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OZET

Bu calismada amag, tiiketicilerin D vitaminine kolay erisimini saglayarak giinliik
tilketime uygun dogal ve islevsel bir iiriin gelistirmek i¢in fonksiyonel bir i¢cecek olan
sporcu igeceginin D vitamini ile zenginlestirilmesidir. Caligma kapsaminda D
vitamininin hidrofobik yapisi nedeniyle, geleneksel su ile karistirma yontemlerinin
etkisiz olmast nedeniyle ultrasonikasyon kullanan nanoemiilsiyon hazirlama
teknolojisine bagvurulmustur. Bagimsiz degiskenler olarak Tween 80 (%0-2), peynir
alt1 suyu proteini (WPC-70, %0-2) ve sonikasyon stresi (120-300 s) segilmis ve
nanoemdalsiyonlar icin temel parametreler olan partikil boyutu (nm) ve zeta
potansiyeli ({, mV) tizerindeki etkileri arastirilmigtir. Nanoemdilsiyon icin istenen
partikiil boyutunu elde etmek i¢in 100 watt ve 30 kHz frekansinda ¢alisan ve ¢ok
kiigik numune hacmi gerektiren bir sonikatdr kullanilmistir. Ancak istatistiksel
analiz, sonuglarin yanit yiizeyi yontemindeki herhangi bir modelle uyumsuz
oldugunu ortaya koymustur. Sonug olarak, emiilgator ekleme prosediirlerinde yapilan
degisikliklerle birlikte 20 kHz frekansinda 200 watt'lik bir sonikatoriin kullanildig:
miiteakip bir deney plan1 gelistirilmistir. Merkezi tiimlesik deney tasarim
kullanilarak, %1-2 oraninda Tween 80 ve WPC-70 emilgatorleri bagimsiz
degiskenler olarak belirlenmis ve 10 dakikalik sabit bir sonikasyon suresi
belirlenmistir. Bu planda 266 nm'lik bir maksimum partikil boyutu ve -8,423 ila -
13,567 mV arasinda degisen zeta potansiyeli degerleri elde edilmistir. Sonraki zeta
potansiyeli ve partikul boyutu analizleri +4 °C'de, 7 ve 14 gln saklanan numuneler
tizerinde gerceklestirilmistir. Baslangicta 71,980 nm olarak olgiilen partikiil boyutu
7. ginde 81,04 nm'ye ve 14. glinde 89,56 nm'ye yilkselirken nanoemilsiyon
ozelliklerini korumaya devam etmistir.

Anahtar Kelimeler: D vitamini, Nanoemiilsiyon, Sporcu igecegi, Peynir alt1 suyu
proteini, Keciboynuzu, Depolama.

Eylal, 2024; 71 sayfa
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ABSTRACT

In this study, the objective was to enhance the vitamin D content of a sports drink, a
functional beverage, in order to develop a natural and functional product suitable for
daily consumption, providing consumers with easy access to vitamin D. In the scope of
the study, traditional water-mixing methods are ineffective due to the hydrophobic
nature of vitamin D. Therefore, nanoemulsion preparation technology using
ultrasonication was utilized. The independent variables Tween 80 (0-2%), whey protein
(WPC-70, 0-2%), and sonication time (120-300 s) were chosen, and their impacts on
particle size (nm) and zeta potential ({, mV), key parameters for nanoemulsions, were
investigated. A sonicator operating at 100 watts and a frequency of 30 kHz, requiring
minimal sample volumes, was employed to attain the desired particle size for
nanoemulsion. However, statistical analysis revealed that the results were incongruent
with any model within the response surface method. Consequently, a subsequent
experimental plan was devised, implementing a 200-watt sonicator at a frequency of
20 kHz, along with modifications to the emulsifier addition procedures. Utilizing a
centralized integrated experimental design, emulsifiers Tween 80 and whey protein
(WPC-70) at 1-2% and a consistent sonication time of 10 minutes were determined. This
yielded a maximum particle size of 266 nm and zeta potential values ranging from
-8.423 to -13.567 mV. Subsequent zeta potential and particle size analyses were
conducted on samples stored at +4°C and on days 7 and 14. The initial particle size
measured at 71.980 nm increased to 81.04 nm on the 7th day and 89.56 nm on the 14th
day, while still retaining its nanoemulsion properties.

Keywords: Vitamin D, Nanoemulsion, Sports drink, Whey protein, Carob, Storage.

September, 2024; 71 pages
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1. GIRIS

Tiim canlilar i¢in hayati 6neme sahip olan su tliketimi, spor yapan bireylerde 6zen
gosterilmesi  gereken bir noktadir. Spor yapan bireylerin bol sivi tiiketmeleri
gerekmektedir. Herkes i¢in alinmasi gereken sivi miktar1 farkli olmakla beraber
genel olarak 1000 kcal i¢in 1 litre s1vi tiiketimi onerilmektedir. Spor esnasinda viicut
agirligiin %2-3’linii kaybedecek sekilde dehidrate olan bir sporcunun performansi
diismekte; terleme ile viicut agirligi kayb1 %4’e ulastiginda, kan hacmi azalmakta,
kardiyovaskiiler ve termoregiilator fonksiyonlar zarar gérmektedir. Yapilan spor
faaliyetlerinin tiiriine, siddetine ve siiresine gore alinmasi gereken sivi miktar
degismektedir. Ortam sicakligi gibi ¢evresel faktorler ihtiya¢ duyulan sivi miktarini
arttirabilmektedir. Spor veya egzersiz sirasinda her 15-20 dk i¢in yaklasik olarak 100
ml su tiiketilmelidir. 1,5 saati gecen egzersizlerde ek olarak karbonhidrat alimi
gerekmektedir. Egzersiz sirasinda her bir kilogram i¢in 0,7 gram karbonhidrat alimi
kan sekerini diizenlemekte ve performansi arttirmaktadir. Bu gereklilik i¢in sporcu
icecegi tercih edildiginde hem sivi ihtiyact hem de karbonhidrat ihtiyaci
karsilanmaktadir. Uzun siireli egzersizlerdeki sodyum kaybini gidermek igin
tiikketilen sivinin sodyum yoniinden zengin olmasi 6nerilmektedir. Sporcu i¢ecekleri

sodyum, potasyum gibi terle kaybedilen elektrolitleri saglamaktadir.

Arastirmalar sonucunda, fonksiyonel igecek pazarinda en ¢ok tercih edilen igecegin
yluzde 37 ile sporcu igecegi oldugu goriilmektedir. Sporcu igeceklerinin diinya
capinda popiiler olan gesidi %6-8 karbonhidrat ve az miktarda elektrolit iceren

izotonik iceceklerdir.

Eksikligi cocuklarda rasitizm, yetiskinlerde osteopaniye sebep olan, insan viicudunda
pek ¢cok 6nemli biyolojik aktivitede gorev alan D vitaminin kanser tlrleri, otoimmin
hastaliklar, hipertansiyon ve bulagic1 hastaliklar ile miicadele de oOnemli rol
oynadigina dair ¢alismalar mevcuttur. Baslica kaynagi giines 15181 olan D vitamini;
cografi konum, modern yasam, koruyucu kremler sebebi ile yeteri miktarda
sentezlenememekte, dogal olarak i¢eren gidalarin kisitli olmasi nedeni ile de diinyada
ve ilkemizde eksikligi en c¢ok goriilen vitamindir. Tip Enstitiisii, c¢ocuk ve
yetiskinlerde D vitamini takviyesi alinmasini onermektedir. Gegmisten glinlimiize

cesitli gidalara D vitamini ilavesi ile bu eksikligin 6niine gegcmek hedeflenmektedir.



Sporcularin optimum D vitamini diizeyinde olmasi istenilen performans diizeyine
sahip olmada destekleyici etki, kas yaralanmalar1 ve kemik kiriklarini onlemede
fayda saglamaktadir. Yagda ¢oziinen bir vitamin olan D vitamini su bazli {iriinlere
eklenmesi ve raf dmrii boyunca stabilitesini korumasi olduk¢a zordur. Son yillarda
hizla gelisen nanoteknoloji sayesinde, lipofilik besinler ve biyoaktifler i¢in iletim
aract olarak geleneksel kaba emiilsiyonlar yerine nanoemiilsiyonlarin kullanim
olanagi beslenme ve gida endiistrisinde ilgi gormeye baslamistir. Nanoemiilsiyonlar,
faz ayrimina karsi daha iyi bir stabilite saglarken, renk ve aroma korunmasini
saglayarak iriinlin duyusal kalite ozelliklerini arttirir bir yandan da daha iyi
biyoyararlanim ve hidrofobik bilesiklerin emilim kapasitesinin artmastyla triiniin

fonksiyonel 6zellik kazanmasini saglar.

Kegiboynuzu agaci, iilkemizinde i¢inde bulundugu akdeniz kiyilari ve ortadoguda
kendiliginden yetisen bir agagtir. Meyvesi, yliksek seker miktari ile dogal bir
tatlandiricidir. Antioksidan ozellik gdsteren polifenoller, mineral ve diyet lif
acisindan olduk¢a zengindir. Genellikle ¢ikolataya saglikli bir alternatif olarak
goriilen kegiboynuzu, son yillarda tlketicilerin saglik ve ¢evre bilincindeki artis ile
yeniden talep gormeye baslamistir. Bunun sonucu olarak kecgiboynuzu Uriinlerine
olan talep artmis ve sektdrde yeni trendler ve firsatlar olusmustur. Ozellikle dogal bir
seker kaynag1 olusuyla, karbonhidrat kaynagi olarak gidalara eklenmesi piyasadaki

muadili tirtinlere saglikli alternatifler tiretilmesini saglayacaktir.

Peynir alt1 suyu, endiistrilesmeyle birlikte peynir iiretimi sonucu ortaya ¢ikan bir atik
irtintidiir. Biyolojik oksijen gereksinimi yiiksek bir atik iiriin olan peynir alt1 suyu su
yollarina ve tarlalara bosaltma seklinde bertaraf edildiginde cevre kirliligine sebep
olmaktadir. Gelisen teknoloji ile ekonomiye deger kazandirmak, cevre kirliliginin
onlenmesine katki saglamak, biyolojik degeri yiiksek {irlinlere ulasmak i¢in peynir
altt suyundan elde edilen peynir alti suyu proteini, sahip oldugu siilfiir igeren
aminoasitler ile sagladigi antioksidan 6zellik yani sira kivam arttirma, emiilsiyon
olusturma ozellikleri ile endiistriye fayda saglayan bir iiriin olmustur. Ozellikle
sporcular ve spor yapan bireyler protein kaynagi olarak bu proteini siklikla

kullanmaktadir.



Gilinlimiizde artan sagliklt beslenme bilinci ile fonksiyonel gida pazarina olan talep
ve ilgi artmistir. Nanoteknolojinin gelismesi ile fonksiyonel gida pazarini
destekleyici triinlerin iiretilmesi kolaylagsmistir. Bu calisma ile fonksiyonel gida
pazarinda deger gorecek, sporcu ve aktif bireylerin saglhigin1 destekleyici ve hayatini
kolaylastirici, D vitamini ile zenginlestirilmis, dogal icerikli bir {irlin iiretimi
amaglanmistir. Bu dogrultuda; D vitamininin, dogal karbonhidrat kaynagi olarak
keciboynuzu ve emdilgator olarak Tween 80 ve Wpc-70 (%70 Peyniraltt suyu
proteini igeren konsantre) iceren bir su faza ultrasonikasyon islemi yardimiyla
nanoemiilsiyon olusturacak sekilde eklenmesi hedeflenmistir. Nanoemiilsiyon
olusumu, pargacik boyut ve zeta potansiyeli dl¢limleri ile takip edilmistir. Bu amagla
sonikasyon siiresinin degistigi ve sabit kaldig: iki farkli deney grubu olusturulmustur.
Her iki deney grubu i¢in yanit ylizey yontemi ile deney tasarimi yapilmistir. Tween
80 ile Wpc-70’in farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlarinin, par¢acik boyutu
ve zeta potansiyeli iizerine etkileri sonikasyon sonrasi ve depolama siiresince (7. ve

14. Giinler) incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Sporcu icecegi

Sporcu icecegi, Tiirk Gida Kodeksi Sporcu Gidalar1 Tebligi’nde karbonhidrat, sivi,
ve elektrolitlerin hizli bir sekilde yerine konmasini saglamak amaciyla formiile
edilmis karbonhidrat ve elektrolit iceren iirlin olarak tanimlanmaktadir. Teblig
geregince; spor iceceklerinde toplam enerjinin %75°1 karbonhidrattan saglanmali ve
bu karbonhidratlar; glukoz, sakaroz, maltoz, fruktoz, ve glukoz polimerlerinden
olusmalidir. Spor igeceklerindeki sodyum miktari, 20 mmol/L-460 mg/L veya 50
mmol/L-1150 mg/L arasinda olmali ve osmolalite 200-330 mOsml/kg su olmalidir.
Spor igeceklerindeki karbonhidrat miktar1 en az 2 g/100 ml ve en fazla 10 g/100 mL
olmalidir (Anonim, 2003)

Sporcu igecegi ilk olarak 1960’larda Florida Universitesi'nden Robert Cade’in spor
performansin arttirici, kas kramplarin1 6nleyici oldugunu iddia ederek su, sodyum,
seker, monopotasyum fosfat ve limon iceren bir icecek iiretmesiyle ortaya ¢ikmistir
(Turnagdl vd., 2020). Sporcu beslenmesi uzmani Profesor Ron Maughan’in
sporcularda sivi aliminin énemini vurgulayan ¢aligmalarinda egzersiz sirasinda veya
sonrasinda rehidrasyon i¢in en iyi sivinin su olmadigmi belirtmesi ile sporcu

iceceklerinin popiilerligi daha da artirmigtir (Maughan vd., 1993).

Sporcu igecekleri igerdikleri karbonhidrat miktarma bagli olarak 3 gruba
ayrilmaktadir. Igeriginde %4 oraninda az karbonhidrat ve elektrolit igerecek sekilde
formiile edilmis igecekler hipotonik icecektir ve 6zellikle jokey, cimnastik gibi daha
az enerji gereken sporlarda tercih edilmektedir. Igeriginde %6-8 oraninda
karbonhidrat ve elektrolit icerecek sekilde formiile edilmis igecekler izotonik
icecektir ve Ozellikle orta, uzun mesafe kosu, takim sporlari icin uygun olmakla
birlikte, 6zellikle 60 dakikadan fazla siiren tiim antrenman ig¢in kullanilabilmektedir.
Iceriginde %8 oranindan daha fazla karbonhidrat ve elektrolit igerecek sekilde
formiile edilmis igecekler hipertonik icecektir ve oOzellikle ultra dayaniklilik
antrenmanlarindan sonra kullanilabilmektedir. Son yillarda bireyin egzersizde
kaybettigi ter miktar1 ve terinin elektrolit diizeylerine bakilarak sporcuya 6zel sporcu

icecekleri tasarlanmaktadir (Turnagél vd., 2020).



Sporcular fiziksel performans ve agriya toleransi artirma gibi amaclar i¢in en ¢ok
sporcu icecekleri, kafein, koenzim Q10 ve karnitin ergojenik yardim iirlinlerini tercih
etmektedir. Suudi Arabistan’da 105 profesyonel futbol sporcusu ile diyet
takviyelerinin kullanim modellerini belirlemek amaciyla yapilan calismada; %88,7
orantyla sporcu i¢eceginin en ¢ok tercih edilen iiriin oldugu goriilmiistiir (Aljaloud ve
Ibrahim, 2013). 22 erkek futbolcu katilimi ile gerceklestirilen sporcu iceceginin
futbol performansi iizerine etkisini incelemeyi amaglayan calismada; sporcu
iceceginin futbol performansini artirdigi, toparlanmayi kolaylastirdigir goriilmiistiir

(O’Reilly ve Wong, 2013).

Sporcu igeceklerinin dayaniklilik egzersizleri sonrasi toparlanma siirecine etkilerini
incelemek amaciyla, plasebo ve deney olarak 2 gruba ayrilmig 21 erkek elit
oryantiring sporcusunda yarigma oncesi, yarigma sonrasi, yarismadan 2 saat sonra ve
yarismadan 24 saat sonra 4 kan 6rnegi alinmustir. Kas hasarini belirten miyoglabin
diizeyleri incelenerek, izotonik sporcu igeceginin spor sirasinda olusan kas hasarini
azalttif1 ve sonrasinda toparlanma siirecini hizlandirdigr sonucu elde edilmistir

(Colakoglu vd., 2016).

Ideal sporcu igecegi, sporcunun sevecegi tada sahip olmali, hizla emilebilmeli,
gastrointestinal sisteme zarar vermemeli, c¢alisgan kaslara enerji saglamali ve

kaybedilen siviy1 almay1 saglamalidir (Orkun ve Ersoy, 2010).
2.2 Kegiboynuzu

Keciboynuzu (Cerotonia siliqua L.) yerylGzinin en eski bitkilerindendir ve
Tiirkiye’de harnup, harup ve boynuz gibi isimlerle de anilmaktadir. Diinyada
Akdeniz ikliminin goriildiigii yerlerde, Portekiz, Italya, Fas, Tiirkiye, Cezayir,
Yunanistan, Kibris, Suriye gibi Akdeniz iilkelerinde yetismektedir. Tirkiye’de
goriildiigii bolgeler, Izmir-Urla-Karaburun Yarmm Adasi’ndan baslayip, Ege ve
Akdeniz kiy1 seridini izleyerek, Hatay’da Suriye hududuna kadar uzanmaktadir.
Kegiboynuzu meyvesinin insan besini olarak kullanimimin diginda keg¢iboynuzu
tohumu gida, kozmetik, boya, tekstil ve ila¢g endiistrisinde ¢ok genis kullanim

olanagina sahiptir (Gunal, 1999).



Cekirdegi alinmig ke¢iboynuzu meyvesi agirligimin %52’si sekerdir bu sayede dogal
bir tatlandiricidir. Kegiboynuzu mineral 6zellikleri bakimindan, 100 graminda 42 mg
Mg, 104 mg Fe, 1100 mg K, 307 mg Ca, 13 mg Na ve 0.4 mg Mn bulunmaktadir. A,
B, B2, B3, C ve D vitaminleri agisindan da zengin oldugu belirtilmektedir.
Kegiboynuzunun 100 g meyvesindeki besin degerleri, 54 g karbonhidrat, 13 g
protein, 23 g yag olup toplam 470 kcal sahiptir. Kegiboynuzu meyvesi, polifenoller
acisindan zengin igerigi sayesinde antioksidan Ozellik gostermektedir. Diyet lifi
acisindan zengin bir icerige sahiptir ve lilkemizde herhangi bir kimyasal ilag

uygulamasi yapilmadan yetismektedir (Yilmaz, 2009).

Keciboynuzunun kolesterol seviyesi {izerindeki etkinliginin incelendigi bir
caligmada, giinliik 15 gr kegiboynuzu tiiketiminin kolesterolii %10,5, kandaki
trigliserid miktarini ise %11,3 oraninda diistirdiigli sonucuna ulagilmisgtir. Bu durum
yiksek lif igeriginin kan yaglarinin dengelenmesine yardimci olmasindan
kaynaklanmaktadir (Zunft vd., 2003). Keciboynuzu, igeriginde bulunan taninlerin
gosterdigi yag baglayicilik ile kolesterol diisiiriicii etkisi desteklenmektedir
(Silanikoye vd., 2006).

Kegiboynuzu meyvesi D-pinitol biyoaktif bilesigini yiiksek diizeyde icermektedir.
Bu bilesigin Tip II diyabet hastalarinin kan sekerini diizenlemek amaciyla kullanilan
ilaglarin dogal alternatifi olmasi tlizerine caligmalar yapilmaktadir. Kegiboynuzu
cekirdeklerinden elde edilen Oziitiiniin esansiyel olmayan aminoasitler bakimindan
zengin oldugu tespit edilmistir. Yiiksek oranda igerdigi glutamin ve arginin amino
asitleri sayesinde, ke¢iboynuzu tohumundan (germinden) Uretilen Grinler, dzellikle
saglikli beslenme ve yiiksek spor performansi agisindan ilgi ¢ekici goriilmektedir

(Bengoechea vd., 2007).

Keciboynuzu c¢ekirdekleri meyvenin %10 unu teskil etmekte ve galaktomannan
icermektedir. Keg¢iboynuzu gami, meyvenin ¢ekirdegindeki endosperm tabakasi
olmasindan dolay1, su baglayict 6zellige sahiptir. Gamin diisiik konsantrelerdeki sulu
cozeltisi bile yiiksek viskoziteye sahiptir, bu sayede agar, pektin ve diger zamk

gorevi goren maddelerin yerine kullanilabilmektedir (Y1ilmaz vd., 2009).



2.3 Peynir Alt1 Suyu Proteini

Laktoz, mineral madde, vitamin, protein ve siit yagi i¢eren peynir alt1 suyu, peynir
iiretiminde pithtinin ayrilmasi sonucu kalan sari-yesil renkli sividir. Peynir {iretiminin
bir yan irlinlidir. Peynir alt1 suyu proteinleri siilfiir iceren aminoasitleri (6rnegin
sistein, metiyonin) yuksek oranda icermektedir ve bu sayede antioksidan
fonksiyonlar1 desteklemektedir. Peynir alt1 suyu proteinleri, L-isol6sin, L-16sin ve L-
valin kisa zincirli aminoasitlerini yliksek konsantrasyonda icermektedir (De Wit,

1998).

Peynir alt1 suyu B-laktoglobulin, a-laktalbumin, glukomapeptit, laktoferrin, bovine
serum albimin ve immunuglobulin proteinlerini igerir ve 6zellikle yaslilar, bebekler
ve yogun aktivite i¢cinde olan sporcular i¢in yiiksek biyolojik degere sahiptir. Fiziksel
performans, egzersiz sonrasi toparlanma, kas atropisinin énlenmesi, tokluk saglama,
kilo yonetimi, kalp, damar sagligi, anti-kanser etkileri, yaralanma, ameliyat gibi
dokularin zarar gordiigli durumlarda bu dokularin iyilesmesinde hizlandirici etkisi

bulunmaktadir (German vd., 2001).

Peynir alt1 suyu, endiistrilesmeyle birlikte peynir {iretimi sonucu ortaya ¢ikan atik
urinddr. Biyolojik oksijen gereksinimi yiiksek bir atik iiriin olan peynir alt1 suyu su
yollarina ve tarlalara bosaltma seklinde bertaraf edildiginde cevre kirliligine sebep
olmaktadir. Gelisen teknolojiyle beraber peynir altt suyundan; konsantre peynir alti
suyu, peynir altt suyu tozu, mineralleri azaltilmig peynir alt1 suyu tozu, laktozu ve
mineralleri azaltilmis peynir alti suyu tozu, peynir alti suyu protein konsantresi,
peynir alt1 suyu protein izolat1 ve laktoz tretilmektedir. Peynir alt1 suyu ve ondan
elde edilen iirlinler gidalarda besin degerini arttirma ve yapisal 6zellikleri gelistirme
amagl kullanilmaktadir. Peynir alt1 suyu tozlar1 dolgu maddesi olarak, peynir alti
suyu protein konsantreleri gida yapisinin dayanikliliginin - saglanmasi igin
kullanilmaktadir. Peynir alt1 suyu proteinlerinin emiilsiyon kapasitesi ve kararlilig
yuksektir bu nedenle, sekerleme, pasta, krema, mayonez, siiriilebilir peynir, sos,
cikolata iiretiminde tercih edilmektedir. 1970’1i yillarda Isveg’te iiretilen Rivella ile

peyniralt1 suyu i¢cecekleri artmistir (Jelici¢ vd., 2008).
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Peynir alti suyu proteinlerinde yogun miktarda bulunan kisa zincirli aminoasitler
stirekli yapilan yogun egzersizler sonucu meydana gelen kas kayiplarini en aza
indirmektedir. Yapilan ¢alismada, 21 giin peynir alt1 suyu proteinleri ile hazirlanmis
0zel gidalarla beslenen 16 atlette viicut agirligi ve kas kaybinin 6nlendigi ortaya

koyulmustur (Almults ve German, 2001).

Peynir alt1 suyu proteinleri, emiilsiyon olusturma, jel olusturma, kivam arttirma ve
lipid baglama ozelliklerine sahiptir (De Wit, 1998). Siit iiriinleri proteinleri, yag
damlaciklarinin arayiiziine adsorbe olarak damlacik toplanmasini 6nlemeye yardimci
koruyucu film olusturduklari i¢in dogal emiilgatorler olarak tercih edilmektedir
(McClements ve Li, 2010). Peynir alti suyu proteinleri, yag emiilsiyonlarinda
emiilgator olarak kullanildiginda oksidatif stabiliteyi arttirmakta ve fiziksel olarak

daha stabil emiilsiyonlar olusturmaktadir (Hu vd., 2003).
2.4 D vitamini

D vitamini; yagda eriyen vitaminler arasinda yer almaktadir. Endojen olarak uygun
biyolojik ortamda sentezlenebilmeleri sayesinde hormon ve hormon oncileri olan bir
grup steroldir (Fidan vd., 2014).

D vitaminin en onemli etkileri kalsiyum metabolizmasi, fosfor metabolizmas1 ve
kemik mineralizasyonu iizerinedir. D vitamini sporcularda antreman performansinda,
kas yaralanmalarindan korunmak ve stres kirigimi énlemek i¢in énemlidir. Insanlarda
D vitamininin kronik hastaliklarin 6nlenmesindeki olumlu etkileri, sporcularda da

normal diizeylerdeki D vitamini yasam kalitesini arttiracaktir (Gonen Aydin, 2014).
2.5 D Vitamini Kaynaklar1 ve Metabolizmasi

D vitamininin 3 ana kaynagi bulunmaktadir; gilines 15181, diyet ve takviyelerdir

(Wacker ve Holick, 2013).

En 6nemli D vitamini kaynag1; endojen olarak ultraviyole B (UVB) 1sinlarinin deride
fotokimyasal olarak 7 dehidrokolesterolden vitamin D3 (kolekalsiferol)
olusturmasidir (Fidan vd., 2014). D3 vitaminine (kolekalsiferol) dontisiimii sicaklik

ve deriye bagh siireclerle ilerlemektedir (Wacker ve Holick, 2013).



D vitaminini beslenmede “ergokalsiferol D> ve “kolekalsiferol Ds” olmak iizere iki
yapida bulunmaktadir. Bitkisel kaynakli olan ergestrol gilinesin ultraviyole 1sinlariyla
“ergokalsiferol” e doniismektedir. Ergokalsiferol, yiyeceklerde katki maddesi olarak
bulunan formudur. Hayvan organizmasinda deride bulunan “7-dehidrokolesterol”
ergestrol gibi giines 1sinlan etkisi ile kolekalsiferole (vitamin Ds) doniismektedir.
Deride sentezlenen vitamin Ds karacigerde, dolasimdaki temel formu olan 25-

hidroksivitamin-D (25(OH)D)’ye doniismektedir (Fidan vd., 2014).

Deride D vitamini iiretim miktart bulunulan enleme yani gilinesin gelis acgisina,
mevsim ve gilniin saatine baghdir. Giines 1sinlarinin gelis agisinin azalmast D
vitamini iiretiminin azalmasina neden olmaktadir. Yaklasik 33° enlemin kuzeyinde
ve gilineyinde yasayan insanlarda kis aylarinda D vitamini sentezi hemen hemen hig
olmamaktadir. Tiirkiye’de Mayis — Kasim aylar1 aras1t D vitamini sentezi i¢in uygun
olup bu aylarda 10:00-15:00 saatleri arasinda deride, hafif pembelik olusturacak
kadar giinese maruz kalinmasit ile viicutta optimal D vitamini sentezi
yapilabilmektedir (Onciil Borekci, 2019). Deride D vitamini sentezlenmesini
olumsuz etkileyen diger faktorler, cilt pigmentasyonunda artis, yaslanma (6zellikle

>65) ve giines kremi uygulamasidir (Wacker ve Holick, 2013).

Yapisinda D vitamini igeren gidalar ¢ok sinirlidir. Somon, sardalye, ton balig1 gibi
yagl baliklar ve morina gibi bazi baliklarin karaciger yaglari ile giinese maruz kalan

mantarlar D vitamini igerigi yoniinden zengindir (Wacker ve Holick, 2013).

Diyet ile viicuda alinan D2 ve D3 vitamini silomikronlarla birleserek lenfatik sistem
aracilig1 ile vendz dolasima taginmaktadir. Diyetle alinan veya endojen olarak
tretilen D2 ve D3 vitamini yag hiicrelerinde depo edilmekte ve gerektiginde

dolasima dahil edilmektedir (Fidan vd., 2014).

Deride sentezlenen veya diyetle alinan D vitamini biyolojik olarak aktif form
degildir. Once karacigerde 25 hidroksilaz enzimi sayesinde 25 hidroksivitamin D’ye
[25(OH)D], ardindan bobreklerde 1 alfa hidroksilaz enzimi ile biyolojik olarak aktif
form olan ve kalsitriol olarak da bilinen 1,25 dihidroksivitamin D’ye [1,25(OH)2D]
dontigmektedir. 1 alfa hidroksilaz enzimi D vitamini sentezinde anahtar enzim gorevi

iistlenmektedir (Fidan vd., 2014). [25(OH)D] formu D vitaminin dolasimdaki



formudur ve insanlarda D vitamini diizeyini belirlerken 6l¢iilen formdur ve yar1 émrii

2-3 haftadir (Wacker ve Holick, 2013).
2.6 D vitamini Diizeyleri ve Eksikligi

25(OH)D diizeyi 20 ng/mL’den diisiik ise D vitamini eksikligi, 21 ile 29 ng/mL
arasinda ise D vitamini yetersizligi, 30 ng/mL’den yiiksek ise yeterli diizey (tercih
edilen aralik 40-60 ng/mL) ve 150 ng/mL’den yiiksek ise D vitamini intoksikasyonu
olarak kabul edilen diizey araliklaridir (Holick vd., 2011).

Cok az gida dogal olarak D vitamini i¢erdiginden ana D vitamini kaynag1 giinestir.
Bu nedenle D vitamini eksikliginin baglica nedeni giines 1s18ina yetersiz maruz
kalmaktir. 30 koruma faktorlii glines kremi kullanimi D vitamini sentezini %95’ten
fazla azaltmaktadir. Koyu ten rengine sahip kisiler beyaz ten rengine sahip kisilerle
ayni miktarda D vitamini sentezleyebilmek i¢in 3-5 kat da uzun siire giines 1s181na
maruz kalmalidir. Pakistan’da 12 erkek futbolcu ile yapilan ¢alismada, 6 kisilik iki
grup olusturulmus ve deney grubu 120 giin boyunca giines 1s181inda egzersiz yapmasi
saglanirken, kontrol grubu giinesten kisitlanarak kapali alanda egzersiz yapmustir.
Deney grubunun D vitamini seviyerinde anlamli bir artis goriiliirken, kontrol grubu
D vitamini seviyeleride anlamli bir diisiis ve sporcularda kilo artig1 goriilmiistiir

(Sultan vd., 2024).

D vitamini eksikligine sebep olan bazi hastaliklar bulunmaktadir. Bunlar, yag
malabrasyon sendromu, nefrotik sendrom, bariatrik hastaligidir. Bazi ilaglar
25(0OH)D ve 1,25(0OH)D katabolizmasini arttirdigindan D vitamini eksikligine sebep
olabilmektedir. D vitamini eksikligi ile kardiyovaskiiler hastaliklar, yaygin kanserler,
enfeksiydz, metabolik sendrom ve otoimmun hastaliklarin iligki iginde oldugu tespit
edilmistir (Holick, 2008). Serum 25(OH)D ile 30 kg/m?den biiyiik beden kitle
indeksi arasinda ters bir iligki bulunmaktadir. Bu nedenle obezite D vitamini

eksikligi ile iligkilendirilmektedir (Wacker ve Holick, 2013).

D vitamini eksikligi kalsiyum, fosfor ve kemik metabolizmasinda olagan disi
durumlara neden olur. Spesifik olarak, D vitamini eksikligi, bagirsak kalsiyumunun
etkinliginde ve diyetle alinan kalsiyum ve fosfor emiliminde bir azalmaya neden

olarak parathormon diizeylerinde bir artisa neden olmaktadir. Buna bagli olarak lokal
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kemik zayiflig1 olur ve kemik mineral yogunlugunda (BMD) genel bir azalma ile
osteopeni ve osteoporoza sebep olmaktadir. Iskeletlerinde ¢ok az mineral bulunan
kiiciik cocuklarda D vitamini eksikligi, rasitizm olarak bilinen c¢esitli iskelet
deformitelerine yol a¢maktadir. D vitamini eksikligi kas gii¢siizliigiine neden
olur; bu durum cocuklarda ayakta durmakta ve yirimekte gucliklere neden olurken,
yaslilar da fazla sallanma ve sik diisme nedenli kirik risklerini arttirmaktadir (Holick

vd., 2011).

50 yas ve lizeri postmenopozal kadinlarda D vitamini eksikligi/yetersizliginin
metabolik sendrom risk faktorleri, yasam kalitesi ve depresyon ile iliskisini
degerlendirmeyi amaglayan ¢alismada 150 kadin katilimci ile ¢alisilmig; D vitamini
yetersizligi ve eksikligi prevalanslari sirasiyla %21,3 ve %78,7 olarak bulunmustur.
D vitamini eksikligi olan kadinlarda, bel c¢evresi, kan basinci ve aglik kan sekeri
diizeyleri anlamli derecede daha yiiksek bulunurken, yiiksek yogunluklu lipoprotein
kolesterol diizeyleri anlamli derecede diisiik bulunmustur. Ayrica yasam kalitesi
Olceginin alt parametreleri olan fiziksel fonksiyon, enerji diizeyi/canlilik, ruhsal ve
genel saglik agisindan D vitamini eksikligi/yetersizligi olan kadinlar ile depresyon ve

anksiyete arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligski bulunmustur (Kiigiik vd., 2024).

Diinyanin i¢inden gegtigi coronaviriis hastaligi (COVID-19) pandemisi stresince D
vitamini eksikligi ve hastalifin agir seyretmesi arasindaki iliski iizerine ¢alismalar
yapilmaktadir. D vitamini katelisidinin salinimini tetikleyerek dogal bagisiklig
kismen arttirmaktadir. Katelisidin ise zarfli solunum yolu viriislerine kars1 antiviral
etki gostermektedir. Bundan dolayr zarfli solunum yolu viriisii olan COVID-19
virlisline kars1 da antiviral etki gosterecegi diisiiniilmektedir. Fareler iizerine yapilan
calismalarda D vitamininin COVID-19 virlisii kaynakli akut akciger hasarim

hafiflettigi gézlenmistir (Demir vd., 2021).

COVID-19 ve D vitamini arasindaki iliskinin incelendigi bir ¢alismada, hastanede
yatan COVID-19 hastast 40 c¢ocuk ile saglikli 45 cocukta D vitamini diizeyi
karsilastirilmistir. COVID-19 ile enfekte ¢ocuklarda D vitamini diizeyi anlamlh
olarak daha diisiik saptanmistir. COVID ile enfekte ¢ocuklarda, ates yiiksekligi daha
yiiksek olan ¢ocuklarin D vitamini diizeyinin daha diisiik oldugu gozlenmistir

(Yilmaz ve Sen, 2020).
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D vitamini diizeyinin tespiti ilizerine pek cok {lilkede arastirmalar yapilmistir ve
yiiksek oranlarda D vitamini eksikligi, yetersizligi tespit edilmistir. D vitamini
eksikligi ¢agin pandemisi olarak degerlendirilmektedir. Ankara bdlgesinde bulunan
Ankara Etlik IThtisas Egitim ve Arastirma Hastanesine miiracaat eden 18 yas iistii
hastalarin 25-OH D diizeyleri incelenmis; %72,5 oraninda D vitamini yetersizligi
tespit edilmistir (Ucar vd., 2012). Kore’de 2 yas altindaki ¢ocuklarda D vitamini
diizeyinin tespiti lizerine yapilan calismada, %29.8 oraninda D vitamini yetersizligi
tespit edilmistir (Yoon vd., 2011). 2022 Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirmasi,
okul 6ncesi 1-4 yas cocuklarda %4,7, 5-11 yas okul ¢ocuklarinda %23,3 ve 12-49
yas arasi kadinlarda %37,7 oraninda D vitamini eksiklik gorildigi ortaya
koyulmustur. Meksika sehri geng yetiskinlerinde D vitamini durumunun tespiti i¢in
Meksika Sosyal Giivenlik Enstitlisii (IMMS) Beslenmede Tibbi Arastirma Birimi
(URMN)’nde yiiriitiilen, 102'si kadin ve 53'i erkek katilimcidan olusan
calismada; %3,2'sinde yeterli seviyeler (>30 ng/mL), %38,7'sinde yetersiz (>20-<30
ng/mL) ve %58,1'inde eksik D vitamini seviyelerine ulasilmistir. Kadinlarda D

vitamini eksikligi daha yiiksek oranda tespit edilmistir (Morales-Villar vd., 2024).

Orta Dogulu erkek sporcular iizerinde yapilan c¢aligmada, sporcularin D vitamini
durumlarin1 degerlendirmek amaciyla kan testi ile serum 25(OH) D seviyelerine
bakilmis; sporcularin %91’inde serum 25 (OH) D seviyeleri eksik bulunmustur
(serum konsantrasyonu, < 20 ng / ml) (Hamilton, vd., 2010). 2016 ve 2024 yillart
arasinda Israil Olimpiyat takimindan erkek ve kadin elit 334 sporcunun katilimiyla
yapilan ¢aligmada; Sporcularin %7,5'inde D vitamini eksikligi ve %39,5’unda D
vitamini yetersizligi bulunmustur. Jimnastik ve doviis sporu ile ilgilenen sporcularda
diger spor dallarina gore daha yiiksek oranda D vitamini eksikligi goriildigi
belirlenmigtir. Cinsiyet ve D vitamini eksikligi arasinda anlamli bir iliski

bulunamamistir (Abulafia vd., 2024).

Spor cevreleri tarafindan kabul goéren bir otorite olan Avustralya Spor Komisyonu
tarafindan, sporcularda kullanilan ergojenik iriinlerin performans lizerinde etkileri
incelenerek hazirlanan kanit diizeyi Cizelgelarma bakildiginda, yaralanmalarda
iyilestirici ve antrenman sonrasi toparlanmay1 destekleyici olarak D-vitamini

etkinligi bilimsel olarak en gii¢lii ortaya konulmus olanidir (URL-1).
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Yapilan ¢alisma orneklerinde de goriildiigii lizere diinyada ve tlilkemizde D vitamini
eksikligi/yetersizligi yaygin olarak goriilmektedir. Korumasiz olarak giines 1ginlarina
maruz kalmanin giinlimiizde kanitlanmis pek c¢ok zarar1 bulunmakta ve dogal
igeriginde D vitamini ihtiva eden az ¢esitli gida bulunmasi, bu gidalardaki D vitamini
miktarinin gilinliik ihtiyaci karsilamaya yetmemesi D vitamininden zenginlestirilmis

yiyecekler veya D vitamini destek tedavisinin 6nemi artmaktadir.

D vitamini eksikliginin Onlenmesi adina, Tip Enstitisi (IOM), bebeklerin
yasamlarinin ilk yilinda giinliik 400 IU D vitamini takviyesi almalarin1 dnermektedir.
1-70 yas arasindaki bireyler i¢in giinlik 600 IU D vitamini ve 70 yag iistii yetiskin
bireyler i¢in 800 IU D vitamini dozu alimi 6nerilmektedir (Wacker ve Holick, 2013).

Ulkelerde gidalar1 D vitamini yoniinden zenginlestirmek adina gegmisten bugiine
cesitli uygulamalar yapilmaktadir. Bazi iilkelerde mantardaki D2 vitamini igerigini
arttirmak i¢in UV radyasyonu ile 1gimnlama islemi uygulanmaktadir. 1930’larda siit,
gazli igecekler, ekmek ve bira D vitamini ile zenginlestirilmistir. 1950’lerde Biiyiik
Britanya’da bebek mamalar1 ve margarinler D vitamini ile zenginlestirilmistir. 2013
yilinda ABD’ de laktoz intoleransi olan kisilerinde faydalanabilmesi i¢in portakal
sulariin D vitamini ile zenginlestirilmesi uygulamasi baglamistir. Peynir, tereyagi ve
kahvaltilik gevrekler de D vitamini ile zenginlestirilmistir (Wacker ve Holick, 2013).
Hindistan’a ait siit bazli bir icecek olan Lassi’ye D vitamini ilave edilmesi lizerine
Maurya ve Aggarwal tarafindan yapilan bir calismada, D vitamini nanokapsiile

edilmistir (Maurya ve Aggarwal, 2019).

D vitamini zayif suda ¢Oziiniirliikk, degisken oral biyoyararlanim, 151k, oksijen ve
yiiksek sicakliga maruz kalindiginda kimyasal bozunma gibi bir¢ok hassasiyete ve
zorluga sahiptir. Bu sebeplerle su bazli bir i¢ecekte kolaylikla karisamayacag i¢in D
vitaminini esit bir sekilde iiriiniin her yerine dagilmasii saglayacak su i¢inde yag
emiilsiyonu olusturulmali, bu tirliniin belli bir raf dmriiyle satisinin yapilabilmesi i¢in
de bu emiilsiyonun stabilitesinin saglanmas1 gerekmektedir. Bu noktada nano
sistemler, D vitamini biyoyararlanimini artirma agisindan etkili bir yontemdir (EI-
Sherbiny vd., 2018). Zay1f suda ¢oziiniirliik ve diisiik oral biyoyararlanimi nedeniyle
D vitamini emilimi zayiftir. D vitamininin lipid bazli bir dagitim sistemi ile verilmesi
onerilmektedir. Lipid bazli dagitim sistemi, ¢oziiniirliigii arttirarak ve ince bagirsakta

karigik miseller olusturarak biyoerisilebilirligini gelistirmektedir. Nanoemdiilsiyonun
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sahip oldugu kiiciik partikiil boyutu sayesinde lipofilik bilesiklerin gastrointestinal
stvilarda daha hizli ve daha kolay coziinmesini saglamaktadir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar nanopartikiil boyutlarinin, lipofilik bilesiklerin in vitro

biyoerisilebilirligi ve absorpsiyonunu arttirdigini gostermektedir (Kadappan, 2019).

Fonksiyonel gidalar; giinliikk diyet ile gida formunda tiiketilen, besleyici, hastalik
olusma ihtimalini azaltici, sentetik bilesen igcermeyen, saghigi ve iyilik halini
gelistirici ozelliklere sahip gidalardir. Gidanin fonksiyonel olabilmesi i¢in biyoaktif
bilesikler, probiyotik mikroorganizmalar ve prebiyotik maddeler gibi etkenlere sahip
olmast ve bu etkenlerin viicudun ilgili bolgesine yeterince gonderilebilmelidir
(Erbas, 2006). Tiiketiciler artan saglik bilinci ile fonksiyonel gidalara yonelmis ve bu
talep fonksiyonel gida pazariin hizla biiylimesini saglamistir. Fonksiyonel gida
endustrisinin temel amaglardan biri gida bileseninin viicudun hedeflenen bolgesine
ulagsmasi, bu bolgede salimimi ile biyoyararliligi arttirmaktir. Nanoemiilsiyon
tretiminin de dahil oldugu nanobilimde temel prensip, gidanin stabilitesini
gelistirmek, hassas olan biyoaktifleri depolama, isleme ve ¢evre kaynakli olusacak
istenmeyen etkilesimlerden korumak ve sindirimin ardindan viicut igerisinde

bilesenin hedef bolgeye salinimini saglamaktir (Augustin ve Sanguansri, 2006).

2.7 Nanoemlsiyon

Emiilsiyonlar, kiiresel damlaciklarin dagilmis fazi, onu ¢evreleyen sivinin ise siirekli
faz1 olusturdugu birbirine karigmayan en az iki sivinin emiilgatdr yardimi ile
dagilmasiyla olusan, homojen goriiniislii heterojen sistemlerdir. Emiilsiyonlar,
damlacik boyutlarina ve stabilitelerine gore kaba emiilsiyonlar, mikroemiilsiyonlar

ve nanoemiilsiyonlar olarak siniflandirilmaktadir (Aswathanarayan ve Vittal, 2019).

Nanoemulsiyonlar 20-200 nm arasinda degisen damlacik boyutuna sahip, kinetik
olarak kararli kolloidal sistemlerdir. Nanoemiilsiyon yapilar1 gida, igecek ve ilag
endiistrisinde biiyiik bir kullanim potansiyeline sahiptir (Aswathanarayan ve Vittal,
2019). Kararli sistemler olmalarindan dolayr stabilitesi yiikseltilmek istenen
trlinlerin  nanoemiilsiyon formlar1 olusturularak stabilitelerinin  arttirilmasi
amaclanmaktadir. Cesitli alanlarda yaygin kullanimi1 olan defne yapragi esansiyel
yag1 cevre kosullarina karsi asir1 hassas ve ucucu olmalari ticari alanda iiretimlerini

kisitlamaktadir. Buna karsilik {iriine dayaniklilik ve stabilite kazandirmak amaciyla
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yapilan ¢aligmada Tween 80 ilave edilerek ultrasonik homojenizator ile hazirlanan
defneyapragi esansiyel yagi nanoemiilsiyonu olusturulmustur. Nanoemiilsiyonun
pargacik boyutu yaklasik olarak 100 nm, zeta potansiyeli () -10,7 mV elde edilmistir
(Sirke, 2023).

Yapilan  ¢aligmalar  lipofilik  molekiillerin  nanoemiilsiyon  formunun
biyoyararlanimin1 6nemli Olgiide arttirilabilecegini gostermistir. Nanoemiilsiyolar
sahip olduklar kiigiik parcacik boyutlar1 sayesinde bagirsak bariyerlerini daha rahat
bir sekilde gecebilmektedir. Emiilsiyonlastirma, yaglarin sindiriminde ve
emilmesinde Onemli bir adim oldugu i¢in, emiilsiyonlastirma ve kapsiilleme
teknolojisi, yaglarin ve yagda ¢6zlinen molekiillerin biyoyararlanimini arttirmak icin

kullanilmaktadir (Aswathanarayan ve Vittal, 2019).
2.8 Nanoemiilsiyonlarin Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Nanoemiilsiyonlar termodinamik acgidan kararsiz sistemlerdir. Ostwald olgunlagmast,
koalesans, kremalasma, sedimentasyon (¢okme) gibi sebeplerle kararlhiliklar

bozulabilmektedir (ilyasoglu ve El, 2010).

Nanoemiilsiyonlar, damlacik boyutlarinin dogasi geregi ostwald olgunlagsmasina
kars1  kararsiz  mekanizmalardir.  Ostwald  olgunlagsmasi, emiilsiyonlarin
polidispersitesinden ve damlaciklar arasinda ¢oziiniirlik farkindan kaynaklanan
damlaciklar aras1 kiitle transferidir. Zaman igerisinde emiilsiyondaki serbest enerji
azalmas1 sonucu araylizey alanlar1 azalmaktadir. Bunun sonucunda kii¢iikk boyutlu
damlaciklar daha biiyiik boyuttaki damlaciklar ile birlesmekte ve bu da emiilsiyon
damlacik ¢apinin giderek biiylimesine sebep olmaktadir (Cinar, 2017).

Koalesans, stirekli fazda filmin parcalanmasi sonucu iki damlacigin birleserek daha
biiyiik damlacik olusturmasi durumudur. I¢ faz damlaciklarmin asagi dogru gog
etmesi sedimentasyon iken durumun tersi olan i¢ faz damlaciklarinin yukart dogru

gd¢ii kremalasmayi olusturmaktadir (Ilyasoglu ve El, 2010).

Nanoemiilsiyonlarin igerdigi yapilarin goriiniir dalga boylarindan daha kiigiik olmasi
nedeniyle nanoemdlsiyonlar optik olarak transparan gérinmektedir ve ultraviyole
spektrumda, 15181n dalga boyu tanecigin yaricapia yaklastikca nanoemdiilsiyonlar

15181 6nemli Olgiide sagmaktadir (ilyasoglu ve El, 2010). Koenzim Q10 ilaveli
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nanoemiilsiyonlar ile yapilan bir ¢alismada, 100nm’den daha biiyliik damlaciklar
iceren nanoemdlsiyonlar beyaz gorinurken, 70-100 nm damlaciklar igeren
dispersiyonlarin opak goriindiigii, bunun altindakilerin ise saydam oldugu

goriilmistiir (Zulli vd., 2006).

Emiilsiyon igerisinde yag ve su arasindaki ara yiizeye konumlanan emiilgatorler,
emiilsiyon yapilarinin stabilitesinde en bliyiik etkiyi gostermektedir. Bir emiilgatér,
su seven bir hidrofilik bas ve yag seven bir hidrofobik kutup kismu igerir. Hidrofilik
kafa, sulu faza ve hidrofobik kuyruk yag fazina dogru pozisyon almaktadir (Sahin,

2021).

0 i Damlaak
1. ‘(L' Lipofilik Kuyruk
® J)
@ Hidrofilik Bas
@
e ‘o

Sekil 2.1. Emdilsiyon

Nanoemilsiyon kararliligi, basing, sicaklik, tuz, pH faktorlerinden etkilenmektedir.
Pargacik ylizey yikii (), ylizey aktif maddenin molekiiler yapisi, hidrofilik
bilesenlerin hidrofobik bilesenlere orani, yagin molekiiler yapis1 da nanoemdiilsiyon
stabilitesini belirlemektedir. Nanoemiilsiyonlarin hareket ve difiizyon hizlar
yercekiminin neden oldugu sedimantasyon ve kremalagma oranlarindan daha yiiksek
oldugu icin genellikle yiiksek kinetik stabilite ile sedimantasyon veya kremalasmaya
kars1 kararlhidir (Kadappan, 2019). Zerdegal bitkisinin en aktif ve en az stabil bileseni
olan kurkuminin nanoemiilsiyon teknolojisi ile stabilitesini arttirmayr hedefleyen
calismada; Wpc-70 ve Tween 80 kullanilarak ultrasonikasyon ile orta zincirli
trigliserid yag damlaciklarinin igine kapsiillenmistir. Calismada nanoemiilsiyon
pargaciklarinin ortalama c¢ap1 141,6 nm ve { 6,9 mV olarak ol¢iilmistiir. Isil
islemlerin pargacik boyutuna etkisini gdzlemlemek amaciyla 63 derece de 30 dakika,
95 derecede 10 dakika 1siya maruz birakildiginda Wpc-70 in denatiirasyonu ile
topaklanma ve pargacik boyutunda artis olmustur. pH 3-5 ve / ye ayarlanarak pH
etkisi gozlemlenmistir. Ortalama pargacik boyutu asitligin azalmasi ile artmistir (Sari

vd., 2014).
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2.9 Nanoemiilsiyonlarin Elde Edilmesinde Kullanilan Maddeler
2.9.1 Yag

Gida nanoemiilsiyonlarinda yag fazi olarak genellikle soya yagi, aycicegi yagi,
zeytin yagi, misir ve kanola yagi tercih edilmektedir. Diisiik maaliyetleri, kolay
ulasilabilir olmas1 ve toksik olmamalar1 tercih edilme nedenlerindendir (Jin vd.,

2016).
2.9.2 Emulgator

Emiilgatorler, yiizey aktif molekiillerdir ve kiiglik damlaciklar1 korumak igin
nanoemiilsiyon hazirlamada yaygin olarak kullanilan stabilizatorlerdir. Yiizey
gerilimini azaltarak agregasyonun ve topaklanmanin 6nlenmesine yardimci olur; bu
sayede emiilsiyondaki damlaciklarin stabilitesini etkilemekte ve kinetik stabiliteyi
arttirmaktadir. Emiilgator secimi emiilsiyon kalitesini ve raf dmriini etkileyen en
onemli unsurlardandir. Emiilgatorler, yiizey etkin olmali, arayiizeyde film
olusturmali, koalesansa engel olmali, emiilsiyonun viskozitesini arttirmali, polar ve
non polar ucu olmali ve toksik olmamalidir (Kadappan, 2019). Gida
nanoemiilsiyonlarinda en yaygin kullanilan emiilgatorler; peynir alti suyu proteint,
kazein, [-laktoglobulin, ovalblimin, izole soya proteini, sigir serum alblimini,

Tween80, Tween 20dir.

Mehmood ve Ahmed tarafindan D vitaminince zenginlestirilmis igecek iiretimini
amaglayan ¢aligmada; D vitamini nanoemiilsiyonlar1 hazirlanirken yiizey aktif madde
olarak Tween 80 ve soya lesitini tercih edilerek, ultrasonik homojenizasyon teknigi
ile {irtin hazirlanmistir. Caligma siiresince yapilan gorsel gozlem sonucunda karigik
ylzey aktif madde nanoemiilsiyonlarin, tim termal, pH ve iyonik gii¢ degisimleri
aralifi boyunca ¢okelme, faz ayrimi ve kremlesmeye karst stabil kaldig
gozlemlenmistir. Uriin 4 donma-¢dziinme dongiisiine tabi tutulmus sonucunda
nanoemiilsiyonun damlacik boyutunun, belirtilen limit dahilinde kaldig1 goriilmiistiir.
Calisma sonucunda; ultrasonikasyonun, karisik yiizey aktif madde bazli bir yaklagim
kullanarak D vitamini nanoemdiilsiyonlarinin hazirlanmasi i¢in etkili bir yontem

oldugu sonucuna varilmistir (Mehmood ve Ahmed, 2020).
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Sari ve arkadaslarinin yapmis oldugu kurkumin nanoemiilsiyonu hazirlanmas: ile
ilgili calismada; yag fazi, % 2 Tween 80, % 0,5 Wpc-70 kullanilarak 141,6 + 15,4
nm parcacik boyutu ve zeta potansiyeli 6,9 £ 0,2 mV olan nanoemiilsiyon elde
edilmistir. pH 5,57 + 0,1 olan nanoemiilsiyon 25° C’de 27 + 2 giin stabil kalmistir.
Bu ¢aligmada stabil formiilasyonlar elde etmek i¢in hem Wpc hem de Tween-80 tek
basina ve kombinasyon halinde denenmistir. Hem Tween-80'in hem de Wpc-70'in
bireysel kullanimi stabilite agisindan olumlu sonug¢ gostermemistir (Sari vd., 2014).

Tween 80 (polisorbat 80) emiilgator, CesH124026 formuliine sahip poli-oksietilen 20-
sorbitan mono-oleat kimyasal ismine sahiptir. Tween 80 kendine 6zgu bir koku ve
ac1 bir tada sahiptir. Tween 80, etanol ve suda ¢oziiniir, mineral yag ve bitkisel yagda
¢coziinmez. Tween 80, bilesenlerin heksanhidr6z alkoller oldugu, alkalin oksit ve yag
asidi hidrofilik 06zelliklerinin oksietilen icermeyen hidroksil grubu tarafindan

verildigi bir iyonik olmayan ylizey aktif madde grubudur (Suyanto vd., 2019).
2.9.3 Su faza

Sulu fazda polisakkaritler, proteinler, yardimci ¢oziiciiler, tuzlar ve besinler gibi
cesitli bilesenler bulunabilmektedir. Igerikteki bu maddeler ara yiizey gerilimi ve faz
davraniglarin1 etkilemektedir. Bu nedenler nanoemiilsiyondaki su faz1 igerigine

hakim olunmalidir (Jin vd., 2016).
2.9.4 Yardimar siirfektanlar

Yardimci siirfektanlar, tek baslarina emiilsiyonlar1 stabilize edebilecek kadar yiizey
aktif 6zellige sahip olmayan ancak yiizey gerilimini azaltarak daha kiiciik damlacik
biiyiikliigiine sahip nanoemiilsiyonlarin iiretilmesini saglayan maddelerdir. Yaygin

olarak kullanilanlar1 etanol ve gliserindir (Jin vd., 2016).
2.10 Nanoemiilsiyonlarin Elde Edilmesi

Nanoemulsiyonlar, diisiik enerjili veya yiiksek enerjili yontemler kullanilarak
olusturulmaktadir. Diisiik enerjili yontemlerde, belirli bir siirfaktan, yag ve su
sistemlerinin faz davranisina bagli olarak kendiliginden emiilsiyon olusturmasi
beklenmektedir. Kendiliginden emiilsifikasyon, faz ters ¢cevirme ydntemi ve solvent

yer degistirme yontemi diisiik enerjili metotlara 6rnektir. Diisiik enerjili metotlar,
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06zel donanim gerektirmemekte, karistirma, sicaklik gibi sistem kosullari

degistirilmesi ile kendiliginden ger¢eklesmektedir (Jasmina vd., 2017).

Yiiksek enerji yontemlerinde, yag ve su fazlarinin birbirine karismasini saglayan
yogun mekanik veya kimyasal enerjiye ihtiyag duyulmaktadir. Yiiksek enerji
yontemlerinde, enerji yogunlugu genel olarak 108- 1010 W kg? araligindadir.
Genellikle mekanik enerji girisi, yiiksek basingli homojenizetorler, yiiksek hizhi
karistiricilar ve ultrason jeneratorleri tarafindan saglanmaktadir. Ultrason kullanarak
emiilsiyon iiretmek, daha az yiizey aktif madde kullanimi1 gerektiren diigsiik maliyetli
bir igslemdir. Gida endiistrisinde fabrikalar tarafindan biiyilik 6l¢ekli tiretime olanak
sagladig1 icin, yiiksek enerjili yontemler tercih edilmektedir. Yiiksek enerjili
metotlarda iiretilen damlaciklarin boyutu homojenlestiricinin c¢alisma kosullarina,
tiriintin  bilesimine ve bilesen fazlarmin fizikokimyasal ozelliklerine (araylizey
gerilimi ve viskozitesi), homojenlestiricinin tlirline baghdir. Yiiksek basingh
homojenlestirme, mikroakiskanlastirma, jet dagitict ve yiiksek genlikli ultrasonik

yontemler yuksek enerjili metotlara 6rnektir (Komaiko ve McClements, 2015).

Yiiksek basingli homojenizasyon, gida endiistrisinde nanoemiilsiyon elde etmek icin
en sik kullanilan yontemdir. Emiilsiyon 500 ile 5000 psi arasinda bir isletme
basincina maruz birakilmaktadir. Kaba emiilsiyonun 6n karigimini iiretmek amaciyla
genellikle yiksek hizli karistiricilar  kullanilir.  Ardindan emiilsiyon, pompa
yardimiyla yiiksek basingli homojenizatdre beslenir, daha sonra emiilsiyonun daralan
valflerden ge¢mesiyle damlacik boyutu diistiriilir. Kaba emiilsiyon valflerden
gecerken, biiylik damlaciklarin daha kiiciik parcalara boliinmesine neden olan yogun
yikict kuvvetlerin (tiirbiilans, kayma ve kavitasyon) kombinasyonuna maruz kalir.
Gegis sayist ve homojenizasyon basinci arttikca damlacik boyutu azalmaktadir

(Komaiko ve McClements, 2015).

Mikrofluidizasyon  teknigi, yiikksek  basingli  homojenizasyon  teknigine
benzemektedir. Emiilsiyonun cihaz icinde aktigi1 kanallarin tasarimi yoniinden
farklilik gostermektedir. Emiilsiyon bir mikroakiskan i¢inde akarken, bir kanaldan iki
akiga boliinmekte, her biri ayr1 bir ince kanaldan gectikten sonra, her iki akis da,
damlacik bozulmasina yol agcan yogun yikici kuvvetlere maruz kaldiklar1 etkilesim
odasina baglanmaktadir. Homojenizasyon basincinin, gecis sayisinin ve emiilgator

konsantrasyonunun artis1 olusan damlacik boyutunu azaltmaktadir. Emiilsiyonun bir
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etkilesim bdlmesinden ge¢mesi icin 4000 psi basinca sahip yiiksek basingh
pompalarin kullanildig1 yiiksek enerjili bir yontemdir. Mikroakiskanlastiricilar,
nutrasotik emdlsiyonlar, homojenize sut, aroma emdlsiyonu, farmasoétik Grinlerin

hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Komaiko ve McClements, 2015).

Ultrasonik emiilsiyonlastirma teknigi, iki asamali ilerlemektedir. Ilk olarak,
dagilacak faz, ultrasonun olusturdugu arayilizey dalgalar1 tarafindan biyiik
damlaciklar halinde stirekli faza piiskiirtiilmektedir. Ardindan, akustik kavitasyon
sirasinda siirekli fazda iiretilen yogun fiziksel kesme etkileri, baslangicta olusan
biiyilk damlaciklarin  kiiclilmesini  saglamaktadir. Ultrasonik emiilsifikasyon
diizenegi, aktif ylizeyi karismaz fazlar ve bir emiilgatér karisimini tutan bir kap icine
daldirilmis boynuz tipi bir sonotrottan olusmaktadir. Ultrasonik dalgalarin
yogunlugu, sonikasyon siiresi, gii¢ seviyesi ve emiilgator konsantrasyonu arttiginda
damlacik boyutu azalmaktadir (Schoener vd., 2019). Damlacik boyutu kiiciiltmede
oldukea etkili olmasina karsin kiiclik dlcekler icin daha uygun olarak degerlendirilen
bu yontem; ultrasonik emiilsiyonlastirma da iiriin kalitesinden 6diin vermeden biiyiik
Olcekte iirlinde damlacik boyutu kiigiiltme Barbell Horn Ultrasonik Teknolojisi
(BHUT) ile miimkiin kilinmaktadir. BHUT ile endiistriyel 6lgekli yiiksek genlikli
ultrasonik  islemciler = kullanilarak ~ farmasotik ~ nanoemiilsiyon  iiretimi

gerceklestirilmistir (Peshkovsky ve Bystryak, 2014).
2.11 Gidalarda Nanoemiilsiyon Uygulamalar

Nanoemiilsiyonlar diger emiilsiyonlar ile karsilastirildiginda, faz ayrimina kars1 daha
yuksek stabilite, daha iyi biyoyararlanim ve hidrofilik bilesenleri emme kapasitesi
gostermektedir. Gida iiretiminde nanoemiilsiyon ilavesi ile kazanilan termodinamik
stabilite, optik seffaflik ve homojen dagilabilirlik 6zellikleri genel iriin kalitesini
artirmaktadir. Nanoemiilsiyonlarin i¢ecek, siit liriinleri, sekerleme, nutrasotik ve gida
ambalaj endiistrisindeki olas1 uygulamalart mevcuttur. Nanoemiilsiyonlar, gidalarda
yag asitleri, polifenoller, vitaminler, dogal renklendiriciler, antimikrobiyaller, bazi
mikro besinler ve aromalar gibi islevsel ajanlar1 tasimak i¢in uygun sistemlerdir.
Icecek endiistrisinde nanoemiilsiyonlardan; renk, aroma, antioksidanlar ve yagda
¢Oziinen vitaminler ve diger biyoaktif bilesenlerin dagitimi amaciyla
yararlanilmaktadir. Ayni zamanda nanoemiilsiyonlar aromayi1 kaplayarak gidayi

sicakliktan,  oksidasyondan  enzimatik  reaksiyonlardan ~ ve  hidrolizden
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koruyabilmektedir. Damlaciklar arasinda etkili olan c¢ekici kuvvetlerin aralig
partikiil boyutu ile azalirken itme aralig1 partikiil boyutuna daha az bagimlidir bu
sayede damlacik topaklanmasina karsi iyi bir stabiliteye sahiptirler. Gidalarda

nanoemiilsiyon uygulamalar1 ile fonksiyonel gida pazar1 genislemektedir (Dasgupta
vd., 2019).

Sektorde onde gelen gida firmalari nanoteknoloji uygulamalar1 sayesinde, lezzet
kayb1 yasamadan %1 yag iceren az yagli dondurma, omega 3 ve piring yagi
nanoemiilsiyonu ile besin degeri arttiritlmis yogurt iiretimi ve krem santide stabilite
artist  saglamistir. Vitamin ve yag asitleri kapsiillenerek tasiyic1 sistemler
gelistirilmistir. Gida endiistrisinde nanoemiilsiyon uygulamalariin gesitli tirlinlerin
doku, stabilite, duyusal ve besleyici o6zelliklerinde olumlu etkisi bulunmaktadir.
Nanoemiilsiyon uygulamasi ile optik seffaflik, dagilabilirlik saglanarak genel iiriin
kalitesi arttirllmaktadir. Gida piyasasinda siit iirlinleri, sekerleme, nutrasotik ve gida
ambalaji alanlarinda nanoemiilsiyon talebi artmaktadir (Dasgupta vd., 2019).
Kimyon ve aspir esansiyel yagi nanoemiilsiyonu iceren oksijen emici ambalaj
gelistirilerek, bunun 20 giinlik soguk depolama siiresi boyunca kuzu filetosunun
kalitesi tizerindeki etkisinin incelendigi ¢alismada; Enterobacteriaceae ve laktik asit
bakterilerinin biiyiimesi ile fizikokimyasal ve duyusal degisiklikleri geciktirmistir

(Hasani-Javanmardi vd., 2021).

Nanoemiilsiyon teknolojisinin antimikrobiyal maddelerin etkinligini arttirarak
gidalarin raf dmriinii uzatmay1 amaglayan uygulamalar yapilmaktadir. Birgok bakteri
ve patojenin blyldmesini engelleme ve yok edici etki gosteren karvakrolin
nanoemiilsiyonunun hazirlanarak, patojen olan Vibrio parahaemolyticus ve Bacillus
cereus tiirleri iizerindeki etkisi incelenmistir. Karvakrol nanoemiilsiyonu standart

antibiyotikten daha ytiksek antibikrobiyal etki gostermistir (Kdse, 2023).

Vitaminlerin nanoemiilsiyonlar araciligi ile stabil tutularak biyoyararliligim
arttirmay1 hedefleyen bir¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Bir ¢alismada, ultra yiksek
basinglt homojenizasyon ve nisasta ile E vitamini nanopartikiilleri iceren meyve suyu
hazirlanmig, yeni irliniin stabil ve icecek goriiniimiiniin berrak oldugu

gozlemlenmistir (Chen ve Wagner, 2004).
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Alglerden elde edilmis uzun zincirli omega-3 coklu doymamis yag asitlerinin
(LC3PUFA) nanoemiilsiyon teknolojisi ve klasik yontem ile yogurda karistirilarak,
11 insan denek tarafindan tiiketilmesi sonucunda parmak ucundan kan alma yontemi
ile eritrosit plazmasi ve tam kan yag asidi diizeylerine bakilmistir. Sonug olarak, yag
karistirilmis yogurtla karsilastirildiginda, alg yagi nanoemiilsiyonu eklenmis yogurt
tiketiminin, DHA ve toplam LC3PUFA'nin emiliminde daha verimli oldugu
gbzlenmistir (Lane vd., 2013).

Hidrofobik biyoaktif bilesenler, zayif absorpsiyon, diisiikk biyoerisilebilirlik ve
kimyasal kararsizlik nedeniyle daha diisiik oral biyoyararlanima sahiptir.
Nanoemiilsiyonlar, lipazlar gibi sindirim enzimlerinin baglanmasi i¢in daha fazla
baglanma boélgesinin mevcudiyeti nedeniyle, geleneksel emiilsiyonlara kiyasla
gastrointestinal sistemde daha yiiksek bir sindirim orani gostermektedir (Kadappan,

2019).

Sindirilebilirlik ne kadar gida bileseninin gastro-intestinal kanallar araciligi ile kan
dolasimindan adsorbe edilebildiginin bir olgiisiidiir ve gidalarin sindirilebilirligi
konusunda nanoemiilsiyonlardan yararlanilabilmektedir. Nanoemiilsiyon yapilari
besinlere daha kolay adsorbe edilme 6zelligi kazandirabildigi i¢in sindirilebilirligi
artirmaktadir. El-Sherbiny ve arkadaglarinin yiiksek yagl diyet ile beslenen sicanlar
tizerinde geleneksel D vitamini ve D vitamini nanoemiilsiyonunun karaciger hasaria
karst potansiyel koruyucu etkisini degerlendirmeyi amaglayan calismasinda; D
vitamini nanoemdiilsiyonunun geleneksel D vitaminine gore yiiksek yagl diyetin
neden oldugu karaciger hasarina kars1 daha belirgin etki gosterdigi gortilmiistiir (EI-

Sherbiny vd., 2018).

Kadappan, D3 vitamininin su i¢inde yag nanoemiilsiyonunu hazirlayarak geleneksel
D3 vitaminine gore in vitro biyoerisilebilirligi ve in vivo biyoyararlanimi lizerindeki
etkisini incelemistir. Bu ¢alismada nanoemiilsiyon uygulamasi ile in vitro ve in vivo
caligmalarda D vitamini emilimini 6nemli Slgiide iyilestirdigi sonucuna ulasilmistir

(Kadappan, 2019)
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2.12 Nanoparcaciklari Olciilmesi Ve Incelenmesi

Nanopargaciklarin 6l¢timiinde analitik ve spektroskopik metotlar kullanilmaktadir.
Dinamik 1s1k sagicis1 (DLS), nanopargacik 6lgiimiinde kullanilan, koloidal ¢ozeltiden
lazer gecirilmesi sonucu sagilan 15181 6lgme prensibine dayanan bir metottur. Sacilan
151810 yogunlugundan yola ¢ikarak parcacik boyutu hakkinda bilgi vermektedir. DLS
teknigi pargaciklarin yaptigi Brownian hareketinin hizin1 6l¢lip pargacik boyutu ile
iliskilendirmektedir. DLS, 1s181n pargaciklar tarafindan sagilmasi sirasinda kiigiik
parcaciklarin Brownian hareketine bagli olarak goreceli uzaysal konumlarinin
degismesi sonucu ortaya ¢ikan yogunluk dalgalanmalarini kaydetmektedir. DLS
teknigi ile calismaya baslamadan akigkan viskozitesi ve sicakligi bilinmelidir. Ornek
icinde konveksiyon akimi olusmamasi i¢cin numune ile analiz sicakliginin aym
olmasi gerekmektedir. Aksi takdirde boyut algis1 bozularak hatali degerlendirmeye
sebep olabilmektedir. Numune konsantrasyonlariin yiiksek oldugu durumlarda
deiyonize su, ultra saf su veya uygun ¢ozdiiriicii ile seyreltilerek saniyede sayim
yapilacak diisiik konsantrasyonlara ayarlanarak, dogru sonug¢ icin en az ii¢ 6l¢iim

yapilmaktadir (Ates, 2018).

Kolloidal bir dispersiyon stabilitesi itici ve cekici kuvvetler ile belirlenmektedir.
Stabilitenin saglanmas1 i¢in itici kuvvetlerin baskin olmasi gerekmektedir. Zeta
potansiyeli, kolloidal parcaciklar arasi etkilesimi gostermekte ve sistemlerin
kararliligim1 belirlemektedir. Belirli bir ylike sahip parcacik, silispansiyonda karsi
yiike sahip iyonlar1 g¢ekerek parcacik yiizeyinde giiclii bir bag yiizeyi
olusturmaktadir. Disa dogru yayilan bu yiizeyde kayma yiizeyi sinir1 bulunmaktadir.
Kayma ylizeyindeki potansiyel Zeta potansiyelidir ve parcacigin yiizey yapisi ile
igcerisinde bulundugu sivi igeriginden etkilenmektedir. Zeta potansiyelinin biliyiikligi
parcacik kararliligmi yansitmaktadir ve yiizey yiik yogunlugu ile ilgilidir. Zeta
potansiyeli ortamin pH degisiminden, iletkenlik ve tuz konsantrasyonundan
etkilenmektedir. Diisiik pH degerlerinde zeta potansiyeli pozitif iken, yiiksek pH
degerlerinde negatiftir. Zeta potansiyelinin 0 oldugu nokta izoelektrik noktadir ve

sistemin en karasiz oldugu noktadir (Ates, 2018).

Lipofilik ve hidrofilik gruplari ayni1 anda iceren maddelerde, bu iki grubun i¢inde
bulundugu denge hali hidrofilik lipofilik denge (HLB) olarak adlandirilmaktadir.
Yag fazinin HLB degeri, emiilgator HLB degerine yakin veya esit oldugunda kararli
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emdulsiyonlar olusur. Yani HLB degerinin emiilgatér seciminde dnemli bir faktordur.
Genel olarak 8-18 arasinda HLB degeri olan ylizey aktif maddeler, diisiik ara yiizey
gerilimi  olan tabaka olusturabilmektedir. Bdylece nanometre boyutunda

damlaciklarin olusmasi igin gerekli kosullar1 saglarlar (Kadappan, 2019)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Kegiboynuzu 6zatt

Calismada, soguk pres ekstraksiyon yontemi ile Tiirk Gida Kodeksi s1vi pekmez i¢in
belirlenen degerlere uygun sekilde c¢ekirdekleri ayrilarak iiretilmis olan Sitoglu
marka kegiboynuzu 6ziitii kullanilmistir. Uriin dolum asamasinda 70° C’de pastdrize
edilerek sogutma tiinelinde hizla 30° C’ye sogutulmaktadir. Uriin etiketi iizerinde

bildirilen enerji ve besin 6geleri Cizelge 3.1.” de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kegiboynuzu 0zituniin enerji ve besin dgeleri.

Enerji Ve Besin Ogeleri (100 g icin )
Enerji (kj/kcal) 1423,2 / 340,5
Yag (g) 0
Doymus Yag (g) 0
Karbonhidrat (g) 82,4
Seker (g) 57,9
Lif 1,0
Protein (g) 2,1
Tuz (9) 0

3.1.2 D vitamini

Calismada, ThermoFisher marka %99 saflikta kristal yapida D vitamini kullanilmas,
300 g zeytinyag igerisinde 24000 IU D vitamini olacak sekilde ¢ozdiiriilmiistiir. Isik
almayan ortamda manyetik bir karistirict (Wisd, MSH-20A) yardimiyla zeytinyagi

ile karistirilmis, 151k almayacak sekilde siselenerek saklanmistir.

3.1.3 Tween 80

Calismada, sentetik emiilgator olarak Sigma marka Tween 80 kullanilmustir.
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3.1.4 Zeytinyad

Calismada, nanoemiilsiyonun yag fazinda piyasada ticari olarak satisa sunulan
Yudum marka s1izma zeytinyagi (Savola Gida Sanayi, Balikesir, 2023) kullanilmistir.

Uriin etiketi tizerinde bildirilen enerji ve besin dgeleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Zeytinyaginin enerji ve besin dgeleri.

Enerji Ve Besin Ogeleri (100 g icin )
Enerji (kj/kcal) 3367,0/819,0

Yag (g) 91,0

Doymus Yag (g) 15,0

Tekli Doymamis Yag (g) 67,0

Coklu Doymamis Yag (g) 9,0
Karbonhidrat (g) 0
Seker (g) 0
Protein (g) 0

3.1.5 Peynir alt1 suyu proteini

Calismada, dogal emiilgator olarak peynir alti suyundan ultra-filtrasyon teknigi ile
elde edilen Slava Siit markali Whey protein (Wpc-70) kullanilmustir. Uriiniin protein

icerigi % 70.05’tir. Firmadan temin edilen analiz sonuglar1 Cizelge 3.3°de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Whey proteinin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri.

Nem, % 4,77

pH (%10’luk soliisyon) 6,34
Protein, % 70,05

Yag, % 4,06

Asitlik (L.A.%) 0,15

Kiil (%) 6,21
Antibiyotik Negatif
Melamin Negatif
Kursun Negatif
Dioksinler Negatif
Dioksin Benzeri PCB’lerin Toplami Negatif
PCB Toplami Negatif
Aflatoxin My Negatif
Pestisitler Negatif
GDO Negatif

Mikroorganizmalar Analiz Sonucu

Maya ve Kuf <10

Koagulaz Pozitif Stafilokoklar <10
Salmonella spp. Negatif
Toplam Bakteri 18600

Enterebacteriaceae <10

3.2 YOontem
3.2.1 Deneysel tasarimlar ve istatiksel analizler

Bu calismada D vitamininin tasiyici yag olarak zeytin yag icerisinde, ke¢iboynuzu
Oziiti iceren su bazli bir icecege ultrasonik homojenizasyon yardimiyla
nanoemiilsiyon  olusturacak  sekilde eklenebilmesi amaclanmistir.  Icecek

formiilasyonunun ve nanoemiilsiyon elde edilme prosesinin gelistirilmesi icin
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emiilgatorler olan Tween 80 ve %70’lik peynir alti suyu proteinin derigimleri ve
ultrasonikasyon siiresi bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Bu degiskenlerin
parcacik boyutu ve zeta potansiyeline (bagimli degiskenler) olan etkilerini incelemek
icin yanit yiizey metodu tasarimlarindan Box Behnken kullanilmistir. Birden fazla
faktoriin degerlendirildigi bir ¢alismada klasik yontemlerde her bir degisken igin
digerlerinin sabit tutularak yapildig1 deney planlar1 hazirlanir. Bu yontemlerin temel
dezavantajlari, degiskenler arasindaki etkilesimlerin dikkate alinmamasi ve
faktorlerin yanit iizerindeki etkisinin tam olarak agiklanmamasidir. Ayrica bu
yontem, arastirmayi ylriitmek icin gereken deney sayisini artirmakta, bu da maliyet
ve zamanin artmasina neden olmaktadir. Bu noktada c¢ok degiskenli analiz
yontemlerinden (multivariate analiz) yanit ylizey yontemi daha az deney noktasiyla

ekonomik ¢oziimler sunmaktadir (Yolmeh vd., 2017).

Tween 80 ve peynir altt suyu proteini konsantrasyonlart (Wpc-70) %0-2 (w/v);
sonikasyon siiresi 120 ila 360 saniye arasinda olacak sekilde planlanmistir. Calisma,
merkez noktasinda yapilan analiz sayis1 5 olarak belirlenmis ve toplam 15 deneyden
olusan deneme plan1 ¢ikarilmistir. Cizelge 3.4.” de verilen deney tasarimindan elde
edilen sonuglar yanit yiizey yontemi igerisinde istatistiksel olarak herhangi bir model
ile uyum saglamadigi i¢in degerlendirilememistir. Bu veriler SPSS 26 paket
programinda multivariate analiz ile degerlendirilmis ve faktorlerin (Tween 80
konsantrasyonu, Wpc-70 konsantrasyonu ve sonikasyon suresi) etkileri Duncan

coklu karsilagtirma testi ile yapilmistir. Ayrica 6rnekler kendi i¢lerinde tartigilmistir.
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Cizelge 3.4. Birinci deney tasarimi.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
Deney No | Tween 80 | Whey Protein | Sonikasyon Sresi

(% viv) (% wiv) (s)
1 1 0 120
2 2 0 210
3 1 1 210
4 2 1 300
0 0 210
6 0 1 120
7 1 2 120
8 1 1 210
9 1 A 210
10 0 1 300
11 2 2 210
12 2 1 120
13 0 2 210
14 1 0 300
15 1 2 300

Ik deney plami sonrasi ozellikle zeta potansiyeli agisindan kararsiz sonuglarin
tyilestirilebilmesi i¢in emdiilsiyon hazirlama siirecinde degisiklikler yapilmus,
kullanilan sonikator sistemi degistirilmistir ve bir deneme deseni hazirlanmistir. Elde
edilen Yeni deney tasarimi sadece emiilgatorleri igerecek sekilde 2-faktorlt (Tween
80 ve Wpc-70) olarak 2-seviyeye sahip Merkezi Tiimlesik Deneme Deseni (Central
Composit Design) kullanilarak yapilmistir. Emiilgatorler Tween 80 ve Wpc-70
konsantrasyonlarinin seviyesi %1-2 (v/v) arasinda olacak sekilde planlanmistir.
Ikinci galismanin, merkez noktasinda yapilan analiz sayis1 5 olarak belirlenmis ve

toplam 14 deneyden olusan deneme plan1 ¢ikariimistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Ikinci deney tasarimu.

Faktor 1 Faktor 2
Deney No | Tween 80 | Whey Protein
(% viv) (% wiv)
1 2,2 1,5
2 2 2
3 1 2
4 15 1,5
15 1,5
6 0,79 1,5
7 1 1
8 1,5 0,79
9 1,5 1,5
10 1,5 5
11 15 1,5
12 1,5 2,2
13 2 1
14* 15 1,5

*Kontrol 6rnegi deney planina dahil degildir.

3.2.2 Emiilsiyon hazirlama

Sporcu i¢ecegi hazirlanmasinda, 06.12.2003 tarihli, 25308 sayilt Resmi Gazete’de
yaymmlanan Tiirk Gida Kodeksi Sporcu Gidalart Tebligi’'nde yer alan ‘Spor
igeceklerinin iriin 6zellikleri’ esas alinmistir (Anonim, 2003). Toplam hacmi 3 ml
olan sporcu igeceklerinin, karbonhidrat icerigi %8 olacak sekilde hesaplanarak
keciboynuzu o6ziitii kullanilmistir. FDA tarafindan bitki bazli iceceklerde tavsiye
edilen 84 1U/100g onerisi dikkate alinarak D vitamini diizeyi 80 IU/100g olacak
sekilde zeytinyagi ile karistirilarak, tiim orneklere %1 oraninda yag fazi eklenmistir;

kullanilan emiilgator konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5” de verilmistir.
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3.2.2.1 Birinci deneme

Toplam emiilsiyon miktar1 3 ml olacak sekilde hesaplamalar yapilmis ve kaba
emiilsiyon olusturmak icin, ke¢iboynuzu 6ziitii saf su ile 1 dakika boyunca manyetik
karigtirict (Wisd, MSH-20A) yardimi ile karnigtirilmistir, 121° C’de 15 dakika
sterilize edilmistir. Elde edilen sulu faza Tween 80 ve %70’lik peynir alt1 suyu

proteini eklenerek 1 dakika boyunca manyetik karistirici ile karigtirilmastir.

D vitamini, tastyici yag gorevi ile kullanilan zeytinyaginda 1sik almayacak kosullarda
coziindiiriilerek %1 oraninda su fazina eklenmis, 15 saniye boyunca vorteks ile

karistirilmistir. Bu asamalar sonucunda, kaba emiilsiyon elde edilmistir.

Aksaray Universitesi Merkez Laboratuvarlarinda bulunan HIELSCHER (ABD)
marka UP100H model ultrasonik homojenizator (100 watt, 30 kHz) kullanilarak %
100 amplitiid ve cycle 1 ayarinda yanit yiizey yonteminde belirlenen siirelerde
sonikasyon uygulanmistir. Asir1 1sinmay1 onlemek i¢in ornekler buz/su banyosunda
tutularak sonikasyon islemi tamamlanmistir. Ornekler bekletilmeden Hacettepe
Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK)’nde
‘Pargacik Boyutu ve Zeta Potansiyel Olgiim Laboratuvari (PZL) na gonderilerek tiim

analizlerin 48 saat igerisinde tamamlanmasi saglanmastir.
3.2.2.2 ikinci deneme

Bu denemede emiilgatorler, karisima alinmadan tam ¢dzlinme saglamalari i¢in 1/10
oraninda hazirlanarak su fazina eklenmistir. Wpc-70, 1/10 (w/v) oraninda steril saf su
ile manyetik karigtirict yardimiyla 50° C’de 2 saat karigtirilmig, 1 gece boyunca
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Kullanimdan once oda sicakligina
getirilmis ve 3 saat manyetik karistirici yardimi ile tekrar karistirilmistir. Tween 80,
1/10 (v/v) oraninda steril saf su ile manyetik karistirict yardimiyla 1 saat boyunca
karistirllmistir. Ornek hazirlama sirasinda kullanilacak ekipmanlar ve saf su, 121°
C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Keg¢iboynuzu 6ziitii sterilizasyon sonrasi su faza

eklenmistir.

Kaba emiilsiyon olusturmak i¢in, kegiboynuzu 6ziitii saf su ile 1 dakika boyunca
manyetik karistirict yardimi ile karistirilmistir. Elde edilen sulu faza Tween 80 ve %

70’lik whey proteinin 1/10 seyreltilmis ¢ozeltisi her deney noktasi i¢in hesaplanan
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oranlarda eklenerek 5 dakika boyunca manyetik karistirici ile karistirtlmigtir.

D vitamini, tastyict yag gorevi ile kullanilan zeytinyaginda ¢oziindiiriilerek %1
oraninda su fazina eklenmis 5 dakika boyunca vorteks ile karistirilmistir. Bu

asamalar sonucunda, kaba emiilsiyon elde edilmistir.

Kaba emiilsiyonlar Bandelin marka Sonopuls HD2200 model ultrasonik
homojenizator UW 2200 tip prob ile Cycle 5 %92 gili¢ ayarinda 10 dakika
sonikasyon iglemi uygulanmistir. %92 gii¢ ayari, genlik degerinin %92 de sabit olup
ses dalgasi darbe aralifinin degistigini ifade etmektedir. Cycle degeri ise titresimdeki
darbeyi ifade etmektedir. Kullanim kilavuzunda darbenin aktif oldugu zaman
araliklar1 Cizelge 3.6 ’da ki sekilde verilmistir (URL-2). Bu sonikator ve kullanilan
probe icin 6rnek miktar1 30 ml olarak hazirlanmis ve tim malzemelerin miktarlari
buna gore hesaplanmistir. Ultrasonikasyon sirasinda asir1 isinmayi Onlemek igin

ornekler buz/su banyosunda tutularak sonikasyon islemi tamamlanmaistir.

Cizelge 3.6. Darbeli Mod Zaman Araligi.

Darbeli Mod (Cycle) Degeri | Aktif Zaman Araligi (sn) | Pasif Zaman Araligi (sn)
1 0,1 0,9
2 0,2 0,8
3 0,3 0,7
4 0,4 0,6
5 0,5 0,5
6 0,6 0,4
7 0,7 0,3
8 0,8 0,2
9 0,9 0,1
- 1 0

Hazirlanan &rnekler bekletilmeden Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler
Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK)’'nde ‘Par¢acik Boyutu ve Zeta
Potansiyel Olgiim Laboratuvart (PZL)’na gonderilerek tiim analizlerin 48 saat

igerisinde tamamlanmasi saglanmustir.
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3.2.3 Zeta potansiyeli ({) ve parcacik boyutu analizi

Zeta potansiyeli ve pargacik boyut dl¢iimii HUNITEK tarafindan Malvern Zetasizer
Nano ZSP cihazi ile yapilmistir. Cihaz Dynamic Light Scattering 6l¢iim prensibi ile
0,3nm — 10 mikron araligindaki partikiil boyutlarint 6l¢ebilmektedir. Potansiyel
6l¢imi ise 3,8nm — 100 mikron boyut araliginda yapabilmektedir. Zeta potansiyeli
Olctimleri 6rneklerin koyu renkli olusu sebebiyle saf su ile 1/40 seyreltme yapilarak

gerceklestirilmistir (URL-3).

Zeta potansiyeli Ol¢limii i¢in, iki altin elektrot iceren hiicreye numune eklenir ve
elektrik alan uygulanmasi ile parcaciklar zit yiiklii elektrota dogru hareket ederler.
Hiicreden lazer 1s1n1 gegirilerek, hareket eden parcaciklardan sagilan 151k frekansi
kaymas1 oOlgiiliir. Frekans kaymasi parcaciklarin elektroforetik hareketliligi yani

dolayistyla zeta potansiyeli ile dogru orantilidir (Ates, 2018).

Parcacik boyutu analizinde, numuneye mavi ve kirmizi lazer 15181 gonderilmektedir.
Numuneden yansiyan ve kirilan lazer 15181 dedektorler yardimiyla incelenmektedir.
Sacilan 151k siddeti ve 1s1tk agist numunenin pargacik boyutunun tespitini
saglamaktadir. Parcacik boyutu diisen numuneden sagilan lazer 15181in agist
logaritmik olarak artarken; biiyiik parcaciklarin sagilma agilar diisiik, sagilan lazer
1s1igiin siddeti yiiksek, kiiciik parcaciklarda ise tam tersi durum séz konusudur

(URL-3).
3.2.4 Suda ¢6zunur kuru madde analizi

Suda ¢6ziiniir kuru madde o6rnegin el refraktometresi (Atago, Japonya) ile brix

degerlerinin okunmasiyla yapilmisir.
3.2.5 istatiksel analiz

Birinci deneme plan1 verileri SPSS 26 paket programinda multivariate analiz ile
degerlendirilmis, Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ile bagimsiz degiskenlerin
pargacik boyutu ve { degerine etkileri incelenmistir. Ikinci denemeden elde edilen
parcacik boyutu ve ( degerleri Design Expert 13 progrmimin deneme siiriimii
kullanilarak degerlendirilmis ve herbir yanit icin modeller elde edilmistir. Modellerin

uygunlugu ve bagimsiz degiskenler olan Tween 80 ve Wpc-70 konsantrasyonlarinin
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yanitlara etkisini tartismak icin varyans (ANOVA) analizleri yapilmis, tahmini
degerler ile gergek degerlerin karsilastirildig: grafikler ¢izilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismanin birinci deneme grubunda, yanit ylizey metodu tasarimlarindan Box
Behnken kullanilarak deney tasarimi gerceklestirilmistir. Emiilgator olarak Tween 80
ile peynir alt1 suyu konsantrasyonlart %0-2 (v/v) ve sonikasyon suresi 120 ila 360
saniye arasinda olacak sekilde gerceklestirilmistir. Ultrasonik homojenizator cihazi
orneklere belirlenen siirelerde sonikasyon islemi uygulanmistir. Elde edilen

orneklerde zeta potansiyel ve parcacik boyutu tespiti yapilmaistir.

Caligmanin ikinci deneme grubunda, yanit yiizey metodu tasarimlarindan Merkezi
Tiimlesik Deneme Deseni (Central Composit Design) kullanilarak deney tasarimi
gerceklestirilmistir. Emiilgatéor olarak Tween 80 ile peynir alti suyu
konsantrasyonlar1 bagimsiz degiskenler olarak secilmis ve sonikasyon siiresi 10
dakika sabit olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen Orneklerde zeta
potansiyel ve pargacik boyutu tespiti yapilmistir. Segilen 4 ve 14 numarali 6rneklerde
+4°C’de depolama yapilarak 7 ve 14. giinlerde de zeta potansiyeli ve pargacik boyutu
tespiti yapilmistir.

Sporcularin antrenman siiresi ve sonrasinda kaybettikleri sivi, karbonhidrat ve
elektrolitleri yerine koymak igin tiikettikleri izotonik sporcu i¢eceginin D vitamini ile
zenginlestirilmis ve dogal karbonhidrat kaynag: (keciboynuzu 6ziitii) iceren yeni bir
formiilasyonunun gelistirilmesi amaglanan bu c¢alismanin son Urininde 100 ml
sporcu igecegi; 80 IU vitamin D, 8 g karbonhidrat icermekte ve yaklasik 30 kcal

enerji vermektedir.
4.1 Parcacik Boyutu
4.1.1 Birinci Deneme

Parcgacik boyutu en kii¢iik 14 numarali deneyde 105,4 nm ve en biiyiik 12 numaral
deneyde 585,2 nm olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). En kiiciik parcacik boyutuna
ulagilan deney 14 incelendiginde sonikasyon siiresinin 300 s oldugu goriilmektedir.
Bundan yola ¢ikarak sonikasyon siiresi 300 s olan deneyler incelendiginde 105,4 nm,
156,7 nm, 288,7 nm ve 318,3 nm pargacik boyutuna ulasildig1 goriilmektedir. Deney
10; %0 Tween 80, %1 Wopc-70 icermekte ve 300 sn sonikasyona maruz
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birakilmasina ragmen elde edilen pargacik boyutu sonikasyon siiresi ayni olan
deneylerden daha yiiksektir. Damlacik boyutunun kiigiilmesinde en Onemli
etkenlerden biri yiizey aktif maddenin yetenek ve performansidir (Shavi vd., 2015).
Bu durumda Wpc’nin tek basina Tween 80 kadar etkili olmadig1 s6ylenebilir. Sari ve
arkadaslar1 (2015), Wpc-70’in bireysel kullaniminin parcacik boyutu kiigiiltme

acisindan olumlu sonug vermedigini bildirmistir.

Cizelge 4.1. Birinci deneme pargacik boyutlari.

" " Faktor 3
Deney Faktor 1 Faktor 2 . Sonikasyon Parcacik
NoO Tween 80 Whey Protein Siiresi Boyutu (nm)
(% wiw) (% wiw) (<)
1 1 0 120 324,4
2 2 0 210 2420
3 1 1 210 253,0
4 2 1 300 288,7
5 0 0 210 577,2
6 0 1 120 256,1
7 1 2 120 240,1
8 1 1 210 151,0
9 1 1 210 432,8
10 0 1 300 318,3
11 2 2 210 191,7
12 2 1 120 585,2
13 0 2 210 327,5
14 1 0 300 105,4
15 1 2 300 156,7

Deney no 12 ve 5 incelendiginde sirasiyla 585,2 ve 577,2 nm pargacik boyutuyla en
yiiksek parcacik boyutlart olusmustur. 5 numarali deneyde higbir emiilgator
kullanilmamis ornekler oldugu goriilmektedir. Sonikasyon stiresi ise 210 s’dir. 12
numarali deney ise emiilgator olarak %2 Tween 80 ve %1 Wpc igeren ve 120 s
boyunca sonikasyon uygulanan 6rnek oldugu goriilmektedir. Yine benzer emiilgator
kullanimiyla deney no 4’te 300 s sonikasyon uygulanmis ve 288,7 nm pargacik
boyutu elde edilmistir. Bu da gostermektedir ki sonikasyon siiresinin 120 s’den 300
s’ye ¢ikmasi parcacik boyutunun yarisina diismesini saglamistir. Tween 80 in tek
basma kullanildig1 6rnekler incelenirse (Deney no 1, 2 ve 14) Tween 80’in
derisiminden bagimsiz olarak sonikasyon siiresi arttikga pargacik boyutunun
kiigiildiigii goriilmektedir. Benzer bulgular Kosar (2022) tarafindan da bildirilmistir.

Parcacik boyutunun 200 nm altina indirilebilmesi i¢in Tween 80 oranindan bagimsiz
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olarak sonikasyon siiresinin 300 s’yi gecmesi gerektigi Onerilmigtir. WpcC’'nin tek
basina emiilgator olarak kullanildig1 orneklerde (Deney no 6, 10 ve 13) artan
sonikasyon siiresiyle parcacik boyutunun kiigiildiigii gozlemi yapilamamistir. Esit
Wopc ig¢eren 6 ve 10 numarali deneylerde sonikasyon stiresinin 120’den 300°e ¢ikmasi
parcacik boyutunun 256,1’den 318,3 nm’ye artmasina neden olmustur. Li ve
arkadaglar1 (2014) bu durumun damlacik yiizeylerinin protein molekiilleri tarafindan
doyurulmasi ile agiklamaktadir ve pargacik boyutuna etkisi olumlu yonde ilerlemese
de nanoemiilsiyon stabilitesini arttirdigini ortaya koymaktadir. Tween 80 gibi diisiik
molekiil agirlikli emiilgatorler, Wpc-70 gibi yiliksek molekiil agirlikli emiilgatorlere
gore ylizey ve araylizey gerilimini, pargacik boyutunu daha fazla azaltmaktadir.
Proteinler, diisiik molekiil agirlikli emiilgatorlere gore daha az yiizey aktif olmasina
ragmen, kovalent olmayan molekiiller arasi etkilesimler ve kovalent disiilfit ¢apraz
baglanma yoluyla yag damlaciklar1 etrafinda film gibi siirekli bir viskoelastik
membran olusturabilirken, diisik molekiil agirhikli emiilgatorler ise bu tiir
viskoelastik filmler olusturamamaktadir. Yani Wpc-70 gibi yiiksek molekiil agirlikli
emiilgatorler daha stabil emiilsiyonlar elde edilmesini saglamaktadirlar (Sari vd.,

2015).

Jafari vd. (2006), D-limonen nanoemiilsiyonu ¢alismasinda, Wpc ve modifiye nigasta
kullanilarak sonikasyon ve mikroakiskanlagtirma yontemi ile nanoemiilsiyon elde
edilmistir. Genel olarak emiilsiyonlarin boyutunun, sonikasyon siiresinin veya
mikroakigskanlastirma basincinin ve siiresinin artmasiyla azaldigr gorilmiistiir.
Ultrasonikasyon, daha ylksek miktarda d-limonen iceren Wpc’nin nano
emiilsiyonlarin1  liretmek ic¢in mikroakiskanlastirmadan daha verimli oldugu

bildirilmistir.

Wpc-70’in bireysel olarak kullanildigi deneyler incelendiginde (Deney 6,10,13),
Sahin (2021)’inde bildirmis oldugu iizere %1 Wpc-70 konsantrasyonunda en diisiik
par¢acitk boyutunu vermis ancak doyum noktasina ulasan emiilsiyon Wpc-70

konsantrasyonu artigina karsilik parc¢acik boyutunda azalma goriilmemistir.

Birinci deneme i¢in; parcacik boyutu ve zeta potansiyeline Tween 80, Wpc ve
sonikasyon siiresinin etkisini aciklayabilmek i¢in yanit yiizey yontemi ile elde edilen
veriler degerlendirilmis ancak anlamli bir model bulunamamuistir. Tween 80, Wpc ve

sonikasyon siiresinin tek baglarina ve birlikte pargacik boyutuna etkileri Wpc*t haric
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onemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.2). Yapilan Duncan ¢oklu karsilastirma testi
ile Tween 80 derisimlerinin (%0, %1, %?2) tamami farkli bulunmus, en disiik
parcacik boyutu ortalamasi %1 Tween 80 igeren Ornekler i¢in bulunmustur, 237,614
nm. Wpc igin %0 ve %1 derigimler birlikte gruplanirken %2 Wpc iceren érneklerin
ortalamast 228,992 nm ile en diisiik olmustur. Sonikasyon siiresine bakildiginda ise
300 s en diisiik parcacik boyutunu saglayarak diger 120 ve 210 s lik islemlerden
ayrilmustir. (248,482 nm, Cizelge 4.3)

Cizelge 4.2. Birinci deneme degiskenlerin parg¢acik boyutuna etkisi igin MANOVA

cizelgesi.
F p

Tween 80 7,889 0,009
Wpc 9,514 0,004
t 12,853 0,001
Twen80*Wpc 6,818 0,014
Tween80*t 38,065 <0,001
Wpc*t 3,158 0,085

Cizelge 4.3. Pargacik boyutu ig¢in Duncan karsilagtirma testi sonuglari.

Parcacik Pargacik , Pargacik
Twe;n 80, boyutu, Wpoc 70, boyutu, Sre, boyutu,
0 ) S
nm nm nm
0 404,625° 0 312,242° 120 351,442°
1 237,4142 1 349,065° 210 310,738°
2 330,064° 2 228,9922 300 248,4822

a, b, ¢ harfleri ayni siitiin icerisinde farkli gruplari belirtmektedir. Sirastyla en diisiik pargacik boyutu
ortalamasindan en yiiksege dogru verilmistir.

4.1.2 ikinci deneme

Ikinci deneme &rneklerinin parcacik boyutu sonuglari (Cizelge 4.4) incelendiginde
71,980 nm ile 14 numarali 6rnegin en kii¢iik pargacik boyutuna sahip oldugu;
266,233 nm ile 1 numarali 6rnegin en biiylik parcacik boyutuna sahip oldugu
gorulmektedir. 14 numarali numune kontrol olarak hazirlanmis olan %1,5 oraninda
Tween 80 ve Wpc-70 igerigine sahip, karbonhidrat kaynagi olan kec¢iboynuzu
0zatind icermemektedir. Gortilmektedir ki karigimin sadelesmesi ultrasonikasyon

isleminin etkinligini arttirmakta, yag, su ve yiizey aktif maddeler disinda kalan
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safsizliklar par¢actk boyutunun kictlmesine engel olacak bir etkiye sahip
olabilmektedir. Keciboynuzu oziitii yiksek seker igerigi ile dagitici su fazinin
viskozitenin artmasina neden olabilir ve vizkozite artis1 daha az kesme kuvveti ile

sonuglanacagi i¢in pargacik boyutunu arttirtr (Mehmood vd., 2017).

Cizelge 4.4. Ikinci deneme parcacik boyutlari.

Faktor 1 Faktor 2
. Parcacik Boyutu
Deney No | Tween 80 | Whey Protein (nm)
(% wiw) (% wiw)
1 2,2 15 266,233
2 2,0 2,0 137,533
3 1,0 2,0 213,233
4 15 15 108,667
5 15 15 109,767
6 0,8 15 132,533
7 1,0 1,0 164,100
8 15 0,8 116,067
9 15 15 120,300
10 15 15 113,867
11 15 15 118,200
12 15 2,2 85,810
13 2,0 1,0 213,933
14* 15 15 71,980

*Kontrol 6rnegi deney planina dahil degildir.

Deneysel veriler; Design Expert 13 paket programinda degerlendirilmistir. Merkezi
tiimlesik deneme deseninin analizi sonucu pargacik boyutu p<0,01 giiven araliginda
azaltilmis kiibik model ile uyum saglamistir. Modele ait denklem Denklem 4.1°de
gosterildigi gibidir.

boyut = 1635,24689 — 1291,87891 x 4 — 1780,52469 X B +
1164,14879 x A X B + 202,48583 x A% + 650,43689 x B2 — (4.1)
429 89404 X A X
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Modelin F degeri 14,49 ile modelin anlamli oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.5).
Cizelgeda goriildiigii gibi modelin uyum eksikligi, 6nemli olarak gdzlenmistir
(p>0,05). Uyum eksikligi, model dogrulama istatistigidir ve model uyumlu olsun
istenildigi i¢in 6nemli ¢ikmasi arzu edilmez. Gergek Ol¢timler ile model tarafindan
tahmin edilen degerler arasindaki varyasyon olan uyum eksikligine ait F degerinin

hesaplanigi Denklem 4.2’de gosterilmektedir.

Uyum eksikligi kareler ortalamast

Uyum eksikligi F degeri = (4.2)

Saf hata kareler ortalamast

Cizelge 4.5. Pargacik boyutu igin azaltilmig kiibik model varyans ¢izelgesi

(ANOVA).
Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F- p-Degeri
Kaynagi Toplam1 Derecesi Ortalamasi Degeri
Model 31676,20 6 5279,37 14,49 0,0024*
A-tw80 8937,84 1 8937,84 24,52 0,0026*
B-Wpc 613,48 1 613,48 1,68 | 0,2421***
AB 3939,65 1 3939,65 10,81 | 0,0167**
A2 17826,31 1 17826,31 48,91 0,0004*
B2 13,61 1 13,61 0,0374 | 0,8531***
AB? 5775,28 1 5775,28 15,85 0,0073*
Uyum 2083,14 2 1041,57 40,22 0,0022*
eksikligi

*Bnemli (p<0,01), **6nemli(p<0,05), ***6nemsiz (p>0,05)

Merkez noktalar1 igeren analiz sonuglar1 birbirine ¢ok yakin olup OoOrtiistiikleri
durumlarda; tahmin edilen degerler ger¢ek degerlerden Onemli 6lglide daha biyuk
olabilmektedir. Calismada, merkez nokta i¢in ayn1 numuneden tekrarlanan 5 analiz
tercih edilmistir ve 4, 5, 9, 10, 11 numarali bu deneylerin sonuglar1 birbirine ¢ok
yakin degerler olmustur (Cizelge 4.4). Bu da saf hatay1 ihmal edilebilir diizeye getirir
ve Denklem 4.1 de payday1 gorece olarak ¢ok kiigiik yaparak F degerinin biiylik
¢ikmasina ve uyum eksikliginin dnemli gériinmesine neden olur. Bu durumda uyum
eksikligini modeli degerlendirmede kullanmak yerine diger istatistiksel kriterlere

bagvurmak daha dogru olacaktir (URL-4).

Modelin, R? degeri 0,9354; ayarlanmis R? degeri ise 0,8708’dir. Ayarlanmis R?
degerinin 0,8’den biiylik olmasi modelin uyumunun yeterli oldugunu belirtirken
(Rheem, 2023), bu iki deger arasindaki farkin 0,2’den kii¢iik olmas1 istenmekte ve

model bunu karsilamaktadir (URL-5). Yine tahmini ve gercek degerlerin
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karsilagtirildigi grafikten (Sekil 4.1) verilerin 45 derecelik egilim ¢izgisi etrafinda
esit sekilde dagildigr gozlenmektedir. Sekil 4.2°de verilen kalintrya karsi tahmini
degerler grafigi incelendiginde noktalarin herhangi bir diizgiin trend izlemeden 0
etrafinda gelisiglizel dagildig1 goriilmektedir. Bu da bir modelin deneysel verilerle
uygunlugunu tartisirken olmasi istenen modeli destekleyici bir veridir. Bu

degerlendirmeler neticesinde modelin deneysel verilere uygun oldugu goriilmektedir.

300

250

N
o
o

150

Tahmini degerler, nm

[y
o
o

50

0 50 100 150 200 250 300
Gercek degerler, nm

Sekil 4.1. Parcactk boyutu i¢in gercek degerler ve tahmini degerlerin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.2. Pargacik boyutu i¢in tahmini degerlere kars1 kalint1 grafigi.

Varyans cizelgesinde gozlendigi gibi (Cizelge 4.5) model terimlerinden Tween 80
(A)’in tek basina etkisi (p<0,01), Wpc-70 (B) ile beraber etkisi (AB) (p>0,05), yine
kendisinin kuadratik etkisi (A% (p<0,001) ve Wpc-70’in kuadratik haliyle
interaksiyonel etkisi (AB?) (p<0,01) anlamli, Wpc-70’in tek basmna ve kuadratik

etkisi ise 6nemsiz bulunmustur.

Tween 80 ve Wpc-70 konsantrasyonlarinin etkisini gosteren iki boyutlu kontur
grafigi Sekil 4.3’te verilmistir. Renk skalasinda maviden kirmiziya dogru parcacik
boyutu artmaktadir. Grafik incelendiginde hem Tween 80, hem Wpc-70 in parcacik
boyutuna etkileri %1,6 seviyelerinden sonra farkedilir sekilde olmakta ve parcacik
boyutu bu noktalardan sonra artmaya baslamaktadir. Ilging bir sekilde Tween
80 %]1,6 seviyesini astiktan sonra Wpc-70’in %1,5 degerini geg¢mesi ile pargacik

boyutu artis1 azalmaktadir.
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Sekil 4.3. Wpc-70 ve Tween 80 derisiminin parcacik boyutuna birlikte etkileri.

[statistiksel olarak Tween 80 oraninin parcacik boyutuna etkisinin énemli ¢iktigim
hatirlatarak tek faktor grafiklerini inceledigimizde (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6),
Wpc-70 konsantrasyonunun %1 de sabit tutuldugu durumda yaklasik olarak %]1,5
Tween 80 konsantrasyonuna kadar parcacik boyutunun kiigiildiigli, bu noktadan
sonra konsantrasyonu arttikga parcactk boyutunun da artmaya basladigi
gorulmektedir. Wpc-70 konsantrasyonu %]1,5” te sabit kalir iken Tween 80 oraninin
degisimi incelendiginde; a grafigine gore yani Wpc-70 diizeyinin %1 oldugu
durumdan daha diisiik bir parcacik boyutundan baslayip yaklasik olarak %1,5 Tween
80 konsantrasyonuna kadar parcacik boyutunun kii¢iildiigli ve bu noktadan sonra
yine a grafiginde oldugu gibi konsantrasyon arttik¢a par¢acik boyutunun da artmaya
basgladig1 goriilmektedir. Wpc-70 konsantrasyonu en yiksek seviyesi olan %2 de
sabit tutuldugu durumda Tween 80 oraninin degisimi incelendiginde pargacik
boyutunun kiigiildiigii goriilmekte, Tween 80’in %1,5 seviyelerinden sonra

gergeklesen artis egiliminde diisiis oldugu farkedilmektedir.
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Sekil 4.4. %1 Wpc-70, Tween 80 degisiminin parcacik boyutuna etkisi.
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Sekil 4.5. %1,5 Wpc-70, Tween 80 degisiminin parcacik boyutuna etkisi.
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Sekil 4.6. %2 Wpc-70, Tween 80 degisiminin parcacik boyutuna etkisi.

Istatistiksel olarak pargacik boyutu iizerine etkisi énemsiz bulunan Wpc-70 tek
basina faktor olarak incelenecek olursa, Tween 80 konsantrasyonu %1 de sabit iken
Wpc-70 ile yaklasik olarak %1,5 konsantrasyonuna kadar parcacik boyutunun
kiiciildiigii, sonrasinda konsantrasyonu arttikca pargacik boyutunun da artmaya
basladig1 goriilmektedir (Sekil 4.7). Tween 80 konsantrasyonu %1,5’ te sabit kalir
iken Wpc-70 oranmin degisimi incelendiginde; 100-150 nm arasinda egimi
neredeyse 0 olan bir grafik goriilmektedir (Sekil 4.8). Bu durumda yani Tween
80 %1,5 seviyesinde ikenWpc-70 konsantrasyonu arttik¢a boyutta azalma oraninin
¢ok az oldugu ¢ikarimi yapilabilir (Sekil 4.9). Tween 80 konsantrasyonu %2 de sabit
tutulursa Wpc-70 oraninin degisimi incelendiginde, pargacik boyutunun 150-250 nm
arasinda degistigi Wpc-70 konsantrasyonu 1,4’e kadar yavas bir artis oldugu,

sonrasinda artan konsantrasyon ile parcacik boyutunun kiiciildiigi goriilmektedir

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.7. %1 Tween 80, Wpc-70 degisiminin pargacik boyutuna etkisi.
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Sekil 4.8. %1,5 Tween 80, Wpc-70 degisiminin parcacik boyutuna etkisi.
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Sekil 4.9. %2 Tween 80, Wpc-70 degisiminin pargacik boyutuna etkisi.

Tek faktor grafiklerinde de acikca goriildiigi gibi emdlgatoriin  belirli  bir
konsantrasyonundan sonra pargacik boyutunda bir biylme meydana gelmektedir.
Emilsiyonlarda ¢ozeltinin doygunluga ulagmasi ile ara yiiz geriliminin dismesi
sonucu emiilgator konsantrasyonu artmaya devam ettiginde sistem geri donerek
pargacik boyutu biiyiimektedir (McClements ve Jafari, 2018). Burda Tween 80 ve
peynir altt suyu proteininin emiilgator olarak kullanimmin optimize etmenin
gerekliligi gorilmektedir. Tian vd. (2016), Tween 80 ve Span 80 emulgatorlerinin
shea yagi ile hazirlayacaklart nanoemiilsiyon tizerindeki etkileri gézlemlemek igin
yaptiklar1 ¢alisma da emiilgatér konsantrasyonu arttikga damlacik boyutunda artig
sonucu almiglardir ve bu calisma ile Ortiismektedir. Sahin (2021)’in Tween 80 ve
Whpc’nin farkli konsantrasyonlarini kullanarak yaptigi findik yagir nanoemiilsiyonu
calismasinda; Wpc %1, Tween 80 %2 konsantrasyona kadar parcacik boyutunda
hizla kiiclilme elde etmis ancak bu konsantrasyonlarin {izerine ¢ikildiginda ¢oézeltinin
doyuma ulasmasindan dolay1 ¢cok yavas kiiciilme sonrasinda ise hi¢ boyut kiictilmesi
elde edememistir. Tween 80 yardimiyla ultrasonikasyon ile (20kHz, 40 dakika)
hazirlanan tar¢in yagi bazli nanoemiilsiyonlarin partikiil boyutunda ylizey aktif

madde konsantrasyonu arttikca istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p<0.05)
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gozlendigi ve en yuksek Tween 80 konsantrasyonu (yiizey aktif madde/yag orani
4:1) ile hazirlanan nanoemiilsiyonun en kuguk partikil boyutunu (22.68 nm)
sergiledigi bildirilmistir. Buna sebebin ylksek yizey aktif madde konsantrasyonunun
yag faz1 ile sulu faz arasindaki arayiizey gerilimini azaltmaya yardimci olmasi
oldugu tartisilmistir (Kaur vd., 2021). Ayni yiizey aktif madde yag orani (4:1) bizim
ikinci deney planinda 2 numarali deneyde gozlenmektedir (burada kullandigimiz iki
farkli emiilgatoriin toplami 4 olmaktadir) ve bu deney i¢in 20 kHz de 10 dakika
sonucunda ulasilan parg¢acik boyutu 137,533 nm olmustur. Kaur vd. (2021), yaptigi
calismayla karsilastirildiginda kisa sonikasyon siiresinin pargacik boyutunun daha
biiylik olmasina neden oldugunu soyleyebiliriz ancak ne Tween 80 ve Wpc-70’in tek
baslarina ne de kombinasyonlar1 halinde kullaniminda dogrusal bir sekilde artan
emiilgator/yag oraniyla pargacik boyutunda azalma gézlenmemistir. Kaur vd. (2021),
ayni c¢aligmada ikinci bir emiilgator olarak soya lesitinini de denemisler ve bizim
Tween 80 i¢in buldugumuz sonug gibi yiizey aktif madde yag oran1 1,5:1 olana kadar
pargacik boyutunda azalma sonra 2:1 oranina kadar artis gézlemlemislerdir. Pargcacik
boyutundaki bu beklenmedik artis1 nano parcaciklari bir araya toplama egiliminde
olan adsorbe edilmis yiizey aktif maddelerin tilkenme kuvveti mekanizmasina
baglamiglardir. Yiizey aktif madde konsantrasyonunun artmasiyla, yilizey aktif
maddenin daha fazla molekill, partikil yizeyine yonelmek yerine, sirekli fazda
miseller olusturur ve lokal olarak osmotik basincin artmasina ve damlaciklar
arasindaki stirekli fazin damlalar arasina dogru hareket etmesine neden olur. Sonug

olarak toplanma gergeklesir ve pargaciklarin boyutu artar (Hasani vd., 2002).

Vitamin nanoemdiilsiyonlari, 6zellikle de Tween 80 ile stabilize edilenler, gida, ilag
ve kisisel bakim {iriinlerinde vitaminlerin dagitimin1 ve stabilitesini artirma
potansiyelleri nedeniyle giderek daha fazla arastirllmaktadir. Ultrasonik
homojenizasyon yontemi ile D vitamininin Soya lesitini ve Tween 80’ in 2/3
oraninda karisiminin emiilgatdr olarak kullanildigi durumda nanoemiilsiyon
hazirlanma kosullarin1 optimize etmek i¢in yanit ylizey metodolojisinin kullanildig:
bir c¢alismada, homojenizasyon suresinin (3,5-6,5 dk), ylizey aktif madde/yag
oraninin (0,43-0,78) ve dispers faz hacminin (%7-9) yanit degiskenleri {izerindeki
etkileri incelenmistir (Mehmood vd., 2020). Bu c¢alisma sonucunda pargacik
boyutunu etkileyen baslica etkenin sonikasyon siiresi oldugu sonucuna varilmistir ki

bu bizim ilk grup deneylerle buldugumuz sonuglar1 desteklemektedir. Yine artan
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ylizey aktif madde/yag oraninin pargacik boyutunda azalmaya sebep oldugu ve
bunun arayiizey geriliminin azalmasi ve yeni olusan damlaciklari tutmak i¢in yeterli
emiilgatoriin varligindan kaynaklandigi belirtilmistir. Bu g¢alismada emiilgatorler
disinda iki faktoriin daha bulunmasi ve bunlarinda parcacik boyutuna etkilerinin ¢ok
biiyilk olmasi nedeniyle ve yiizey aktif madde/yag oranlarmin (0,43-0,78) bizim
calismamizla kiyaslandiginda (bu ¢alismada emiilgator/yag orani 2 ile 4 arasindadir)
oldukca kii¢iik kalmasi nedeniyle sundugumuz sonuglarla karsilastirma yapilmasi

miimkiin degildir.

Guttoff vd. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada, D vitamini spontan emilsifikasyon
yontemiyle iyonik olmayan yuzey aktif maddelerden Tween 20, 40, 60, 80 ve 85 gibi
emiilgatorler yardimiyla enkapsiile edilmis ve en kiiciik parcacik boyutunu Tween 80
ile yakaladiklarin1 kesfettikten sonra Tween 80 ile yaptiklari ¢alismalar neticesinde
damlacik boyutlarinin <200 nm olmasi i¢in yiizey aktif madde-yag oranin >1/1
olmasi gerektigini belirtmiglerdir. Yine ayni emiilsifikasyon yonteminin kullanildigi
bir ¢alismada E vitaminin Tween 80 yardimiyla nanoemdiilsiyon boyutunda enkapsiile
edilip en kiigiik damlaciklarin yine yizey aktif madde-yag oranin 1/1” de olustugunu
gozlemislerdir. Yiizey aktif madde konsantrasyonu daha da artirildiginda (ylzey
aktif madde-yag oranin 1/1°den 1,75/1°¢ ¢iktiginda) ortalama partikiil ¢apinda bir
artig gézlemlenmistir. Yag-su ara yiizeyinin kendiliginden par¢alanmasini zorlastiran
yiiksek viskoziteli sivi kristal faz olusumu nedeniyle damlacik boyutu belirli bir
yuzey aktif madde seviyesinin (zerinde artar diye bu durumu yorumlamislardir
(Saberi vd., 2013). Buna benzer sekilde mevcut ¢alismada da Sekil 4.3., 4.4., 4.5. ve
Sekil 4.6., 4.7., 4.8. tartisthrken dikkat ¢ekildigi tizere belirli bir emilgator
seviyesine kadar Tween 80’in artisiyla beraber parcacik boyutu kii¢iilmiis ancak bir

noktadan sonra pargacik boyutu artmaya baglamistir.

4.2 Zeta Potansiyeli

4.2.1 Birinci deneme

Zeta potansiyeli, en genel tanimiyla emiilsiyon parcaciklarinin yiizey yiikiini
karakterize etmektedir. Yiksek mutlak degerler, pargaciklar arasindaki itici
kuvvetleri ifade etmektedir ve bu durumlarda cok fazli sistemlerin fiziksel

stabilitesinin yiliksek oldugu sdylenebilmektedir (Sari vd., 2015). Zeta potansiyeli
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genellikle parcaciklarin kararliligiyla ilgili bilgi verir. Parcaciklar, 0-5 mV araliginda
kiimelesme veya bir araya gelme egilimi sergilerler, 5-20 mV araliginda minimal
diizeyde kararlidirlar, 20-40 mV araliginda orta diizeyde kararhidirlar, 40 mV ve Ustl
degerlerde son derece kararhidirlar (Ates, 2018).

Bu calismada, zeta potansiyeli tiim 6rnekler i¢in negatif yiik ifade etmis ve en Kigik
-7,280 mV ve en buyuk -22,900 mV olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Sari ve
arkadaglarinin (2015), Tween 80 ve Wpc-70 kullanarak elde ettikleri nanoemiilsiyon
calismasinda zeta potansiyeli -6.9 £+ 0.2 olarak bildirilmistir ve bu ¢alismada elde

edilen sonuclara yakindir.

Wpc, ince ara yiizey tabakasi olugturmakta ve elektrostatik itme giicli yan1 sira Van
der Waals kuvvetleri de etkili olmaktadir. Tween 80 ise, damlacik etrafinda kalin
hidrofilik tabaka olusturabilmekte ve sterik itme giicii etkili olmaktadir (Oztiirk vd.,
2015).

Artan sonikasyon siiresinin Zeta potansiyelini arttirma yoniinde bir etkisi tespit
edilmemistir; Kosar (2022)’da bu durumu bildirmistir. Tween 80’in tek basina
kullanildig1 deneylerde (deney no 1, 2 ve 14) elde edilen zeta potansiyel degerleri
sirastyla -8,305, -7,280 ve -10,560’dir ve Kosar (2022)’1n ¢alismasinda elde ettigi

sonuglara yakin oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Birinci deneme zeta potansiyelleri.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Pargacik Boyutu
Deney No Tween 80 Whey Protein | Sonikasyon Sdresi (nm)

(% wiw) (% wiw) (s)
1 1 0 120 -8,305
2 2 0 210 -7,28
3 1 1 210 -10,83
4 2 1 300 -8,58
5 0 0 210 -22,9
6 0 1 120 -15,77
7 1 2 120 -12,33
8 1 1 210 -12,37
9 1 1 210 -10,97
10 0 1 300 -17,5
11 2 2 210 -8,23
12 2 1 120 -8,43
13 0 2 210 -8,98
14 1 0 300 -10,56
15 1 2 300 -10,5
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Sonikasyon siiresinin zeta potansiyeline etkisi istatistiksel olarak dnemsiz bulunmus
(p>0,05), Tween 80 ve Wpc’nin tek baslarina, birlikte ve zamanla birlikte etkileriyse
onemli bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.7). Zeta potansiyeline Tween 80 tek basina
en etkili olan faktor olmustur (p<0,001). Derisimi arttikga zeta potansiyeli azalmistir.
Wpc i¢in %0 ve %! derisimlerin etkisi benzerken %2 derisim zeta potansiyelinin
azalmasima neden olmustur. a, b, ¢ harfleri ayni siitiin icerisinde farkli gruplari
belirtmektedir.

Swrasiyla en diisik mutlak deger olarak zeta potansiyeli

ortalamasindan en yliksege dogru verilmistir.

Cizelge 4.7. Birinci deneme degiskenlerin zeta potansiyeline etkisi icin MANOVA.

F p
Tween 80 351,305 <0,001
Wpc 22,204 <0,001
t 0,082 0,777
Twen80*Wpc 215,536 <0,001
Tween80*t 9,878 0,004
Wpc*t 39,175 <0,001

Cizelge 4.8. Zeta potansiyeli i¢cin Duncan karsilastirma testi sonuglari.

Tween 80, Zeta Wpc-70, Zeta Siire, Zeta
% potansiyeli, % potansiyeli, S potansiyeli,
mV mV mV
0 -15,0° 0 -11,7° 120 -10,6°
1 -10,52 1 -11,5° 210 -11,7°
2 -8,1° 2 -10,0? 300 -10,78

4.2.2 ikinci deneme

Zeta potansiyeli, partikiil dispersiyonlarindaki elektrostatik etkilesimleri kontrol eden
onemli bir parametredir ve bu nedenle kolloidal dispersiyonlarin stabilitesinin
anlagilmasinda Onemlidir. Siispansiyon ve emiilsiyon formiilasyonlarin1 optimize
etmek ve wuzun vadeli stabiliteyr tahmin etmeye yardimci olmak icin
kullanilabilmektedir. Bu calismada her iki denemede de orneklerin opak ve koyu
renkli oluslar1 nedeniyle 6l¢iimler 1/40 (v/v) oraninda seyreltilen 6rnekler tizerinden
yapilmistir. Kaszuba vd. (2010) yiiksek konsantrasyonlarda elde edilen zeta
potansiyeli degerlerinin mutlak degil goreceli olarak kullanilmas1 gerektigi sonucuna
varmiglar ve bir numunenin gergek zeta potansiyel degeri isteniyorsa, elde edilen

zeta potansiyel sonuglarinin konsantrasyondan bagimsiz oldugu bir bdlgeyi
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belirlemek i¢in bir dizi konsantrasyonda Ol¢timler yapilmasini salik vermiglerdir.
Ekonomik ve fiziki kosullar konusunda yasanan zorluk nedeniyle bu belirleme i¢in
yeterli ¢alisma yapilamamis ancak 6l¢liim yapan laboratuvarin tavsiyesi ile seyreltme

orani belirlenmistir.

Bu calismada zeta potansiyeli en yiiksek -13,567 mV ile 14 numarali deneyde elde
edilmistir. Bu deney kontrol olarak hazirlanmis olan % 1,5 oranli Tween 80 ve Wpc-
70 igerigine sahip, karbonhidrat kaynagi olan keciboynuzu 06zii igermeyen
numunedir. En digiik zeta potansiyeli -8,423 mV ile 1 numarali deneyde elde
edilmistir. Numunenin emiilgator oranlari incelendiginde % 2,2 Tween 80, % 1,5

Wpc-70 igerdigi goriilmektedir (Cizelge 4.9).

Keciboynuzu 6ziiti zamk ihtiva edebilme potansiyeline sahiptir. Zamklar gesitlerine
gbre emiilsiyonlarda ¢ok farkli gorevler iistlenebilmektedir. 14 numarali 6rnegin
pargacik boyutunun en diisiik, Zeta potansiyelinin en yliksek elde edilirken diger
keciboynuzu 06zii igceren numunelerde Zeta potansiyelindeki diisiis zamkin duvar
malzemesi gibi gorev alarak emiilgatorlerin etkinligini azaltmasi ile agiklanabilir
(Sarmandio vd., 2018). Ayrica keg¢iboynuzu Oziiti seker ve ©onemli miktarda
elektrolitler icermektedir. Bu iceriklerde zeta potansiyel Ol¢limiinii degistirebilir
(Sarmandio vd., 2018).

Cizelge 4.9. Ikinci deneme Zeta potansiyelleri.

Faktor 1 Faktor 2 N
Deney No Tween 80 Whey Protein Zeta Potfl/nswell
(% wiw) (% wiw) (mv)
: 2,2 15 8,423
2 2,0 2,0 20,660
S 1,0 2,0 210,967
: 1,5 15 -0.163
> 1,5 1,5 29,703
6 08 15 110,833
! 1,0 1,0 111,733
8 1,5 0.8 28,640
J 1,5 15 29,050
10 1,5 1,5 29,070
1 1,5 1,5 28,833
12 1,5 2,2 20,883
13 2,0 1,0 8,877
14 1,5 15 13,567

*Kontrol drnegi deney planina dahil degildir.
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Zeta potansiyeline ait deneysel veriler; Design Expert paket programinda
degerlendirilmistir. Merkezi tliimlesik deneme deseninin analizi sonucu zeta
potansiyeli p<0,05 giiven araliginda Azaltilmis ikinci Dereceden Model ile uyum
saglamistir. 6,57 F degeri de modelin anlamli oldugunu yani zeta potansiyelinde
modeldeki

aciklanabilecegini ifade etmektedir. Modele ait denklem Denklem 4.3 de gosterildigi

gbzlemlenen varyasyonun biylik kismi degiskenler tarafindan

gibidir.

{=-—

18,73241 +9,18181 x A + 1,88125 X
B —1,55000 X A X B — 1,65464 x A*

(4.3)

Cizelge 4.10. { i¢in azaltilmis ikinci dereceden model varyans Cizelgesi (ANOVA).

Varyasyon Kareler | Serbestlik Kareler E-Dederi Dederi
Kaynag Toplanm | Derecesi | Ortalamasi egerl | p-Degerl
Model 9,37 4 2,34 6,57 0,0121**
A-tw80 7,17 1 7,17 20,09 0,0021*
B-Wpc 0,3938 1 0,3938 1,10 0,3241***
AB 0,6006 1 0,6006 1,68 0,2306***

A? 1,21 1 1,21 3,39 0,1027***
Uyum eksikligi 2,43 4 0,6080 5,76 0,0591***

*Bnemli (p<0,01), **6nemli(p<0,05), ***6nemsiz (p>0,05)

Yine modelin, R? degeri 0,7665; ayarlanmis R? degeri ise 0,6498°dir. Bu iki deger
arasindaki farkin 0,2’den kii¢iik olmasi istenirken model bunu karsilamaktadir. Yine
tahmini ve gergek degerlerin karsilagtirildigr grafikten (Sekil 4.10) verilerin 45
derecelik egilim ¢izgisi etrafinda esit sekilde dagildigi gozlenmektedir. Sekil 4.11°de
verilen kalintiya kars1 tahmini degerler grafigi incelendiginde noktalarin herhangi bir
diizgiin trend izlemeden O etrafinda gelisigiizel dagildig1 goriilmektedir. Bu
degerlendirmeler neticesinde zeta potansiyeline Tween 80 ve WPC-70’in etkisini
aciklayabilmek igin tiiretilen azaltilmis ikinci dereceden modelin (Denklem 4.3)

deneysel verilere uygun oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.10.  i¢in gercek degerler ve tahmini degerlerin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.11. { i¢in tahmini degerlere kars1 kalint1 grafigi.

Varyans cizelgesinde gozlendigi gibi (Cizelge 4.10) modelde sadece Tween 80
(A)’in tek basma (’ne etkisi 6nemli ve etkili bulunmustur (p<0,01). Diger model
terimlerinin Wpc-70 (B), emiilgatorlerin beraber etkisi (AB), Tween 80’nin kuadratik

etkisi (A?) (p>0,05) ise 5Snemsiz bulunmustur.

Tween 80 ve Wpc-70 konsantrasyonlarmin etkisini gdsteren iki boyutlu kontur

grafigi Sekil 4.12°de verilmistir. Renk skalasinda maviden kirmiziya dogru (’nin
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mutlak degeri azalmaktadir. Yani kirmizi boliim daha kararsiz emiilsiyon yapisini
gostermekte olan mutlak degerce kiiciik C degerine sahiptir ve yaklagik Tween
80’in  %]1,5 oldugu seviyelerde baslamaktadir. Diisiik konsantrasyonlarinda
nanoemiilsiyon kararliligina katki saglayan iyonik olmayan bir ylizey aktif madde
olan Tween 80’in, kritik bir konsantrasyonun iizerinde OH gruplarinin yag/su
ylizeyinden ani bir sekilde disar1 atilmasina, yiizey potansiyelini ve dolayisiyla zeta
potansiyelini  azaltabilecegi literatirde bildirilmektedir (Kaur vd., 2021;
McClements, 2012). Bu kirmiz1 bdlgenin Wpc-70 seviyesi %]1,6 civarina geldiginde
yeniden sar1 ve yesile donmeye basladigi yani {’nin mutlak degerinin artmaya
basladig1 gozlenmistir. Bunu destekler sekilde Tek faktor grafikleri incelendiginde;
Ozellikle Wpc-70’in %1,5 ve %2 konsantrasyonda sabit tutuldugu durumda, Tween
80 konsantrasyonun artisiyla zeta potansiyelinin mutlak degerindeki diisme

egiliminin azaldig1 gézlenmektedir (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Tween 80 ile hazirlanan tar¢in nanoemiilsiyonlarinin sonuglari, ylizey aktif madde
konsantrasyonundaki artigla birlikte nanoemiilsiyonlarin elektro negatifliginin
arttigin1 ortaya koymus ve minimum yiizey aktif madde/yag oraninda (1:1) {’nin -
7,68 iken artan oranla negatif yiikiin de arttigi ve maksimum oranda (4:1) - 18,5
mV’a ulastigr bildirilmistir (Kaur vd., 2021). D vitaminin kanola yagi i¢inde
tagindig1 bir yag i¢inde su nanoemiilsiyonu titrasyon teknigi kullanilarak Tween 80
ve Span 80 ile stabilize edildigi bir ¢alismada D vitamini i¢ermeyen kor
nanoemulsiyon drnekleri ve D vitamini yikli nanoemlsiyonlar icin zeta potansiyeli
sonuglar sirastyla -9.71 ila -15.32 mV ve -7.29 ila -13.56 mV arasinda degismistir
(Khalid vd., 2023). E vitaminin orta zincirli yagasitleri igeren bir yag icerisinde
tasindigi, yag ig¢inde su nanoemiilsiyonu Tween 80/Brij 35 karistminin kullanilarak
membran yontemiyle hazirlanmis ve -16,5 mV { degeri elde edilmistir (Laouini vd.,
2012). Bu galismalarda ulasilan ( degerleri bizim c¢aligmamizda birinci ve ikinci
deney planlarinda elde ettigimiz sonuglarla benzer olarak negatif yiiklii ve mutlak

deger olarak 20 altindadir.
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Sekil 4.12. WPC-70 ve Tween 80 derisiminin par¢acik boyutuna birlikte etkileri.
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Sekil 4.13. %1 Wpc-70, Tween 80 degisiminin zeta potansiyeline etkisi.
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Sekil 4.14. %1,5 Wpc-70, Tween 80 degisiminin zeta potansiyeline etkisi.

=
E B
o o -u
2 L]
]
=] -
10 —| T
.-"—.—-
||
1 ®
a2 —
I I ] I
i 12 14 16 18 F

A twBD (%)

Sekil 4.15. %2 Wpc-70, Tween 80 degisiminin zeta potansiyeline etkisi.

Istatiksel olarak Wpc-70’in zeta potansiyeline etkisi énemli bulunmamisti ancak

grafikler incelendiginde belli bir seviye iizerinde bu etkinin olabilecegi sdylenebilir.
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Wpc-70 igin tek faktor grafikleri incelendiginde Tween 80 konsantrasyonu %1
oraninda sabit tutulurken, Wpc-70 konsantrasyonu arttirildiginda zeta potansiyelinde
onemli bir degisim olmadigi grafikte goriilmektedir (Sekil 4.16). Tween 80
konsantrasyonu %1,5 oraninda sabit tutulurken, Wpc-70 konsantrasyonu
arttirlldiginda zeta potansiyelinin mutlak degerinde az da olsa artis oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.17). Tween 80 konsantrasyonu %2 oraninda sabit tutulurken,
Wpc-70 konsantrasyonu arttirildiginda zeta potansiyelinin mutlak degerinde bir
miktar bliylime oldugu gorilmektedir (Sekil 4.18). Bir calismada orta zincirli
yagasitlerinden olusan yag peynir altt suyu izolati yardimiyla su igerisinde
ultrasonikasyon uygulanarak nanoemiilsiyon elde edilmistir. Sirastyla %1, %3 ve %5
izolat i¢eren Orneklerin { degerleri, —58.7+2.4, —60.0+ 1.6 ve —59.7+1.9 olarak
bulunmustur (Pingping, vd., 2019). Bu g¢alismada da zeta potansiyeline peynir altt
suyu protein izolatinin etkisi anlamli bulunmamaistir. Peynir alt1 suyu proteini ile yine
negatif yiik elde edilmis ancak mutlak deger olarak bizim ¢alismada buldugumuzdan
oldukg¢a biiyiikk { degerleri elde edilmistir. Peynir altt suyu proteini ile stabilize
edilmis nanoemiilsiyonlar, yUksek zeta potansiyel degerleri ile stabiliteleri agisindan

umut vadetmektedir.

zeta p (mv)

1 1.2 14 16 14

B: wpc (%)

Sekil 4.16. %1 Tween 80, Wpc-70 degisiminin zeta potansiyeline etkisi.
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zeta p (mv)
|
|
|
|
|

B: wpc (%)

Sekil 4.17. %1,5 Tween 80, Wpc-70 degisiminin zeta potansiyeline etkisi.

zeta p (mv)
n

B: wpc (%)

Sekil 4.18. %2 Tween 80, Wpc-70 degisiminin zeta potansiyeline etkisi.

4.3 Depolama Calismalan

Ikinci deneme grubunda merkez noktay1 olusturan %]1,5 oraninda Tween 80 ve Wpc-

70 igeren Ornek ve ayni igerikte ancak kegiboynuzu barindirmayan kontrol drnegi

59



depolamada degisimi gorebilmek i¢in iki hafta +4° C’de muhafaza edilmis ardindan
7. glin ve 14. giinde zeta potansiyeli ve parcacik boyutu analizleri yapilmistir. Bunun
sonucunda her iki 6rnek grubu i¢inde damlacik boyutundaki artisin az oldugu (~ 10
nm) ve parcacik boyutunun hala nanoemdiilsiyon igin istenilen deger araliginda
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.11). Zeta potansiyeli 6rnek i¢in mutlak deger olarak
azalmis gibi goriilmekte, kontrol i¢inse birinci hafta artip ikinci hafta azalmis gibi
durmaktadir. Bu kii¢iik degisimlerin sicaklik gibi analiz kosullarindan da etkilenme
ihtimali vardir. Trend olarak bir artis ya da azalis, keskin diislis ya da artiglar

olmadigi i¢in daha ileri caligmalar yapmadan tartismak anlamli olmayacaktir.
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Cizelge 4.11. { igin azaltilmis ikinci dereceden model varyans Cizelgesi (ANOVA).

Tween 80 Wpc-70 Pargacik Boyutu
(% viv) (% wiv) (nm)
Baslangic 1. Hafta 2. Hafta
Ornek 1,5 1,5 114,245,1 111,741,5 114,1+2,2
Kontrol 15 1,5 72,0+0,7 81,0+0,3 89,56+1,31
Zeta Potansiyeli
(mV)
Baslangic 1. Hafta 2. Hafta
Ornek 15 1,5 -9,16+0,32 | -7,54+0,18 -7,42+1,76
Kontrol 15 15 -13,57+0,70 | -18,67+1,59 | -11,23+0,59

4.4 Suda Cozunur Kuru Madde

Ik 13 6rnegin brix degerleri 9,250 ve 11,000 arasinda birbirine yakin degerler olarak

elde edilmistir. 14 numarali kegiboynuzu 6zii icermeyen kontrol numunesinin brix

degeri 3,5 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Ikinci deneme Brix degerleri.

Faktor Faktor 2Whey
Deney No | 1Tween 80 Protein Brix
(% wiw) (% wiw)

1 2,2 15 10,500
2 2 2 11,000
3 1 2 10,000
4 15 15 10,000
5 15 1,5 10,000
6 0,8 15 9,250
7 1 1 9,500
8 15 0,8 10,400
9 15 15 10,000
10 15 15 10,000
11 15 15 10,000
12 15 2,2 10,800
13 2 1 10,000
14 15 15 3,5

5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, sporcularin antreman sirasinda ve sonrasinda kaybettikleri sivi ve
elektrolit ihtiyacini karsilarken, ayn1 zamanda ¢agin pandemisi olarak adlandirilan D

vitamini eksikliginin 6nlenmesi adina giinliik ihtiya¢ duyduklart D vitaminini pratik
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bir sekilde dogal bir karbonhidrat ve tatlandirici kaynagi olan keciboynuzu 6zii
iceren izotonik sporcu igecegi ile alabilmeleri i¢in, nanoemiilsiyon yontemiyle D

vitaminini su bazli i¢cecege entegre etmek amaglanmustir.

Birinci deneme grubunda yapilan 15 deneyden elde edilen pargacik boyutu sonuglari
incelendiginde hedeflenen pargacik boyutuna ulasildigi i¢in nanoemiisiyon
olusturuldugu sdylenebilmektedir. Zeta potansiyeli degerleri incelendiginde, elde
edilen degerlerden dolay1 {iriiniin karasiz oldugu yorumu yapilabilmektedir.
Sonuglarin Design Expert programinda degerlendirilmesi sonucunda yanit yiizey
yonteminde herhangi bir modele uyumlanmadigi gozlenmis ve yeni deney plani

hazirlanarak ikinci deneme grubu ile calisma yapilmistir.

Yag-su emiilsiyonlarinin olusumu, kararlili§i ve performansi, tek bir emiilgator tipi
yerine iki veya daha fazla farkli emdiilgatoriin kombinasyonlar1 kullanilarak
tyilestirilebildigi sonucundan yola ¢ikarak Tween 80 ve Wpc-70’in farkh
kombinasyonu kullanilarak denemeler yapilmistir. Tween 80 damlacik ylizeyine
hizla adsorbe olarak parcacik boyutu iizerinde daha etkili bir emiilgator iken, Wpc-70
hizla adsorbe olmayan ancak iyi stabilite saglayan biiyiik bir emiilgatér oldugu i¢in
tercih edilmistir. Ikinci deneme grubunda 13 numune ve kegiboynuzu 6zii igermeyen
bir kontrol numunesi ile ¢alisilmis; en diislik parcacik boyutu 71,98 nm, en yiiksek
zeta potansiyeli -13,567 mV kontrol numunesinde elde edilmistir. Kontrol numunesi
keciboynuzu oziitii icermedigi i¢in sonikasyon etkisini azaltacak viskozite artisi
olmadig1 i¢in parcacik boyutu diger numunelerden daha diisiik olmustur. Ayrica
elektriksel yiikii degistirecek kegiboynuzundan gelen iyonlarin ve gam ozellikli
bilesenlerin olmamasi, Slgiimii etkileyecek bulaniklik ve koyu renk bulunmamasi

sebebiyle zeta potansiyeli degeri de mutlak deger olarak daha yiiksek bulunmustur.

Kegiboynuzu 6ziitiinii iceren i¢ecek drneklerinde ise parcacik boyutu 85,810 nm ile
266,233 nm arasinda degismistir. Tween 80 ve Wpc-70’in pargacik boyutuna etkisi
azaltilmis kiibik bir model ile agiklanmis ve modelin deneysel verileri agiklamada
yeterli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Model degiskenlerinden Tween 80 (A)’in tek
basina etkisi (p<0,01), Wpc-70 (B) ile beraber etkisi (AB) (p>0,05), yine kendisinin
kuadratik etkisi (A?) (p<0,001) ve Wpc-70’in kuadratik haliyle interaksiyonel etkisi
(AB?) (p<0,01) anlaml1 bulunurken Wpc-70’in tek basina ve kuadratik etkisi 6nemsiz

bulunmustur.
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{ degerleri icecek ornekleri i¢in -8,423 ile -11,733 mV arasinda degismistir. Merkezi
tiimlesik deneme deseninin analizi sonucu zeta potansiyeli Azaltilmis Ikinci
Dereceden Model ile uyum saglamistir (p<0,05). Modelde sadece Tween 80 (A)’in
tek basina (’ne etkisi onemli ve etkili bulunmustur (p<0,01). Diger model
terimlerinin Wpc-70 (B), emiilgatorlerin beraber etkisi (AB), Tween 80’nin kuadratik

etkisi (A?) (p>0,05) ise dnemsiz bulunmustur.

Ikinci deneme grubu ile yapilan 14 giinlik depolama c¢alismasinda parcacik
boyutundaki artisin az oldugu ve friiniin nanoemiilsiyon ozelligini korudugu
sonucuna ulagilmigtir. Tercih edilen emiilgatdr kombinasyonu depolama stabilitesi
tizerinde olumlu etkilere sahip olmustur. Yiizey aktif maddeye ek olarak tercih
edilen protein icerikli ylizey aktif maddeler depolama sirasinda meydana gelecek

damlacik birlesmelerine karsi kararli yapilar olustururlar.

Tiiketicilerin temiz igerikli iirlinlere olan artan ilgisini i¢erdigi dogal emiilgator ve
dogal tatlandirict olan keciboynuzu ile karsilayacak olan iirliniin, icecek olarak
degerlendirilebilmesi i¢in; duyusal analiz, kalite kriterleri ve raf omrii belirleme
caligmalar1 yapilmalidir. Yenilik¢i bir yaklasim olan nano dretim teknolojilerinin

gida  diretim  sistemlerinde  kullannmi  adina  ornek  teskil  etmektedir.
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