmis ince bagirsak fazi sonucunda elde edilen dijesta 6rneklerinden 30 mL
alinarak 25°C’de 4000 rpm’de 40 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen misel
fazindan bulunan D vitamini miktar1 belirlenmistir. Daha sonra D vitaminini ekstrakte
etmek i¢in santrifiij sonrast misel fazindan 3 mL ve 3 mL de izooktan-etanol karisimindan
alinarak cam tiiplere aktarilmis ve 20 sn vorteklendikten sonra 1700 rpm’de 12 dk santrifiij
islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij sonunda D vitamininin belirlenmesi icin iist fazdan
numuneler alinip 265 nm’de UV-Vis Spektrofotometresi kullanilarak absorbanslari

okunmustur.

D vitamininin farkli konsantrasyonlar: ile hazirlanmis bir kalibrasyon egrisi
kullanilarak  sindirime  ugratilmis  Orneklerdeki D  vitamini  konsantrasyonlari

hesaplanmustir.

m .
Biyogecislilik(%) = —isel,

Myjgesta

x 100

Yukaridaki formiil kullanilarak D vitamininin biyogegislilik oran1 hesaplanmistir. Bu
denklemde; mmiset = misel fraksiyonundaki D vitamini miktari, mdigest = digestadaki D

vitamini miktarini ifade etmektedir.

4.2.5 istatistiksel analizler

Yapilan bu caligmada her bir analiz en az 2 kere tekrarlanmis ve elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak SPSS 17,0 paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglarin ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel 6nem diizeyleri “One way
ANOVA (Analysis of variances - tek yonlii varyans analizi)” testi ve “DUNCAN” post-

hoc testiyle belirlenmistir
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1 Fiziksel Stabilite
5.1.1 Partikiil boyutu ve partikiil yiikii

Ultrason ile homojenize edilerek iiretilen geleneksel emiilsiyonlarin partikiil boyutlari
sonuglart incelenmistir. B.P-KTY, B.P-A.Y, B.P-MCT ve M.P-KTY, M.P-A.Y, M.P—
MCT emiilsiyon 06rneklerinin sonuglart sirastyla 0,205+£0,00 pm, 0,255+0,06 pm,
0,279+£0,00 pm ve 0,223+0,00 um, 0,981+0,07 um, 0,453+0,10 pum olarak Olgiilmiistiir
(Sekil 5.1a). Sonuglar incelendiginde genel olarak bezelye proteini ile stabilize edilen
emiilsiyonlarin en kiigiik partikiil boyutlarina sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Gumus ve
arkadaslarinin (2017a) baklagil proteini {iizerine yaptiklar1 c¢alismadaki sonuglar ile
karsilastirilinca bu ¢alismadaki bezelye proteinleriyle stabilize edilmis emdiilsiyonlarin
partikiil sonuclar1 daha diisiik, mercimek proteinleriyle stabilize edilmis emdiilsiyonlarin
partikiil boyutu daha yiiksek ¢ikmistir. Bununla birlikte, baska bir calismada bezelye
proteini stabilize emiilsiyonlart siirekli olarak yiiksek basingli bir homojenlestiriciden
gecirerek daha kiiclik damlaciklar iiretilebilecegi bildirilmistir (Niroula ve dig, 2022). Bu
calismada yapilan baz1 ¢alismalara kiyasla farkli sonuglar elde edilmis ve bu durumu ise
kullanilan proteinlerin dogasinin, kdken veya izolasyondaki farkliliklarindan kaynaklandigi

seklinde yorumlamak miimkiindiir.

Protein kapli lipit damlaciklarin yiizey potansiyeli ((-potansiyel) sonuglart negatif yiiklii
cikmistir. B.P-KTY, B.P-A.Y, B.P-MCT ve M.P-KTY, M.P-A.Y, M.P-MCT emiilsiyon
orneklerinin {-potansiyel sonuglart sirastyla -37,3£5,51 mV, -43,9+0,84 mV, -35,05+0,49
mV ve -31,2+1,27 mV, -49,25+1,90 mV, -31,9+1,27 mV olarak ol¢iilmiistiir. Genel olarak
bu ¢aligmada istisnalar haricinde bezelye proteinin partikiil yiikii sonuglar1 daha yiiksek
cikmistir (Sekil 5.1b). Yiiksek bir zeta potansiyeli degeri, emiilsiyon damlaciklari arasinda
daha gii¢lii elektrostatik itme saglayarak emiilsiyon stabilitesinin artmasina yol agmaktadir.
Bezelye proteini ile yapilan bir ¢alismada protein izolatinin partikiil boyutu yikii arttikca
bezelye protein emiilsiyonlarinin damlacik boyutunun azaldi§i sonucuna varilmistir
(Burger ve Zhang, 2019). Mercimek proteini ise bezelye proteinine kiyasla genel olarak C-
potansiyel sonuclar1 negatif olarak daha diisiik ¢itkmis ve mercimek proteini ile yapilan bir

calisma ile paralel sonuglar elde edilmistir (Funke ve dig, 2022).
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Sekil 5.1: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglarla (KTY, A.Y ve MCT)
olusturulan geleneksel emiilsiyonlarin partikiil boyutu ve yiikii (Kiiciik harfler (a, b, c)
farkl emiilgatorler ve farkli yaglar ile iiretilen geleneksel emiilsiyon 6rnekleri arasindaki
farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05); Duncan)).

Yiiksek basingli homojenizatdr ile iiretilen pickering emiilsiyonlarin partikiil boyutlar
sonuglart incelenmistir. B.P-KTY, B.P-A.Y, B.P-MCT ve M.P-KTY, M.P-A.Y, M.P-
MCT sonuglari sirastyla 0,170+£0,00 um, 0,234+0,00 um, 0,156£0,00 pm ve 12,6+0,26 um,
6,63+0,06 pm, 6,70+0,23 pum olarak Olclilmiistiir (Sekil 5.2a). Elde edilen sonuglar
incelendiginde bezelye proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlarda en kiiciik partikiil
yiikleri gozlemlenmistir. Protein kapli lipit damlaciklarin partikiil yiikii (C-potansiyel)
sonuglart negatif yiikli ¢ikmistir. B.P-KTY, B.P-A.Y, B.P-MCT ve M.P-KTY, M.P-
A.Y, M.P-MCT orneklerinin {-potansiyel sonuglar1 sirasiyla -26,8+0,21 mV, -27,6£0,56
mV, -25,240,21 mV ve -33,6+2,26 mV, -41,2+42.40 mV, -36,9+4,73 mV olarak
Olcllmiistiir (Sekil 5.2b). Zhang ve arkadaglarinin yaptiklart bir calismada farkli
konsantrasyonda bezelye proteini mikrojelleri ile pickering emiilsiyonlar: tasarlayarak en
kiiclik damlacik boyutlarina (Ds3) ~25 pm sahip, pH 7'de yag-su arayiiziinde bezelye
proteini mikrojelinin miikemmel birlesme kararlilifi ve yiiksek adsorpsiyon verimliligi
sergiledigi bildirilmistir. Bu ¢calismanin devaminda -37,3+3,47 ile -40,9+0,95 mV arasinda
degisen (-potansiyel degerleri goriilmiis ve bu damlaciklarin yiiksek negatif partikiil
yiikiine sahip oldugunu, dolayisiyla damlaciklara yeterli elektrostatik stabilite sagladig:
seklinde ifade edilmistir. Kiiciik partikiil boyutunun damlacik ara yiizeyi etrafinda yogun
tabaka olusumuna neden oldugunu ve bu da damlacik birlesmesini etkili bir sekilde

onledigi gozlemlenmistir.
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Son zamanlarda bitki proteini bazli partikiiller kullanilarak pickering emiilsiyonlarinin
stabilize edilmesi {izerine yapilan ¢aligmalarda bir artis s6z konusudur. Ancak bezelye
proteini konusundaki bezelye proteinlerinin jellesme 6zellikleri, 1s1l islem gormiis fibriller
gibi giiclii arastirmalar géz Oniine alindiginda, pickering emiilsiyon damlaciklarini stabilize
etmek amaciyla bezelye proteini bazli parcaciklarin tasarlanmasina nispeten daha az ilgi
gosterilmis ve aynt durum mercimek proteini i¢inde s6z konusudur (Zhang ve dig, 2020).
Her iki yonteme bakacak olursak bezelye proteininde partikiil boyutlar1 daha diisiik ve
mercimek proteininde daha yiiksek sonuclar goriilmistiir. Genel olarak geleneksel
emiilsiyon Orneklerinde daha stabil sonuglar elde edilmistir. Her iki yontem arasinda

partikiil boyutu ve partikiil yiikleri arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.
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Sekil 5.2: Farkli emtilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglarla (KTY, A.Y ve MCT)
olusturulan pickering emiilsiyonlarin partikiil boyutu ve yiikii (Kii¢iik harfler (a, b, ¢) farkli
emiilgatorler ve farkli yaglar ile tiretilen pickering emiilsiyon ornekleri arasindaki farklilig

ifade etmektedir (p<0,05); Duncan)).
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5.1.2 Termal stabilite

Olusturulan pickering ve geleneksel emiilsiyonlar1 30, 50, 70 ve 90°C’ lerde 30 dk 1s1l
isleme maruz birakilmistir. Isil islem sonucunda 24 saat inkiibasyona birakilan
emiilsiyonlarin partikiil boyutu sonuglar1 Sekil 5.3 ve 5.5’te partikiil yiikleri ise Sekil 5.4

ve 5.6’da gosterilmistir.

Emiilsiyonlarin  1s1l  igleme maruz birakilmalart  sonucunda adsorpsiyon
katmanlarindaki proteinin siilfidril veya polar olmayan gruplarindaki degisikliklerden
dolay1 emiilsiyon stabilitesini etkilemektedir (Taha ve dig, 2018). Bir emiilsiyonda adsorbe
edilmis proteinler termal denatlirasyon sicakliginin iizerinde ise polar olmayan yiizey
gruplart agiga ciktigindan artan hidrofobik ¢ekim nedeniyle topaklanma meydana
gelebilmektedir (Ozturk ve Mecclements, 2016). Proteinler kullanilarak yapilan bir
calismada termal denatiirasyon sicakliklari bezelye proteini i¢in 80-86°C ve mercimek
proteinlerinde ise 80°C oldugu bildirilmistir (Gumus ve dig, 2017a). Partikiil boyutu
sonuclarinda 30°C’den 90°C’ye dogru artan sicakliklarda geleneksel emiilsiyonlarda
0,42+0,03 ve 12,4+1,86 pum araliginda pickering emiilsiyonlarda ise 0,31+0,00 ve
18,8+0,66 um aralifinda bir artis gézlemlenmistir.

Geleneksel emiilsiyonlarda bezelye proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlarin partikiil
boyutlar1 0,42+0,03 ve 3,6+2,89 pum araliginda mercimek proteininde ise 0,86+0,01 ve
12,4+1,86 um aralifinda sonuglar elde edilmistir. Pickering emiilsiyonda bezelye proteini
hazirlanan emiilsiyonlarda 0,31+0,00 ve 0,81+0,66 pm araliginda mercimek proteininde ise
6,2+2,05 ve 18,8+0,66 um araliginda partikiil boyutlar1 gézlemlenmistir. Genel olarak
emiilsiyon orneklerinde 90°C’de partikiil boyutlarinda bir artis goriilmiis ve bezelye
proteininde ise sicaklik artisi ile partikiil boyutunda daha stabil sonuglar elde edilmistir
(Sekil 5.3 ve 5.5). Soya proteini ile yapilan bir ¢aligmada sicaklik artistyla emiilsiyonlarda
topaklanma meydana gelmis ve bu topaklanma sicakligin 95°C’ye ¢ikarilmasiyla partikiil
boyutunda daha belirgin bir artis gézlemlenmistir (Taha ve dig, 2018). Peynir alti suyu
proteini izolat1 ile yapilan bir ¢alismada ise 65°C’nin {lizerindeki emiilsiyon damlaciklarinin
daha yiiksek topaklanma seviyesinde olmasini yag-su arayiiziine adsorbe edilen protein
molekiillerinin sicaklik nedeniyle agilmasina dayandirilmistir (Chanamai ve Mcclements,

2002).
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Zeta potansiyeli, protein yiizeyinde bulunan yiikk miktarin1 ifade etmek ve protein
stabilitesinin bir gostergesi olarak kullanilabilen 6nemli bir fiziksel parametredir. Sicaklik,
bir proteinin zeta potansiyelini etkileyen en 6nemli degiskenlerden biridir. Proteindeki zeta
potansiyeli degerindeki degisiklikler protein yapisinda topaklanmaya, ii¢ boyutlu yapisal
degisikliklere ve proteinin denatiirasyonu gibi sonuglara neden olabilir (Chen ve dig,
2018). Bu calismada geleneksel emiilsiyonlarda partikiil yiiklerinde 30°C ve 50°C
sicakliklarda -30,2+0,49 ve -45,945,93 mV araliginda pickering emdiilsiyonda ise -
27,1£1,27 ve -37,5£0,98 mV araliginda sonuglar elde edilmistir. Yiiksek sicaklik olan
70°C ve 90°C de geleneksel emiilsiyonlarda -29,1+0,49 ve -30,7+1,20 mV araliginda
pickering emiilsiyonlarda ise -25,3+0,56 ve -33,9+0,49 mV araliginda sonuglar elde
edilmis ve diisiik sicakliklarda negatif yiikiin biiyiikliigii cok daha yiiksek ¢ikmustir (Sekil
5.4 ve 5.6). Geleneksel emiilsiyonlarda bezelye proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlarin
partikiil yiikleri -28,9+0,63 ve -45,9+1,41 mV araliinda mercimek proteininde ise -
29,0+1,13 ve -46,0+5,93 mV araliginda sonuclar elde edilmistir. Pickering emiilsiyonda
bezelye proteini hazirlanan emiilsiyonlarda -24,84+0,42 mV ve -28,7+0,07 mV araligina
mercimek proteininde ise -29,8+1,20 ve -39,2+1,48 mV araliginda partikiil yiikleri elde
edilmistir. Emiilsiyon orneklerinde partikiil boyutlarina nazaran partikiil yiiklerinde daha

stabil sonuglar elde edilmistir.

—O—BPKTY {1+—BPAY —“~A—BPMCT
—@—MPKTY 8—MPAY —4&MPMCT

Ortalama Parcacik capi (um)

70
Sicaklik (°C)

Sekil 5.3: Sicakligin farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarda ortalama partikiil ¢ap1 iizerindeki
etkisi.
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Sekil 5.4: Sicakligin farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarda ortalama partikiil yiikii tizerindeki
etkisi.

—O—B.PKTY [—-BPAY —4A—B.PMCT
—0—M.PKTY B—MPAY —4A&—MPMCT
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Sekil 5.5: Sicakligin farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen pickering emiilsiyonlarda ortalama partikiil ¢ap1 tizerindeki
etkisi.
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Sekil 5.6: Sicakligin farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen pickering emiilsiyonlarda ortalama partikiil yiikii iizerindeki
etkisi.

5.1.3 iyonik siddetin fiziksel stabilite iizerine etkisi

Farkli iki yontem kullanilarak olusturulan tiim emiilsiyonlarin fiziksel stabilitesi
izerinde iyonik giiciin etkisi 0 ile 500 mM NaCl ilave edilerek ve 24 saat karanlik ortamda
bekletildikten sonra partikiil biiyiikliikleri ve partikiil yiikleri dl¢iilerek incelenmistir. Farkli
tuz konsantrasyonunda partikiil boyutu incelendiginde geleneksel emiilsiyon 6rneklerinde
100 mM NaCl ilave edilmesiyle 0,78+0,20 pum’den 37,3+10,8 um’ye kadar bir artis
gozlemlenmis (Sekil 5.7) ve artan tuz konsantrasyonu ile partikiil boyutunda nispeten daha
stabil sonuglar elde edilmistir. Bezelye proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlarin partikiil
boyutlart 0,78+0,20 ve 15,5+0,04 um aralifinda mercimek proteininde ise 1,3+0,04 ve
39,0+£13,8 um araliginda sonuglar elde edilmistir. Genel olarak bezelye proteininin
mercimek proteinine kiyasla aralarinda ¢ok biiylik bir fark olmamakla birlikte bezelye
proteini ile hazirlanan emiilsiyonlarin partikiil boyutu daha ytliksek ¢ikmistir. Peynir alti
suyu proteini kullanilarak yapilan bir ¢alismada artan tuz konsantrasyonu ile partikiil
boyutlarinda kismen bir artis gozlemlenmistir. Bu emiilsiyonlarda 100 mM NaCl

tizerindeki tuz konsantrasyonlarinda damlacik topaklanmasina karsi oldukca kararsiz
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oldugu goriilmiis ve bu durum esasen elektrostatik itme ile stabilize olduklar1 gercegine

dayandirilmistir (Ozturk ve Mcclements, 2016).

Emiilsiyon olusturmada kullanilan MCT yaginda diger kullanilan yaglara nazaran ¢ok
yiiksek sonuclar elde edilmis ve bu durum ise MCT yagi kullanilarak olusturulan
emiilsiyonlarin tuza kars1 daha hassas olmasindan ve bu da daha diisiik ylizey ylikiine bagl
olabilmesinden kaynaklanmaktadir (Taha ve dig, 2018). Farkli tuz konsantrasyonlarinin
partikiil yiikiine etkileri incelendiginde 100 mM NaCl ilavesi ile (-potansiyelinin
buyiikligiinde -49,2+1,90 mV’den -30,5+£0,35 mV’ye dogru bir azalma ve artan tuz
konsantrasyonu ile partikiil yiikiinde kismen bir diisiis gézlemlenmistir (Sekil 5.8). Bezelye
proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlarin partikiil yiikleri -30,1£0,63 ve -43,9+0,84 mV
araliginda mercimek proteininde ise -29,1£1,97 ve -49,2+1,90 mV araliginda sonuglar elde
edilmistir. Bu durum ise elektrostatik perdelemeye, yani negatif yiiklii damlacik yiizeyleri
etrafinda Oncelikli olarak karst iyon (Na+) birikimine dayandirilmistir (Ozturk ve
Mcclements, 2016; Gumus ve dig, 2017a). Farkli tuz konsantrasyonlarinda emiilsiyon
stabilitesinin genel olarak degismemesi bitki bazli emiilgatorlerin kullanilmasinin farkl

gida sistemlerinde iyi bir tercih oldugunu gostermektedir.

—O—B.PKTY —-B.PAY —4—B.PMCT
—@—MPKTY B-MPAY —4&—MPMCT

Ortalama Parcacik ¢cap1 (um)

0 100 200 300 400 500
Tuz Konsantrasyonu (mM)

Sekil 5.7: NaCl konsantrasyonunun farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar
(KTY, A.Y ve MCT) ile stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarda ortalama partikiil ¢cap1

uzerindeki etkisi.
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Sekil 5.8: NaCl konsantrasyonunun farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar
(KTY, A.Y ve MCT) ile stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarda ortalama partikiil yiikii
tizerindeki etkisi.

Bir diger yontem olan pickering emiilsiyonda aym sekilde farkli tuz
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen partikiil boyutu ve partikiil yiikii incelenmistir.
Emiilsiyonlarin partikiill boyutlar1 incelendiginde 100 mM NaCl ilave edilmesiyle
0,31£0,01 pm’den 17,6+1,72 pm’ye kadar bir artis gézlemlenmis ve daha sonra artan tuz
konsantrasyonu ile partikiil boyutunda dikkate deger bir artig goriilmemistir (Sekil 5.9).
Bezelye proteini ile hazirlanan emiilsiyonlarda 0,31+£0,01 ve 9,5+1,81 pum araligina
mercimek proteininde ise 9,06£0,04 ve 22,3+0,72 pum araliginda partikiil boyutlari
Olciilmiistiir. Genel olarak farkli tuz konsantrasyonlarinda kullanilan iki protein i¢inden
bezelye proteininde daha kiigiik partikiil boyutlar1 gbézlemlemistir. Yapilan bir baska
calismada elde edilen sonugclar ile buldugumuz sonuglarda bir paralellik goriilmiis ve artan
tuz konsantrasyonu ile partikiil boyutunda belirgin bir degisiklik goriilmedigi bildirilmistir
(Joshi ve dig, 2012).

Iyonik siddetin partikiil yiikiine olan etkisi incelendiginde emiilsiyonlara 100 mM
konsantrasyonundaki NaCl ilavesiyle genel olarak partikiil yiikiinde -41,2+2,40 mV’den -
25,05+0,07 mV’ye dogru bir diisiis ve daha sonra NaCl ilavesiyle partikiil yiikiinde ufak
caphi degisiklikler goriilmistir (Sekil 5.10). Pickering emiilsiyonda bezelye proteini
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hazirlanan emiilsiyonlarda -24,940,49 mV ve -29,3+1,55 mV aralifina mercimek
proteininde ise -30,6+0,21 mV ve -41,242,40 mV araliginda partikiil yiikleri elde
edilmistir. Bezelye proteini ile yapilan bir calismada da benzer sonuclar elde edilmis
(Zhang ve dig, 2020) ve bu sonuclar ise yiiksek iyonik kuvvet, daha ¢ok disiilfit bagina,
daha giiclii hidrofobik etkilesimlere, daha gligsiiz hidrojen baglarma ve elektrostatik
etkilesimlere katki sagladigi, cekici kuvvetleri giiclendirdigi ve itici kuvvetleri ise
zayiflattigr seklinde yorumlanmistir (Ziye ve dig, 2015). Pickering yontemi ile hazirlanan

orneklerde geleneksel emiilsiyonlara kiyasla daha stabil sonuglar elde edilmistir.

—O—-BPKTY —{+BPAY —A—BPMCT
——MPKTY B-MPAY —4A—MPMCT

Ortalama Parc¢acik capi (um)
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Sekil 5.9: NaCl konsantrasyonunun farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar
(KTY, A.Y ve MCT) ile stabilize edilen pickering emiilsiyonlarda ortalama partikiil ¢cap1
tizerindeki etkisi.
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Sekil 5.10: NaCl konsantrasyonunun farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar
(KTY, A.Y ve MCT) ile stabilize edilen pickering emiilsiyonlarda ortalama partikiil cap1
tizerindeki etkisi.

5.1.4 pH stabilitesi

Emiilsiyon orneklerinin farkli pH (3-8) araliklarinda partikiil boyutu ve partikiil yiikii
olgiilmiistiir. izoelektrik nokta (pI), bir proteinin sifir net yiik tasidigi deger olarak
tanimlanmistir (Pihlasalo ve dig, 2012). Baklagiller genellikle biiyiik bir globulin
fraksiyonundan ve kiigiik bir albiimin fraksiyonundan meydana gelmektedir. Globulinler
icin izoelektrik nokta (pI), pH 4.5 civarindayken albiiminlerin pI'si pH 6 civarindadir ve bu
nedenle damlaciklarin net sifir yiikiine sahip oldugu pH'nin bu degerler arasinda olmast
beklenmektedir (Gumus ve dig, 2017a). Analizi yapilan geleneksel emiilsiyon drneklerinde
izoelektrik noktaya yakin olan pH’larda partikiil boyutlarinda bir artis gozlemlenmis ve
diger pH’larda partikiil boyutlarinda bir diisiis goriilmistiir (Sekil 5.11). Yapilan bir
calismada da izoelektrik noktaya yakin olan pH haricinde diger pH degerlerinde partikiil
boyutunun kismen diisiik oldugu kaydedilmistir. Bu durum ise net bir yiike sahip olduklari
izoelektrik noktalarindan 6nemli 6l¢iide uzaklastirilan pH degerlerinde proteinlerin daha

fazla ¢oziiniir hale geldikleri i¢in, bu pH’larda emiilsiyon olusumunun homojenizasyon
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asamasinda kiiciik damlaciklar {iretmede izoelektrik noktaya gore daha etkili oldugu

seklinde ifade edilmistir (Can Karaca ve dig, 2011).

Yapilan bir ¢alismada yiiksek asidik kosullarda ve bazik kosullarda partikiil boyutu
digerlerine gore diisiik c¢iktig1 ve protein kapli damlaciklarin pl'sine yakin kosullarda
digerlerine gore daha yiiksek sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Schoener ve dig, 2019).
Bu ¢aligmada da geleneksel emiilsiyon 6rneklerinden yiiksek asidik kosullar ve izoelektrik
noktasinda sirasiyla 47,3+6,81 pum, 52,6£5,91 um en yiiksek degerler ve bazik kosullarda
1,15£1,28 pum degeriyle en diisiik partikiil boyutlar1 elde edilmistir. Bezelye proteini ile
stabilize edilmis emiilsiyonlar mercimek proteini ile stabilize edilmis emiilsiyonlara
kiyasla pH degisimlerine karsi daha kararli bir davramis sergilemistir. Hazirlanan
emiilsiyonlarda farkli pH’larda partikiil yiikii sonuclar1 incelendiginde asidik kosullarda pH
3’te pozitif, diger pH degerlerinde negatif sonuclar elde edildigi Sekil 5.12 de
gosterilmistir. Yapilan benzer bir ¢alismada pH'nin 8'den 2'ye diismesiyle, (-potansiyel
degerlerinde giderek negatif degerden pozitif degerlere dogru bir degisim goriilmiis ve bu
durum ise proteinlerin karboksil gruplarmin ve amino gruplarimin yavas yavas
protonlanmasinin bir sonucu olarak, negatif yiiklii proteinlerden pozitif yiiklii proteinlere
dogru giderek degisebilecegi gercegiyle bagintili olabilecegi bildirilmistir (Ladjal ettoumi
ve dig, 2015).

—O—B.PKTY —{+BPAY ——B.P MCT
—&—M.P KTY —aM-MPAY —&— M.P MCT

Ortalama Parcacik cap1 (nm)

Sekil 5.11: pH degisiminin farkl emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarda ortalama partikiil ¢ap1 iizerindeki
etkisi.
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Sekil 5.12: pH degisiminin farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarda ortalama partikiil yiikii iizerindeki
etkisi.

Pickering emiilsiyon yonteminde ayni kosullar altinda partikiil boyutu ve partikiil yiikii
incelenmis ve Sekil 5.13 ve 5.14 de gosterilmistir. Bu ¢alismada emiilsiyon 6rneklerinden
yiiksek asidik kosullar ve izoelektrik noktada sirasiyla 31,545,50 um, 72,242,47 um en
yiiksek degerler ve bazik kosullarda 0,32+0,00 pm degeriyle en diisiik partikiil boyutlar
elde edilmistir. Analizi yapilan diger yontemdeki gibi pH 3-4-5 aralifinda partikiil
boyutunda bir artis gergeklesip diger pH’larda diisiis gozlemlenmistir (Sekil 5.13). Genel
itibariyle mercimek proteininde izoelektrik noktaya kadar partikiil boyutundaki artig
bezelye proteinine kiyasla daha yavas gerceklesmis, diger pH’larda ise bezelye proteininde
ani bir diisiis olup daha kiiciik partikiil boyutlar1 kaydedilmistir. Bezelye proteini ile
yapilan bir ¢aligmadaki sonuglar ile elde ettigimiz sonuglar arasinda bir paralellik s6z
konusu olmustur. Ayni calismada pH 5’te en yiiksek partikiil boyutuna sahip oldugu
goriilmiis ve bu durum elektrostatik itmede azalma ve siddetli bir Van der Waals ¢ekici
kuvvetinin neden oldugu protein agregasyonundan kaynaklandig seklinde ifade edilmistir
(Yive dig, 2021). Pickering emiilsiyon yonteminde de geleneksel emiilsiyonda oldugu gibi
partikiil yiikii sonuglar1 benzerlik gostermis ve izoelektrik noktaya yaklasinca net yiikiin

sifir oldugu goriilmiistiir (Yi ve dig, 2021; Zhang ve dig, 2020) (Sekil 5.14).
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Sekil 5.13: pH degisiminin farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen pickering emiilsiyonlarda ortalama partikiil ¢ap1 tizerindeki

etkisi.
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Sekil 5.14: pH degisiminin farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve
MCT) ile stabilize edilen pickering emiilsiyonlarda ortalama partikiil yiikii tizerindeki
etkisi.
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5.2 Oksidatif Stabilite Testleri

Lipit oksidasyonu, doymamis yaglar ve oksijen arasinda otokatalitik bir sekilde
gerceklesen bir serbest radikal zincir tepkimesidir (Chaiyasit ve dig, 2007). Emiilsiyon
sistemlerinde damlacik yiizeyinde bulunan lipit hidroperoksitler ile sulu fazdan meydana
gelen gecis metalleri arasindaki etkilesimin lipit oksidasyonunda temel sebep oldugu
bildirilmistir (McClements ve Decker, 2000). Bu ylizden arayiizey alanindaki bir artis
doymamis yaglar ve sulu fazda ¢oziinmiis metal iyonlar1 gibi prooksidan bilesikler ile
temas1 kurarak lipit oksidasyonunu kolaylastirmaktadir (Berton-Carabin ve dig, 2014).
Yapilan bu c¢aligmada 32°C sicaklikta 21 giin boyunca emiilsiyon Orneklerinin oksidatif
stabilitelerini belirlemek icin birincil ve ikincil oksidasyon iirlinlerine bakilmistir. Birincil
oksidasyon iiriinlerini belirlemek icin peroksit degerleri, ikincil bozulma iriinlerini
belirlemede ise tiyobarbiitik asit sayisinda meydana gelen degisikliklerin Ol¢iimii igin

TBARS yontemi kullanilmistir.

32°C’de 21 giinliik depolama sirasinda geleneksel ve pickering emiilsiyon 6rneklerinin
lipit hidroperoksit ve TBARS degerleri incelenmistir. Mercimek proteini ve uzun zincirli
doymamis yag asitleri bakimindan zengin olan ayciceg§i ve keten tohumu yag:
orneklerindeki lipit hidroperoksit degerleri incelendiginde her iki emiilsiyonda 1. giinden
sonra hizli bir artis ve 14. giiniinde lipit hidroperoksit olusumunun en yiiksek seviyeye
ulagildig gézlemlenmistir. Orta zincirli yag asidi iceren MCT emiilsiyonu 6rneklerinde ise
21 giinliik depolama boyunca stabil artiglar goériilmiis ve depolamanin son giiniinde en
yiiksek lipit hidroperoksit degeri Olciilmiistiir. Bezelye proteini kullanilarak hazirlanan
aycicek yagi ve keten tohumu yagi 6rneklerinde 14. giinde hizla bir artis gergeklesmis ve
en yliksek lipit hidroperoksit degeri 21. giinde kaydedilmistir. MCT yag1 kullanilan
orneklerde ise 21 giinliik depolama siiresince stabil bir artig gézlemlenmistir (Sekil 5.15).
Bu ¢alismada kullanilan mercimek proteininde bezelye proteinine nazaran daha yiiksek
lipit hidroperoksit sonuglar1 elde edilmis ve bozulma reaksiyonlari daha c¢abuk

gerceklesmistir.

32°C’de depolanan geleneksel emiilsiyon 6rneklerinin TBARS degerleri incelendiginde
uzun zincirli yag asitlerine sahip B.P-KTY, B.P-A.Y ve M.P-KTY, M.P-AY
orneklerinde 2. giinden itibaren bir artis goriilmiis ve 21 giinlilk depolama boyunca stabil
olmayan artiglar gergeklesmistir. B.P-MCT ve M.P-MCT orneklerinde TBARS

degerlerinin oksidasyonun son giiniine kadar stabil oldugu goriilmektedir (Sekil 5.16).
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Emiilsiyonlarin baslangic degerlerindeki bu farklilik yapilan bir ¢alismada bazi
oksidasyonlarin Onceden gergeklestigi veya kullanilan proteinlerin bazi oksidasyon
triinlerini igerdigi seklinde bir varsayimda bulunulmustur (Gumus ve dig, 2017b).
Emiilsiyon orneklerinde depolama siiresince lipit hidroperoksit ve TBARS degerleri
aycicegi ve keten tohumu yagi orneklerinde daha yiiksek sonuclar kaydedilmis ve bu
durum bu yaglarin ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengin oldugu ve bundan
dolay1 kolaylikla oksitlenebilmelerinden kaynaklandigi seklinde ifade edilmistir (Kuhn ve
Cunha, 2012).

—O—BPKTY —{+BPAY —A—BPMCT

—-—MPKTY -8-MPAY —4AMPMCT

10

Lipid hidroperoksit (mM)

—

P ——

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Oksidasyon Zamani (giin)

Sekil 5.15: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarin 32°C de oksidasyon siiresince hidroperoksit
degerleri.
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Sekil 5.16: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarin 32°C de oksidasyon siiresince TBARS degerleri.

Pickering emiilsiyon yontemi ile hazirlanan 6rneklerde ayni sekilde 32°C’de 21 giinliik
depolama siiresince lipit hidroperoksit ve TBARS degerleri incelenmistir. M.P-KTY,
M.P-MCT, B.P-KTY, B.P-AY ve B.P-MCT orneklerinde lipit hidroperoksit
degerlerinde 7. giline kadar bir artig s6z konusu olmus ve en yiiksek lipit hidroperoksit
degerleri 7. giinde Sl¢lilmiistiir. B.P—A.Y ve M.P-KTY emiilsiyon 6rneklerinde 21. giin
boyunca stabil olmayan bir artis ger¢ceklesmis ve M.P-MCT, B.P-KTY ve B.P-MCT
orneklerinde ise 10. giinden depolamanin son giiniine kadar bir artis olmayip stabil
degerler elde edilmistir. MP—A.Y oOrneklerinin lipit hidroperoksit degerlerinde ise diger
orneklere gore depolama boyunca siirekli bir artis gerceklesmis ve en yiiksek lipit
hidroperoksit degeri 21. glinde kaydedilmistir (Sekil 5.17). 32°C’de depolanan emiilsiyon
orneklerinin TBARS degerleri incelendiginde en yiiksek sonuglar M.P-KTY ve B.P-KTY
orneklerinde kaydedilmistir. M.P-KTY orneklerinde 4. giinden 21. giine kadar siirekli bir
artis, B.P-KTY oOrneklerinde ise 4. giinden 21. giine kadar stabil olmayan artiglar
gozlemlenmistir. B.P-A.Y, M.P-AY, B.P-MCT ve M.P-MCT emiilsiyon orneklerinde

4.giine kadar artig goriilmiis ve 5. giinden depolama sonuna kadar yavas ilerleyen bir
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azalma s6z konusu olmustur (Sekil 5.18). Pickering emiilsiyon yonteminde geleneksel
emiilsiyonlara nazaran daha stabil sonuglar elde edilmistir. Her iki yontemde de bezelye
proteini ile hazirlanan Orneklerde depolama boyunca oksidasyon nispeten daha yavas

gerceklesmistir.

Lipit oksidasyonu lipit hidroperoksitler ve gecis metalleri (pro-oksidanlar) arasindaki
etkilesimin ana sebep oldugu bir tepkimedir (Yan ve dig, 2020). Emiilsiyonlardaki lipit
oksidasyonu, doymamuis lipitlerin ve pro-oksidanlarin varligi ve ortaya ¢ikmasindan dolay1
yag-su arayiiziinde baglamakta ve arayiiziin bilesimi ve kalinligi, lipit oksidasyonunun
kontroliinde 6nemli bir unsur olabilmektedir (Waraho ve dig, 2011). Lipit oksidasyon
stabilitesini arttirmak i¢in demirin hidroperoksit ile etkilesime girme yetenegini
engellemek etkili bir ¢oziimdiir. Pro-oksidanlarin siirekli fazdaki fiziksel konumu (pro-
oksidanin damlacik ylizeyiyle yakin temasa ge¢mesini engellemek icin) ve damlacik
araylizey oOzellikleri (yiikk ve kalinlik gibi) demirin giiciinii baskilayabilecek etkili
degiskenlerdir (Kargar ve dig, 2012).

Su i¢inde yag emiilsiyonlarinda ise lipitler ve suda ¢oziiniir prooksidanlar arasindaki
etkilesimleri kolaylastiran genis yiizey alanlar1 nedeniyle lipit oksidasyonu hizli bir sekilde
gerceklesmektedir (Waraho ve dig, 2011). Pickering emiilsiyon {izerine yapilan bir
calismada adsorbe edilmis parcaciklarin daha kalin bir arada toplanan ara yiizey
tabakasinin, kiiglik molekiillii yiizey aktif maddelere kiyasla yag fazini oksidasyona karsi
korumada daha iyi olabilecegi bildirilmis ve c¢alismanin devaminda partikiil stabilize
emiilsiyonlarin geleneksel emiilsiyonlara kiyasla yag oksidasyonunu 6nlemede daha etkili
oldugunu gozlemlenmistir (Nikbakht Nasrabadi ve dig, 2020). Sonug itibariyle pickering
emiilsiyonlar1 protein tarafindan stabilize edildikleri i¢in yag damlaciklarini kaplayan kalin
protein tabakasi bulunmakta ve bu durumda damlaciklardaki lipit hidroperoksitleri ve sulu
fazdaki gec¢is metal iyonlar1 arasindaki temasi engelledigi seklinde bir agiklama yapmak
miimkiindiir (Yan ve dig, 2020). Bu calismada da pickering emiilsiyonlarda bozulma
reaksiyonlar1 daha yavas gerceklesmistir ve bu durum ise parcaciklarin ara ylizey
tabakasinin  yag oksidasyonunu Onlemede daha etkili oldugu aciklamasini

desteklemektedir.

66



—O—B.PKTY —{+BPAY ——B.P MCT

3 - ——M.P KTY —a-MPAY —&— M.P MCT

Lipid hidroperoksit (mM)

Oksidasyon Zamam (giin)

Sekil 5.17: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen pickering emiilsiyonlarin 32°C de oksidasyon siiresince hidroperoksit

degerleri.
—O—B.PKTY —|+BPAY —/—B.P MCT
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Sekil 5.18: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen pickering emiilsiyonlarin 32°C de oksidasyon siiresince TBARS degerleri.
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5.3 Simule In Vitro Sindirimde Emulsiyonlarin Serbest Yag Asidi Salinim

Farkli yaglar ve farkli siirfaktanlar kullanilarak hazirlanmis geleneksel ve pickering
emiilsiyonlarin simiile ince bagirsak kosullarinda sindirimi sonucu serbest yag asidi (SYA)
saliiminin sindirim zamanina gore degisimi Sekil 5.21 ve 5.22°de verilmistir. Her iki
yontemde de orta zincirli yag asidi igeren MCT yaglarinda daha yiiksek, uzun zincirli yag
asitleri grubunda bulunan keten tohumu ve aycigek yaginda sonuglar daha diisiik ¢ikmistir.
Bu durum keten tohumu ve ay¢icek yagindan salinan uzun zincirli SY A'larin lipit damlacik
yiizeylerinde birikmis olabilecegi ve bu nedenle daha fazla lipaz etkisini engellemis
olabilecegi seklinde yorumlanmigtir. Bununla birlikte, orta zincirli SYA'lar, olusumdan
sonra hizla sulu faza gecerek lipazin caligmaya devam etmesini kolaylastirmaktadir

(Ozturk ve dig, 2015).

Keten tohumu yagi ve aycicek yagi emiilsiyonlarinin lipit sindirim profillerinde
benzerlik goriilmiis ve bunun nedeni ise muhtemelen her ikisinin de uzun zincirli trigliserit
icermesinden kaynaklanmaktadir. Her iki yontemin birbirleriyle kiyaslanmasi sonucunda
istatistik olarak bir farklilik goriilmemistir. Serbest yag asidi salinimi harcanan NaOH
miktarlari, ortamda bulunan yag miktarlari, kullanilan yag faz1 kompozisyonunu olusturan
bilesiklerin molekiil agirliklar1 ve kullanilan NaOH ¢o6zeltisinin normalitesi ile
hesaplanmaktadir. Sekil 5.19 ve 5.20’ye bakildiginda harcanan NaOH miktarinin artmasi
ile serbest yag asidi saliniminda bir artis gdzlemlenmistir. Geleneksel emiilsiyon ve
pickering emiilsiyon Orneklerinde harcanan NaOH miktar1 uzun zincirli yag asidi
bakimindan zengin olan aygigek ve keten tohumu yaglarinda 1 ila 2 ml arasinda, orta

zincirli yag asidi iceren MCT orneklerinde ise 3 ila 6 ml arasinda oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 5.19: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarda harcanan NaOH’1n (mL) zamana kars1 degigimi.
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Sekil 5.20: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen pickering emiilsiyonlarda harcanan NaOH’1n (mL) zamana kars1 degisimi.
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Sekil 5.21: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarin %SY A salinimlarinin zamana karsi degisimi.
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Sekil 5.22: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen pickering emiilsiyonlarin %SY A salinimlarinin zamana kars1 degisimi.
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Hazirlanan geleneksel ve pickering emiilsiyon orneklerinden kontrol o6rnekleri (D
vitamini ve siirfaktan karisimi) ¢ikarilarak 120 dakikalik sindirim boyunca toplam %SYA
salinimlar1 hesaplanmistir. M.P-A.Y, M.P-KTY, M.P-MCT ve B.P-A.Y, B.P-KTY, B.P—
MCT geleneksel emiilsiyon oOrneklerinin %SYA sonuglar1 sirasiyla %63,9+2,86,
%71,3£3,18, %98,945,60 ve %80,1+1,10, %63,6+4,25, %115,9+£5,21, bir diger yontem
olan pickering emiilsiyon 6rnekleri M.P-A.Y, M.P-KTY, M.P-MCT ve B.P-A.Y, B.P-
KTY, B.P-MCT’nin ise %SYA sonuclar1 sirasiyla %66,1£2,06, %62,6+5,34,
%106,5+3,55 ve %53,9+1,04, %72,8+1,06, %107,6+0,65 olarak ol¢iilmiistiir. Bu sonuglar
dogrultusunda SYA degerlerinde kullanilan yaglara gore Onemli farkliliklar

gbzlemlenmistir (Sekil 5.23 ve 5.24).
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Sekil 5.23: Farkli emiilgatoler (B.P ve M.P) ve farkl yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlarin toplam %SY A salinimlar1 (Kiigiik harfler (a, b,
c) farkl yaglar ve farkli emiilgatorler ile iiretilen 6rnekler arasindaki farklilig: ifade
etmektedir (p<0,05); Duncan)).
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Sekil 5.24: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen pickering emiilsiyonlarin toplam %SY A salinimlar1 (Kiigiik harfler (a, b, ¢)
farkli yaglar ve farkli emiilgatorler ile tiretilen ornekler arasindaki farklilig: ifade
etmektedir (p<0,05); Duncan)).

5.4 D Vitamini Biyogecisliliginin Belirlenmesi

Yapilan bu calismada farkli yaglar ve farkli siirfaktanlar kullanilarak hazirlanmig
geleneksel ve pickering emiilsiyonlarin biyogegislilik Sekil 5.25 ve 5.26’de gosterilmistir.
Hazirlanan geleneksel ve pickering emiilsiyon 6rneklerinden kontrol drnekleri (D vitamini
ve siirfaktan karisgimi) cikarilarak (%) biyogecislilik oranlart hesaplanmistir. Farkl
emiilsiyon teknikleri kullanilarak kapsiillenen D vitamininin biyogegcislilik sonuglart
tagiyict yag tiirline gore farklilik gostermistir. Daha 6nceden yapilan gesitli arastirmalara
gore yliksek oranda hidrofobik biyoaktif maddelerin dagitimi i¢in kullanilan tastyic1 yagin
dogasinin, biyogecislilik {izerinde biiyiik bir etkisi oldugu sonucuna varilmistir (Schoener
ve dig, 2019). Bu calisma sonucunda M.P-A.Y, M.P-KTY, M.P-MCT ve B.P-A.Y, B.P—
KTY, B.P-MCT geleneksel emiilsiyon 6rneklerinde (%) biyogegislilik oranlar1 sirastyla
%26,4+3,53, %21,4+3,53, %16,4+3,53 ve %36,8+2,61, %24,3+6,50, %18,9+0,00, diger
yontem olan pickering emiilsiyon 6rnekleri M.P-A.Y, M.P-KTY, M.P-MCT ve B.P-
A.Y, B.P-KTY, B.P-MCT’nin ise (%) biyogecislilik sonuglar1 sirasiyla %79,4+6,36,
%47,1£2,61, %30,6+1,90 ve %85,1+1,20, %46,9+5,65, %39,1+£6,78 olarak Olciilmiistiir.
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Bu sonuglar incelendiginde uzun zincirli yag asitleri grubunda bulunan keten tohumu
ve aycicek yagi orneklerinin biyogecislilik yiizdeleri MCT yagi igeren orneklere gore daha
yiiksek ¢ikmuistir.

Uzun zincirli (LCT) ve orta zincirli (MCT) yag asitleri ile yapilan bir ¢alismada LCT
emiilsiyonlarinda daha yiiksek D3 vitamini biyogecisliligi elde edilmis ve bu durum
sindirimden sonra olusan misellerin ¢6ziinme kapasitesine dayandirilmistir (Ozturk ve dig,
2015). Uzun zincirli yag asitleri, biiyiik lipofilik biyoaktif molekiilleri barindirabilen daha
biiyiik polar olmayan sistemlere sahip olan karigik miseller olusturur. MCT emiilsiyonlarda
ise tam tersi bir durum s6z konusu olup biiyiik lipofilik biyoaktif maddeler, orta zincirli
yag asitleri tarafindan olusturulan karisik misellerde bulunan daha kiiciik polar olmayan
sistemlere kolayca uyum saglayamamaktadir. Bu ylizden, uzun zincirli SYA'lardan
olusturulan karigik miseller, orta zincirli SY A'lar tarafindan olusturulanlardan daha yiiksek

¢Oziiniirliik kapasitelerine sahip olma egilimindedirler (Ozturk ve dig, 2015).

MCT vyag asitlerine gore daha yliksek sonucglar veren LCT yag asitlerinin ¢oklu
doymamis yag asitleri bakiminda yiiksek olan keten tohumu yaginda aycigegi yagina gore
daha diistik sonuglar elde edilmistir. Yapilan benzer bir ¢alismada da CDYA bakimindan
yiiksek olan keten tohumu veya balik yaginin biyogecislilik sonucu %43 civarinda, TDYA
bakimindan zengin olan misir yaginin biyogecislilik sonucu ise %78 olarak kaydedilmistir.
Bu durum ise ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan yiiksek olan yaglarin tekli
doymamig yag asitlerine nazaran karigitk misellerdeki hidrofobik alanlarin yag asidi
zincirlerinin asir1 biikiilmesiyle daha kiiciik olabilecegi ve netice itibariyle CDYA ile
karigtirllmis misellerin TDYA ile karistirilmis misellerden daha diisiik bir ¢oziindiirme
kapasitesine sahip oldugu sonucuna varilmistir. (Schoener ve dig, 2019). Nanoemiilsiyon
bazli dagitim sisteminin D vitamini biyogeg¢isliligi lizerine etkisini aragtirmak i¢in yapilan
bir ¢alismada D vitamini biyogecisliliginin bu sistemler araciligiyla yaklasik 4 kat arttigi
bildirilmistir (Kadappan ve dig, 2018). Yapilan bu ¢alismayla benzer sonuglar elde edilmis
ve yagda cOzilinen bir vitamin olan D vitamininin biyogeg¢isliligini artirmak i¢in emiilsiyon
bazli dagitim sistemlerinin biiylik bir 6neme sahip oldugu sonucuna varilmistir. Genel
olarak pickering emiilsiyon orneklerinde daha yiiksek sonuglar elde edilmis ve her iki

yontem arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmistir.
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Sekil 5.25: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen geleneksel emiilsiyonlara ait (%) biyogecislilik oran1 (Kiiciik harfler (a, b,
c) farkli yaglar ve farkli emiilgatorler ile tiretilen 6rnekler arasindaki farkliligi ifade
etmektedir (p<0,05); Duncan)).
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Sekil 5.26: Farkli emiilgatorler (B.P ve M.P) ve farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) ile
stabilize edilen pickering emiilsiyonlara ait (%) biyogecislilik oran1 (Kiigiik harfler (a, b, c)
farkli yaglar ve farkli emiilgatorler ile liretilen 6rnekler arasindaki farklilig: ifade
etmektedir (p<0,05); Duncan)).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, sonikasyon metodu kullanilarak iiretilen geleneksel emiilsiyon ve yiiksek
basingli homojenizator kullanilarak pickering emiilsiyonlar iiretilmistir. Geleneksel
emiilsiyon oOrneklerinde partikiil boyutlar1 0,205+£0,00 ila 0,98+0,07 pum araliginda,
pickering emiilsiyonda ise 0,15+0,00 ila 12,6+0,26 pm olarak belirlenmistir. Partikiil
yiikleri incelendiginde, geleneksel emiilsiyon orneklerinde -31,2+1,27 mV ila -49,2+1,90
mV, pickering emiilsiyonda ise -25,2+0,21 mV ve -41,24+2,40 mV aralifinda bulunmustur.
Farkli emiilgatorler kullanilarak hazirlanan her iki emiilsiyon orneklerinden bezelye

proteini ile stabilize edilen 6rneklerde en kiiciik partikiil boyutlar1 tespit edilmistir.

Cevresel kosullarin degistirilmesinin emiilsiyonlarin stabilitesi tizerindeki etkileri
incelendiginde kullanilan emiilgatér orneklerinin termal denatiirasyon sicakliginin altinda
acilmaya basladigi ve bu nedenle proteinin {i¢ boyutlu yapisindaki degisikliklerinin,
sicaklikla damlacik yiikii tizerinde bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Damlacik
yikkiinde gozlemlenen diisiise ragmen, emiilsiyonlarin damlacik topaklanmasina ve
kremalagmaya karsi kismen daha stabil oldugu goriilmiistiir ve bu durumu damlaciklar
arasindaki elektrostatik ve sterik itmelerin diisiik iyonik kuvvetlerde topaklanmay1
engellemek i¢in yeteri kadar giicli oldugu seklinde yorumlamak miimkiindiir. Her iki
yontem icin de bezelye proteini ile hazirlanan emiilsiyonlarda daha stabil sonuclar elde
edilmistir. Emiilsiyonlara 100 mM NaCl ilave edilmesiyle partikiil boyutunda artis
gozlemlenmis ve daha sonra tuz konsantrasyonu artmasiyla damlacik boyutunda énemli bir
artis  goriilmemistir. Iyonik siddetin partikiil yiikiine olan etkisi incelendiginde
emiilsiyonlara 100 mM konsantrasyonundaki NaCl ilavesiyle genel olarak partikiil
yiikiinde bir diigiis ve daha sonra artan NaCl konsantrasyonuyla partikiil yilikiinde ufak
capli degisiklikler goriilmustiir.

Farkli tuz konsantrasyonlarinda emiilsiyon stabilitesinin genel olarak degismemesi
bitki bazli emiilgatorlerin kullanilmasinin farkli gida sistemlerinde iy1 bir tercih oldugunu
gostermektedir. Pickering yontemi ile hazirlanan 6rneklerde geleneksel emiilsiyonlara
kiyasla daha stabil sonuclar elde edilmistir. Farkli pH’larda analizi yapilan emiilsiyon
orneklerinde izoelektrik noktaya yakin olan pH’larda partikiil boyutlarinda bir artis
gozlemlenmis ve diger pH’larda partikiil boyutlarinda bir diislis gériilmiistiir. Bu durum ise
ortalama partikiil capi, damlaciklarin yiik tasimadig1 pH’ya yani izoelektrik noktaya yakin
olan pH haricinde diger pH degerlerinde kismen daha diisiik oldugu seklinde ifade etmek
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miimkiindiir. Pickering emiilsiyon yonteminde de geleneksel emiilsiyonda oldugu gibi
partikiil yiikii sonuglar1 benzerlik gostermis ve izoelektrik noktaya yaklasinca net yiikiin

sifir oldugu goriilmiistiir.

Farkli yaglar (KTY, A.Y ve MCT) kullanilarak hazirlanan geleneksel ve pickering
emiilsiyonlarinin 32°C’de 21 giinliik depolama boyunca oksidatif stabiliteleri incelenmistir.
Geleneksel emiilsiyonlarda beklenildigi iizere ¢oklu doymamais yag asitleri bakimindan ¢ok
zengin keten tohumu yag1 ve aygi¢ek yaginin depolama siiresince lipit hidroperoksit ve
TBARS degerleri MCT ile iiretilen emiilsiyonlara gore yiliksek cikmistir. Pickering
emiilsiyonlar1 protein tarafindan stabilize edildikleri i¢in yag damlaciklarini kaplayan kalin
protein tabakasi bulunmakta ve bu durumda ise damlaciklardaki lipit hidroperoksitleri ve
sulu fazdaki gecis metal iyonlar arasindaki temasi engellemektedir. Bu yiizden pickering
emiilsiyon yonteminde geleneksel emiilsiyonlara nazaran oksidatif olarak daha stabil
sonuclar elde edilmistir. Bu ¢aligmada bezelye proteini ile hazirlanan 6rneklerde mercimek
proteini ile hazirlanan orneklere kiyasla oksidasyon daha yavas gerceklesmistir. Bu
durumu ise mercimek proteinin dnceden oksidasyon iiriinlerini icermesinden kaynaklandigi

seklinde yorumlamak miimkiindiir.

D vitamini iceren farkli yaglar kullamilarak hazirlanmis geleneksel ve pickering
emiilsiyonlarin in vitro ince bagirsak kosullarinda sindirimi sonucu serbest yag asidi
salinmminin  (SYA) sindirim zamanina gore degisimi arastirilmistir. Geleneksel
emiilsiyonlarin %SYA salinim degerleri %63,6%4,25 ile %115,945,21 arasinda, pickering
emiilsiyonlarda ise %53,9+1,04 ile %107,6£0,65 arasinda Olciilmiistiir. Geleneksel
emiilsiyonlar M.P-MCT > M.P-KTY > M.P-A.Y ve B.P-MCT > B.P-A.Y > B.P-KTY,
pickering emiilsiyonlar ise M.P-MCT > M.P-A.Y > M.P-KTY ve B.P-MCT > B.P-KTY
> B.P-A.Y seklinde siralanmaktadir. D vitamini ile hazirlanmis geleneksel ve pickering
emiilsiyon orneklerinde orta zincirli yag asidi olan MCT yaglarinda daha yiiksek, uzun
zincirli yag asitleri grubunda bulunan keten tohumu ve aygicegi yaginda sonuglar daha
diisiik ¢ikmistir. Kontrollii salinim sistemlerinde amag enkapsiile edilmis hassas bilesenin
korunmasi1 ve zamanla bu bilesenin ayarlanmis Olgiide salinmasiyla gerceklesen bir
islemdir. Hassas bilesenlerin enkapsiilasyonu zor olabilir ve bu yiizden bu bilesenlerde
kontrollii salinim ve koruma gerekmektedir. Bu ¢alismada pickering emiilsiyon ve
geleneksel emiilsiyon Orneklerinde %SYA salinimda birbirlerine yakin sonuglar elde

edilmis ve her iki yontem arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.
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D Vitamini biyogecisliliginin belirlenmesi analizinde farkli yaglar ile hazirlanan
geleneksel ve pickering emiilsiyonlarin % biyogecislilik oranlar1 incelenmistir. Geleneksel
emiilsiyonlarda %16,4+3,53 ile %36,8+2,61 arasinda, pickering emiilsiyonlarda ise
%30,6£1,90 ile %85,1£1,20 arasinda sonuclar elde edilmistir. Genel olarak her iki
yontemde de LCT yag asitlerine sahip yani keten tohumu ve aycicegi yaglari; MCT
sonuclarina gore daha yiiksek c¢ikmistir. Bu durum ise LCT yag asitlerinin MCT yag
asitlerine gore biiylik lipofilik biyoaktif molekiilleri barindirabilen daha biiyiik polar
olmayan sistemlere sahip olan karisik miseller olusturabilmelerinden kaynaklanmaktadir.
Bu yiizden, uzun zincirli SYA'lardan olusturulan karigik miseller, orta zincirli SYA'lar
tarafindan olusturulanlardan daha yiiksek ¢ozilinlirlik kapasitelerine sahip olma
egilimindedirler. Her iki grup arasinda anlamli bir farklihik goriilmiis ve pickering

emiilsiyonlarda % biyogegislilik sonuglart daha yiiksek ¢ikmugtir.

Genel olarak D vitamini farkli enkapsiilasyonu teknikleri kullanilarak yapilan bu
calismada yeni bir yontem olan pickering emiilsiyon yonteminin lipit oksidasyonuna daha
dayanakli ve raf Omriiniin daha uzun oldugu goriilmiistir. Hazirlanan emiilsiyonlarda
hayvansal kaynakli emiilgatorler yerine tamamen bitki bazli emiilgatorler kullanildigi i¢in
vegan ve vejetaryan gibi belirli diyet gereksinimleri olan tiiketiciler i¢in uygun bir ¢alisma
olmustur. Lipit sindirimi ve biyogegislilik analizleri sonucunda kullanilan farkli yaglarla D
vitamini biyoyararlanimin1 arttirabilecegi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, D vitamini
acisindan zengin, oksidasyona kars1 dayanikli fonksiyonel gida iiriinleri iiretimi i¢in katki

saglayabilecek bir ¢aligma oldugu diistiniilmektedir.
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