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Tez c¢aligmasinin temel amaci, Tiirkiye’nin en onemli ireticilerinden oldugu findik
yaginin nanoemiilsiyon teknolojiSine uyarlanmasi, nanoemiilsiyonlarin kararliliklarinin
incelenmesi ve in vitro sindirim sistemindeki ilerleyislerinin belirlenmesidir. Bu amagla
Tween 80 ve peynir alti suyu proteini (PASP) emiilgatorleri kullanilmistir. Analizler
sonunda en kararli nanoemiilsiyon olusumunu saglayan damlacik boyutlari d3,=283-306
nm olarak bulunmustur. Bu boyutlara mikro akigkanlastirictda 14 ve 12 kpsi
basinglarda, 5 ¢evrim sayisiyla ulasilmigtir. %2 PASP varligi ile 296 nm; %2 Tween 80
konsantrasyonunda ise 216 nm damlacik boyutlart elde edilmistir. PASP
nanoemilsiyonlarinin pH degisimlerinden, Tween 80 ile stabilize edilen emdiilsiyonlara
gore ¢ok daha fazla etkilendigi gozlenmistir. PASP emiilsiyonlarinda emiilgatoriin
izoelektrik noktasi olan pH 5 civarinda maksimum damlacik boyutuna (d3;=6,621 pum)
ulagildigi ve jellesme olustugu; ancak Tween 80 ile stabilize edilen emiilsiyonlarda
orneklerin oldukca stabil kaldigi belirlenmistir. Benzer etkilesim zeta potansiyel
degisimlerinde de gbzlenmistir. PASP nanoemiilsiyonlarinda 70 °C ile iizeri sicaklik ve
150 mM NaCl maruziyetlerinde damlacik boyutunun biiylimesi stabiliteye etkinin
olumsuzlugu olarak yorumlanmistir. 90°C’de emiilsiyonda topaklanmalar olusmustur.
Tween 80 emiilsiyonlari ise tuz ve sicakliktan etkilenmemistir. 500 mM’a ulagan NaCl
konsantrasyonlarinda, PASP emiilsiyonlarinda Kkararsizlik ve damlacik biiyiimesi
gozlenmis, Tween 80 emiilsiyonlarinda stabilite korunmustur. Tiim analizler sonucunda
Tween 80 emiilgatoriiniin PASP’a gore daha kararli ve ideal damlacik boyutlarinda
nanoemiilsiyonlar olusturdugu kararlastirilmistir. /n vitro sindirim galismalari, baslangig
fazina gore damlacik boyutlarinin mide fazinda artis sergiledigini gostermistir. Bu fazda
PASP emiilsiyonlar1 en yiiksek damlacik boyutuna ulasmis (d32=5,500 um), Tween 80
emiilsiyonlar1 ise daha diisiik damlacik capi sergilemistir (d3=1,069 pum). Serbest yag
asidi salinimi ise her iki emiilgator ig¢in de paralel olarak yiiksek salinim degerlerinde
Olgtilmiistiir.
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The aim of the dissertation is adapting hazelnut oil, one of Turkey’s most substantial
products, to nanotechnology; examining the stability of hazelnut oil nanoemulsions and
evaluating their fate during in vitro digestion.Tween 80 and whey protein isolate (WPI)
were used as emulsifiers. The particle diameter (d3,=283-306 nm) providing the most
stable nanoemulsion, was obtained with the use of 14-12 kpsi pressures and 5 passes by
microfluidizer. The ideal particle size was reached at 2% WPI and Tween 80
concentrations as 296 nm and 216 nm, respectively. WPI nanoemulsions were observed
to be affected more by pH changes than Tween 80 nanoemulsions. In emulsions
stabilized with WPI, the maximum droplet size (d3,=6,621 um) was achieved around pH
5, which is the isoelectric point of the emulsifier. Whereas, the emulsions stabilized
with Tween 80 remained stable. There was an increase in droplet size of WPI
nanoemulsions at temperatures above 70 °C and 150 mM NaCl. Tween 80 emulsions
were not affected by salt and heat treatment. At 500 mM NaCl concentrations, WPI
emulsions showed instability and droplet growth, but Tween 80 emulsions remained
stable. Tween 80 stabilized nanoemulsions were found to be more stable than WPI
emulsions, generally. In vitro digestion studies were showed that droplet sizes increase
in gastric phase. WPI nanoemulsions achieved the maximal droplet size (d3;=5,500 pum)
at this phase, however Tween 80 emulsions displayed smaller droplet size (d3;,=1,069
um). Free fatty acid release was sufficiently high in the small intestine phase in both
emulsions.
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1. GIRIS

Tiirkiye’nin 6nemli {ireticilerinden ve ihracat¢ilarindan oldugu findik yagi, findik agaci
meyvelerinden (Corylus avellana L.) elde edilen, yag asitlerinin yaklagik %90 11
doymamis yag asitlerinin olusturdugu bir bitkisel yagdir. Saglamis oldugu antioksidan
bilesen takviyesi sayesinde kardiyovaskiiler destekleri kanitlanan findik yagi giin

gectikce tercih edilen ve tiiketilen bir gida maddesi olmayi siirdiirmektedir.

Teknolojik gelismelerden en basta etkilenen pazarlardan olan gida endiistrisinde temel
hedef viicuda alman iiriinden en iist diizeyde yararlanmak olmaya baslamistir. Insan
beslenmesinde temel besinlerden olan yaglar, kazandirilan fonksiyonel oOzellikleri
sayesinde saglikli beslenme amacli hazirlanan diyet listelerinde Onemli bir yer
edinmistir. Temel hedefin maksimum biyoyararlanim oldugu bu tiir diyetlerde
gelistirilen {riinler bu talebe karsilik vermeye baglamistir. Bu baglamda gida
endiistrisinde koloidal sistemler gboze c¢arpmaya baglamistir. Kisaca birbiri ile
karismayan en az iki stvinin birbirleri igerisinde kiigiik damlaciklar halinde dagildig
heterojen sistemler olan emiilsiyonlar, bu alanda olduk¢a fazla kullanilmaya

baslanmistir.

Emiilsiyonlarin nanoemiilsiyon olarak adlandirilan ve yaklasik 20-200 nm arasinda
damlacik boyutlarina sahip olan tiirleri, 6zellikle gelisen nanoteknoloji caligmalarinda
Oonemli sonuglar ortaya koymaktadir. Temel amacin gidanin stabilitesini saglamakla
beraber viicutta istenilen bdlgeye salimiminin en etkin sekilde yapilmak oldugu bu
alanda  nanoemiilsiyonlar  olduk¢a destek¢i yardimecilardir. Bu  kapsamda
nanoteknolojinin yag gibi emdiilsiyon olusumunda ¢ok kullanilan ve oldukca sik
tiiketilen bir gida maddesine uyarlanmasi kaginilmaz olmustur. Ancak, dikkat edilmesi
ve iizerine calismasi gereken oldukg¢a 6nemli bir konu s6z konusudur ki o da stabilitedir.
Elde edilecek olan {iriiniin raf dmriine kadar etkide bulunan nanoemiilsiyon stabilitesi
her daim kararli tutulmaya calisilmali ve olusacak bir kararsizligin bilesenin

biyoyararlanimini etkilememesi hedeflenmelidir.



Bir emiilsiyon, yag ve su fazlar arasindaki ylizey alanimi arttirmak i¢in gereken pozitif
serbest enerji nedeniyle termodinamik olarak dengesiz bir sistemdir. Zaman igerisinde
emiilsiyonlar, daha yiiksek yogunluklu olan bir su tabakasi iizerinde, daha diisiik
yogunluklu yag tabakasindan olusan sisteme ayrilma egilimine girerler (Coupland vd.
1996). Olusabilecek tiim bu kararsizlik mekanizmalari birgok faktore bagh
olabilmektedir. Sicaklik, tuz varligi, pH, emiilgatér konsantrasyonu, emiilgator tiirii,
emiilsiyon eldesinde uygulanan yontem, basing gibi etkenler olusturulan

nanaoemiilsiyonlarin stabil formlarin1 negatif veya pozitif yonde etkileyebilmektedirler.

Calisilan tezin amaci, lilkemiz igin oldukca degerli bir iiriin olan findik yaginin hem
tiiketimini hem ihracatin1 daha yiikseklere tagiyabilmek hedefiyle bu degerli {iriiniin en
tist etkinlikte kullanilir forma doniistiirmektir. Bu baglamda findik yagindan elde edilen
nanoemiilsiyonlarin insan viicudunda emiliminin en hizli ve en etkili nasil
gerceklestirilebilecegi  aragtirlmis ve yeni yollar sunulmustur. Findik yagi
nanoemiilsiyonlarina tiim bu fonksiyonel Ozellikler kazandirilirken olusturulan
nanoemiilsiyonlarin stabil formda olmalar1 da g6z oniinde bulundurularak emiilsiyon

kararligina etkide bulunan faktorleri ve sonuglarini g6z 6niine sermek amaglanmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Findik ve Findik Yagi

Aci, Cavcava, Cakildak, Fosa, incekara, Kalinkara, Kan, Karafindik, Kargalak, Kus,
Mincane, Palaz, Sivri, Tombul, Uzunmusa, Yassi Badem ve Yuvarlak Badem gibi
yaklasik 17 gesit findik tiirii Tlirkiye’de yetismektedir (Koksal vd. 2006). Dikim alanlari
incelendiginde Tiirkiye’nin %76’lik oranla ilk sirada yer aldig1 ve onu italya (%8),
Azerbaycan (%3), Iran (%2), ABD (%2) ve Giircistan (%2) takip ettigi gdzlenmektedir
(Cizelge 2.1). Yine son yillarda Giircistan, Azerbaycan ve ABD’nin {iretim bazinda hiz

kazandig1 belirlenmistir (Anonim 2019).

Ulkemizde eskiden beri siiregelen baslica findik iiretim bolgesi Dogu Karadeniz’dir.
Eski bolge olarak bilinen Dogu Karadeniz bolgesinde Ordu, Giresun, Trabzon, Rize,
Artvin gibi iller 6nemli findik {ireticisi iken; yeni bdlge olarak {in kazanan Orta ve Bati
Karadeniz’de ise Samsun, Zonguldak, Kocaeli gibi illerde iiretim artis gostermektedir
(Ozturk ve Islam 2019). Tiirkiye’de findik iiretim ve ihracat hacmi bu denli yiiksek iken
tiketim ¢ogunlukla cerezlik yapilmakta olup findik yagi, findikli ¢ikolata gibi iiriinlerin
tiiketimi hedeflenen seviyenin altinda kalmistir. Uriin fonksiyonelligi ve Kalitesi,
depolama, AR-GE, reklamcilik gibi etki ve faaliyetlerin gelistirilerek {iriin gesitliligi ve
tilketiminin artmast hedeflenmektedir (Anonim 2019). Bitkisel {iriin ihracati agisindan
da 6nemli bir pay sahibi olan findik, bakliyat, hububat, yagli tohumlar ve mamulleri ile
yas sebze ve meyve grubundan sonra yaklasik %12’lik payla iigiincii sirada yer

almaktadir (Oztiirk ve Islam 2019).



Cizelge 2.1 Diinya findik tiretimi (ton) (www.fao.org, 2020)

Ulkeler 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Tiirkiye 450.000  646.000  420.000  675.000 5.000 776.046
italya 75.456 101.643 120.572 131.281 132.700  98.530
Azerbaycan 30.039 32.260 34.271 45.530 52.067 53.793
ABD 32.659 28.123 39.916 29.030 46.270 39.920
Diinya 710543  936.110  748.791 1.008.496 881.061 1.125.178

Findik (Corylus avellana L.) Betulaceae familyasina ait olan ve diinya ¢apinda popiiler
olmus, hala da bu popiilaritesini siirdiiren bir aga¢ yemisidir (Alasalvar vd. 2006). Cok
Ozel besin degerleri nedeniyle insan beslenmesinde ve sagliginda biiyiik rol
oynamaktadir. Yiiz grami 600—650 kcal saglayan findigin, seliilloz ve pektin icerigi %1-
3 degerlerine kadar ulasabilmekte; protein icerigi ise %10-24 arasinda degisiklik
gostermektedir (Koksal vd. 2006). Findigin baglica yan iiriinleri olan sert kabuklarindan
elde edilen katesin, epikatesin, epikatesin gallat ve gallik asit gibi fenolik bilesikler
bulunmaktadir. Dogal veya kavrulmus olarak tiiketilebilen bu yemis; kavrulma
kosullar1, zaman ve sicakliga bagli olarak degisik doku, tat ve renge sahip olabilir (Wani
vd. 2020). Ozellikle gekirdeginin %60’1n1 olusturan degerli yaglar barindirmasi, ayni
zamanda icerdigi oleik ve linoleik asitlerin yani sira E vitamini (a,y-tokoferol) ve
sterolleri iceren yag asidi bilesimiyle yaglik meyve olarak ¢ok degerli bir iriindiir
(Parcerisa vd. 1995; Alasalvar vd. 2003). Fraser vd. (1992) yapmis olduklari ¢alismada
haftada bes veya daha fazla findik tiiketen kisilerin, hi¢ findik tiikketmeyenlere gore %50
oraninda daha az koroner kalp hastalig1 riski tasidiklarimi belirtmistir. Bu degerli
kuruyemisin, Pala vd. (1996)’nin incelemeleri sonucunda insan diyetindeki giinliik

protein ihtiyacinin % 22'sini giinde 100 gr tiiketilerek karsilayabilecegi belirlenmistir.

Son zamanlarda bir¢cok kuruyemis ozellikle antioksidanlar agisindan zengin olarak
tanimlanmistir ki findik da bu kuruyemisler arasinda iist siralarda yer almaktadir. Bu
nedenle findik gibi kuruyemisler mevcut beslenme agisindan en uygun gida tiirlerinden
olmustur. Ozellikle kabuklariyla saklanmasi oldukca uzun bir raf émrii ve besleyicilik

sagladigr icin kis aylart boyunca da rahatlikla tiiketilebilmektedir. Blomhoff vd.


http://www.fao.org/

(2006)’nin arastirmasina gore, kardiyovaskiiler ve koroner kalp hastaliklarina atfedilen
Olumler, artan findik ve findik {irlinleri tiikketimi ile giiglii ve tutarli bir diisiis

saglamaktadir.

Findiktan elde edilen iirlinlerin en basinda gelenlerden biri findik yagidir ve Tiirkiye’de
findik yag1 popiilaritesi giin gegtikce artmaktadir. TMO 2018 verilerine gore findik,
cikolata sanayinde dilimlenmis, kiyilmis ve 6giitiilmiis sekilde %80 oraninda; pastacilik,
biskiivi, unlu mamuller sektoriinde %10-12 oraninda g¢erez sektoriinde % 3-4 oraninda

ve kalan %4-5’1ik oran ise yag sanayinde kullanilmaktadir.

Fmdik yag Tirkiye’de zamanla gozde iirtinlerden olmaya baslamigtir. Bunun temel
nedeni ise sahip oldugu besleyici kompozisyon ve insan sagiligi igin iyi yonde etkilerde
bulunan bilesenleridir. Pisirilen yemeklerde, kizartmalarda, salatalarda hem lezzet verici
hem besleyici hem de dayanakli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (Alasalvar vd.
2006).

Ham halde olan findik yagi, findik meyvesinin fiziksel islemler ve ekstraksiyon
asamalarina tabi tutulmasiyla elde edilen, kimyasal herhangi bir islem gérmeyen yagdir.
Igermis oldugu yiiksek diizeydeki oleik asit nedeniyle viicutta par¢alanmasi ve sindirimi
kolaydir. Ayni zamanda diisiik bir erime noktasina sahiptir. Rafine findik yagi ise, ham
yagda bulunun tat, aroma, renk gibi 6zellikleri olumsuz etkileyen maddelerin yagdan
uzaklastirilmasi ile elde edilmektedir. Rafinasyon asamasinda 6zellikle deoderizasyon
islemi esnasinda yiiksek sicaklik uygulamasi ile ugucu olan ketonlar, yag alkolleri,
aldehitler ve siilfiir bilesikleri uzaklagsmaktadir. Bu sayede tiiketici talebine uygun

kusursuz yag elde edilebilmektedir (Kesen vd. 2016).

Findik yagi, iceriginin %90’dan fazlasi doymamis yag asitlerinden olusan (6zellikle
oleik ve linoleik asitler ) besin degeri yiiksek bir iiriindiir (Ozkal vd. 2005). Bilesiminin
%80’ini oleik asit olustururken bunu sirasiyla linoleik (%12), palmitik, stearik ve
linolenik yag asitleri izlemektedir (Amaral vd. 2006). Tekli doymamis yag asitleri
(MUFA), ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA), minor lipit bilesenleri ve tokoferoller
insan beslenmesinde faydali bilesiklerdir ki findik yagi da yiiksek oleik asit (C18:1) ve



tokoferol igerigi sayesinde ¢ok giiclii bir kaynaktir. Findik yaginin MUFA agisindan da
olduk¢a zengin olmasi ayni zamanda, insanda kan basinci ve toplam kan kolesterol
diizeyinin disiiriilmesinde yiiksek bir etkiye sahiptir (Karabulut vd. 2005; Altuntas vd.
2018).

Findik yaginda oleik asidin yiiksek diizeyde bulunmasi yaga oldukga iyi bir dayaniklilik
kazandirir ve 6zellikle zenginlestirilmis diyetlerde kolesterol seviyesini diisiiriicii etkide
bulunur. Yapilan arastirmalara gére, yagda bulunan bu oleik asit kanda kolesteroliin
yiikselmesini Onleyici etkide bulunmakta ve kalp damar rahatsizliklarina karsi da
koruyucu etkiler olusturmaktadir (Kesen vd. 2016). Yine klinik arastirmalar yagda
bulunan fitosterollerin diyet takviyesi olarak aliminda, normal ve hafif hipokolesteremik
deneklerde serum kolesterol ve diisiikk yogunluklu lipoprotein kolesterol seviyelerini

diistirdiigiinii gostermistir (Hetherington ve Steck 1999).

Findik yaginin stabilite degeri de beslenme faktorii agisindan olduk¢a Onemli bir
faktordiir. Tokoferoller ve polifenoller yagin icerdigi diger maddelerle birlikte yagin
stabilizasyonuna katkida bulunur ve bulunma diizeyleri yagin oksidatif durumunu
yansitabilir. Yaglarin oksidatif stabiliteleri ¢evre sartlarina olduk¢a baghdir ve
oksidasyon hizi farkliliklar1 olusmaktadir. Lipit oksidasyonu gidanin lezzet, koku, renk
ve besin degerlerinde olumsuz degisimler gerceklestirir ve bu da islenmis gidalarda
findik yagi kullanimimin sinirlanmasina neden olabilir. Bundan dolayi, isleme ve

saklama kosullarindan etkilenen findik yaginin oksidatif kararliligini degerlendirmek

¢ok 6nemlidir (Alasalvar vd. 2003).

2.2 Nanoemiilsiyon Yapilan

Fonksiyonel gida endiistrisindeki onemli amaglardan biri gida bileseninin viicudun
hedeflenen bolgesine ulasimi ve burada salmimmini saglayarak biyoyararlilig
arttirmaktir. Bunu yaparken de eklenen besin 6gesinin ya da biyoaktifin tiriiniin duyusal
niteliklerini  olumsuz etkilememesi basarilmalidir. Fitosteroller, karoteniodler ve
antioksidanlar gibi bazi1 fonksiyonel bilesenleri nanoemiilsiyonlara enkapsiile ederek

meyve sularinda veya suda ¢oziinmeleri ve yine, alinan besinin bagirsaktan absrobsiyon



orani olarak tanimlanan biyoyararliliklarinin artmasi saglanabilmektedir (ilyasoglu vd.

2010; Rowland vd. 2003).

Farkli emiilsiyon tiirlerini tanimlamak i¢in yaygin olarak bir dizi terim kullanilir ve bu
terimlerin ne anlama geldiginin agikliga kavusturmak o6nemlidir (McClements 2010).
Emiilsiyon bazli dagitim sistemleri, parcacik yarigaplarindaki farkliliga bagli olarak,
nanoemiilsiyonlar (r <100 nm) ve geleneksel emiilsiyonlar (r > 100 nm) seklinde
smiflandirilabilirler (Cizelge 2.2). Nanoemiilsiyonlarin damlacik boyutlar1 genel olarak,

10-100 nm arasinda bir dagilim gostermektedir.

Cizelge 2.2 Su, yag ve emiilgatdr ile hazirlanan farkl tip emiilsiyonlarin 6zelliklerinin
karsilagtirmas1 (McClements, 2010)

Emiilsiyon Tipi =~ Damlacik Cap1 Stabilite Yiizey Alani / Goriintim
Kiitle Orani (m%/g")
Emiilsiyon 100 um-100 nm  Kararli Degil 0.07-70 Bulanik/
Opak
Nanoemiilsiyon 10 -100 nm Kararli Degil 70-330 Seffaf/
Bulanik
Mikroemiilsiyon 2-50 nm Kararl 130-1300 Seffaf

Nanoemiilsiyonlar, diger emiilsiyonlardan farkli bir¢ok fiziksel 6zellige sahiptir. Genel
olarak goriinilir spektrumun optik dalga boylarindan daha kiiciik olan (yaklasik 400
nm’den daha kiigiik) ortalama damlacik boyutlar1 nedeniyle, yiiksek damlacik hacimli
fraksiyonlarda bile seffaf ve yar1 saydam goriiniir. Bu yapilar birgok endiistri
denemesinde ve uygulamasinda biiyiik bir kullanim potansiyeline sahiptir. Ozellikle
gida, igecek ve ila¢ endiistrisinde kullanimlarina ilgi gittikce artmaktadir ¢iinkii
nanoemiilsiyonlar, belirli uygulamalar i¢in geleneksel emiilsiyonlara gore bir dizi
potansiyel avantaja sahiptir. Iclerinde enkapsiile edilmis yiiksek diizeyde lipofilik
maddelerin biyoyararlanimini yiiksek dlglide artirma kabiliyetlerine sahip olmalari bu
avantajlardan biridir (Quintero vd. 2013; McClements 2010).



Nanoemiilsiyon iiretiminin de déahil oldugu gozde alanlardan biri olan nanobilimde
temel prensip, yalnizca gidanin stabilitesini gelistirmek degil, ayn1 zamanda hassas olan
biyoaktifleri depolama, isleme ve ¢evre kaynakli olusacak istenmeyen etkilesimlerden
korumaktir. Yine, gida kalitesini korumak ve sindirimin ardindan viicut igerisinde
bilesenin hedef bolgeye salinimini saglayan bir enkapsiilasyon sistemini uygulamak da
gida nanoteknolojilerinin amaci igerisinde yer almaktadir (Augustin ve Sanguansri
2006).

Sekil 2.1° de goriilecegi gibi, nanoemiilsiyonlar, siirekli faz olarak su ve daginik faz
olarak yagin bulundugu su igerisinde yag (Y/S) ; siirekli faz olarak yag bulunduran, yag
icerisinde su (S/Y) gibi klasik formlarda olusabilirler. Coklu formlarda da
olusturulabilen nanoemiilsiyonlarin en yaygin ornekleri, yag icinde su icinde yag
emiilsiyonu (Y/S/Y) ve su i¢inde yag i¢inde su emiilsiyonu olan (S/Y/S) sekilleridir.
Nano yapili S/Y/S emiilsiyonlari, siirekli fazda dagilmis sekilde biiyiik yag
damlaciklarinin igerisinde bulunan nano boyuttaki su damlaciklarindan olusmaktadir.
Fonksiyonel gida bilesenleri; igte bulunan su fazin, yag fazin ya da dista bulunan su
fazin igerisine enkapsiile edilebilir ve bu sayede ¢oklu fonksiyonel bilesenler igeren tek

bir salinim sistemi gelistirilebilir (McClements vd. 2006).
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Sekil 2.1 Dort farkli emiilsiyon sisteminin gosterimi (S/Y, Y/S, S/Y/S, Y/S/Y) (Bakry
vd. 2016)



Nanopartikiil yapilarinin olusturulmasinda iki temel yaklasim vardir; bir tanesi,
‘yukaridan-asagiya’ yaklasimidir, bu yontemde ¢esitli boyut kiigiiltme prosesleri ile
kiiglik parcaciklar olusturulabilmektedir (mekanik siire¢) (Sekil 2.2). Bir diger yaklasim
ise ‘asagidan-yukariya’ yaklasimidir, bu yaklasimda ise protein ve lipitler gibi kiiglik
molekiillerin kendiliginden bir araya gelmesi ile nanopartikiiller elde edilmektedir

(kimyasal siireg) (Acosta2009).
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Sekil 2.2 Nanoiiretimin ‘Yukaridan-Asag1’ ve ‘Asagidan-Yukar1’ sentezi (Rawat 2015)

Nanoemiilsiyonlar genel anlamda diisiik enerji ve yiiksek enerjili yontemler kullanilarak
hazirlanmaktadir. Belirli bir siirfaktan, yag ve su sistemlerinin faz davranigina bagh
olarak kendiliginden emiilsiyon olusumuna dayanan diisiik enerjili yontemler, ekonomik
faydalar1 sayesinde tercih edilirler (Komaiko ve McClements 2014b). Diisiik maliyet ve
uygulanabilirligi nedeniyle c¢esitli diisiik enerji yaklasimlarinin gelistirilmesi ve
uygulanmasi konusunda artig gdsteren arastirma ve ¢aligmalar mevcuttur. Diisiik enerji
yaklasimlar1 6zel bir donanim gerektirmez ve yalnizca karistirma prosediirleri ve
sicaklik gibi sistem kosullariin degistirilmesi ile kendiliginden nanoemiilsiyon
olusturmak i¢in yilizey aktif madde, yag ve su formlarinin &zelliklerini kullanir
(Komaiko ve McClements 2015). Bu sistemlerde emiilgator, emiilsiyon damlaciklarinin
kendiliginden olusmasina yardimci olur ve ayrica olusumdan sonra damlaciklarin uzun

siireli stabilitesini saglar. Dislik enerji yontemleri genel olarak iki siifa ayrilirlar.



Bunlar; sicakliktaki bir degisime dayanan termal yontemler ve sistem bilesimindeki bir
degisiklige dayanan izotermal yontemlerdir (Komaiko vd. 2015). Spontan
emiilsifikasyon (SE) ve emiilsiyon faz inversiyonu (EPI) gibi izotermal yontemler,
nanoemiilsiyonlar1 olusturmak i¢in herhangi bir sicaklik degisikligi gerektirmez. Bunun
yerine, temas ettirildiklerinde spesifik bilesimin organik ve sulu fazi arasindaki ara
yiizeyde kendiliginden ultra kiigiik damlaciklarin olusumuna dayanirlar (Komaiko ve
McClements 2015).

Yiiksek enerji yontemlerinde, yag ve su fazlarinin bozulmasina neden olan; bu fazlarin
birbirine karigmasini saglayan yogun mekanik kuvvetler iiretebilen 6zel ekipmanlar yani
homojenizatorler kullanilir. Bu yontemler kullanilarak nanoemiilsiyonlarin karakteristik
ozelliklerini etkileyen ana degiskenler; enerji yogunlugu ve siiresi, yiizey aktif madde
tipi ve konsantrasyonu ile yag ve su fazlarinin fizikokimyasal 6zellikleridir (Komaiko
ve McClements 2014b). Kullanilan kolloid degirmenleri, yiiksek basingh
homojenizatorler, sonikatorler ve mikro akiskanlastiricilar gibi 6zel ekipmanlar
sayesinde karigimda kiigiik damlaciklar olusturulur. Yiiksek enerjili yontemler gida
endiistrisinde 6nemli fabrikalarca su anda en yaygin yontem olarak kullanilmaktadir.
Bunun nedeni, zaten iyi kurulmus, biiyiik dl¢ekli iiretim kapasitesine sahip olmalar1 ve
cok cesitli bilesenlerden emiilsiyonlar ve nanoemiilsiyonlar iiretebiliyor olmalaridir

(Komaiko vd. 2015).

Yiiksek enerji yontemlerinden olan mikro akiskanlastirici teknigi ¢ok sik kullanilan bir
yontemdir. Mikro akiskanlagtiricilar ince emiilsiyon {iretmek i¢in en verimli
sistemlerden biri olarak kabul edilmekte ve bu nedenle gida endiistrisinde giderek artan
bir uygulama alan1 kazanmaktadir. Bir mikro akiskanlastiricinin iginde, bir emiilsiyon
iki kanala ayrilir ve daha sonra iki kanal bir etkilesim odasinda birbirine dogru
yonlendirilir. Sonug¢ olarak, etkilesim bolmesinde yliksek verimli damlacik
pargalanmasina yol agan yogun yikici kuvvetler iretilir (Komaiko vd. 2015). Mikro
akiskanlastirici, akis kanalim1 mikro kanallardan ¢arpma alanina dogru yonlendirmek
i¢in yiiksek bir basing kullanir, bu da olaganiistli derecede ince bir emiilsiyon saglayan

cok yiiksek bir kesme hareketi olusturur. Bir mikro akiskanlastirici tarafindan iretilen
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pargacik boyutlarmin dagilimlari, geleneksel homojenizasyon tiriinlerinden daha dar ve

daha kiiglik goriinmektedir (Jafari vd. 2006).

Mikro akiskanlastirici basinci ve gevrim sayisi, mikro akiskanlastirma sirasinda tiretilen
basinca bagli olan kesme kuvvetlerinin ve tiirbiilansin yiiksek yogunlugu pargacik
boyutunu ve boyut dagilimini etkileyebileceginden emiilsiyonlarin fiziksel 6zelliklerini
onemli Olcgliide etkileyebilir. Yapilan bir calisma gosteriyor ki, Yiikksek hizli bir
karistirici, daha biiyiik boyut dagilimi ve bimodal sekle sahip daha biiyiik damlaciklar (r
> 1 um) iretebiliyorken; mikro akigkanlastirici, daha verimli damlacik bozulmasi
(kesme ve atalet kuvvetleri ile birlikte kavitasyon) ve daha yiiksek enerji yogunlugu
nedeniyle daha kii¢iik damlaciklar ve daha dar bir dagilim vermektedir (Sekil 2.3) (Jo
ve Kwon 2014).

. Yiksek Hizli Karigtirict
1 M. Mikro Akiskanlastirici

Hacim (%)

100 1.000 10.000
Parcacik Boyutu(nm)

Sekil 2.3 % 10 Tween 20 ile 3 dakika boyunca 11,000 rpm'de yiiksek hizli karistirici,
120 MPa ve 3 dongiide mikroakigkanlarict ile hazirlanan p-karoten
nanoemiilsiyonlarin pargacik boyutu dagilimi (Jo ve Kwon 2014).
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Komaiko vd. (2015)’ nin yapmis olduklar1 sonikasyon, mikro akigkanlagtirict ve
spontan emiilsifikasyonun karsilastirildigi calismada iki yiiksek enerjili yontemin
spontan emiilsifikasyon yonteminden 6nemli 6lclide daha kiigiik damlaciklar iirettigi ve
test edilen tiim siirfaktan: yag oranlarinda (SYO) homojenizasyon ve sonikasyon

arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (Sekil 2.4).

] g SYOO05
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Spontan Mikro Sonikasyon

Emiilsifikasyon AKiskanlastirici

Hazirlama Metodu

Sekil 2.4 Hazirlama yonteminin ¢esitli SYO'larda aycicegi fosfolipitlerinin partikiil
biiyiikligii tizerine etkisi

Farkl1 bityiik harfler (A, B, C), belirli bir yiizey aktif madde/yag oraninin (yani, hazirlama yonteminin

etkisi) partikill ¢apindaki istatistiksel farkliliklar1 gosterir. Farkli kiigiik harfler (a, b, ¢) belirli bir

hazirlama yonteminin partikiil ¢apindaki istatistiksel farkliliklar1 gosterir (yani SYO etkisi) (Komaiko vd.
2015)
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Lee ve Norton (2013)’un yapmis olduklar1 mikro akigkanlastirict ve yiiksek basingli valf
homojenizatorlerinin karsilastirilmas: gosteriyor ki mikro akiskanlagtiricilar damlacik
boyutunu kiigiiltmede yiiksek basingli valf homojenizatorlerine (YBVH) gore daha
basarilidir (Sekil 2.5). Bunun nedeniyse mikro akiskanlastiricilarda kesme kuvvetinin
dar bir sekilde dagilmasma, YBVH’nin ise ¢ok daha genis bir kuvvet dagilimi

tiretmesine baglanmistir.

16
—__YBVH

14 === Mikro
Alkiskanlastirict

12

10 -~

Hacim Dasgilimi (%)

0.01 0.1 1 10
Parcacik Boyutu(pm)

Sekil 2.5 Agirlik¢ca% 3 Tween 20 ve 150 MPa calisma basinci uygulanan silikon yagi
emiilsiyonlarinda mikroakiskanlastirict ve YBVH uygulamalari sonucu
damlacik boyutu dagilimi (Lee ve Norton 2013)

2.3 Gidalarda Nanoemiilsiyon Uygulama Alanlari

Gidalarda nanoteknoloji uygulamalarin odaklandigi temel nokta, nano yapida bulunan
gida bilesenleri ile gida takviyelerinin ve besin Ogelerinin salinim sistemini ge-

listirmektir (flyasoglu vd. 2010). Bu baglamdan gegmisten giiniimiize degin gida
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alaninda  bircok  nanoteknoloji ~ Orne§i  goOzlenmistir.  Nanoemiilsiyonlar,
antimikrobiyeller, aromalar, renkler, koruyucular, vitaminler, nutrasétikler ve ilaglar
gibi ¢esitli lipofilik aktif bilesenler i¢in; gida, farmasotik ve kigisel bakim
uygulamalarinda caligma sistemleri olarak kullanilirlar. Bu kiiciik partikiil boyutlar
yiiksek optik berraklik, iyi kinetik kararlilik ve yiiksek oral biyoyararlanim ile dagitim
sistemleri olusturmak gibi katkilar saglamaktadir (Komaiko ve McClements 2014a).

Nanoemiilsiyonlar, farkli gida tiirlerinde yag asitleri, polifenoller, vitaminler, dogal
renklendiriciler, antimikrobiyaller, baz1 mikro besinler ve aromalar gibi islevsel ajanlari
tasimak icin giderek daha ©nemli bir ortam haline gelmektedir. Ornegin icecek
endiistrisinde nanoemiilsiyonlar; renk, aroma, antioksidanlar ve yagda ¢oziinen
vitaminler ve diger biyoaktif bilesenler i¢in dagitim sistemleri olarak kullanilir.
Nanoemiilsiyonlarin berrak 06zellik gostermeleri dagitim sistemleri olarak seffaf
iceceklerde  daha uygulanabilir  olmalarimi1  saglamaktadir. Ayn1  zamanda
nanoemiilsiyonlarin aromay1 kaplayabilecegi ve gidayr sicakliktan, oksidasyondan
enzimatik reaksiyonlardan ve hidrolizden koruyabilecegi gozlenmistir (Chen ve
McClements 2010). Ayrica damlacik topaklanmasina karsi iyi bir stabiliteye sahiptirler
clinkli damlaciklar arasinda etkili olan ¢ekici kuvvetlerin aralig1 azalan partikiil boyutu
ile azalirken itme araligi partikiil boyutuna daha az bagimlidir. Nanoemiilsiyonlar,
kiiciik parcacik boyutu ve yiiksek yiizey-hacim orani sayesinde kapsiillenmis bilesenin
biyoyararlanimini da artirabilmektedir (Acosta 2009).

Yagda c¢oziiniir ancak, suda ¢oziinmeyen formda olduklari i¢in karotenoidler ¢ig
sebzeler ile alindiklarinda biyorarlanimlar1 % 10’un altindadir. Karotenoidlerin sindirim
sistemindeki biyoyararlanimlarin1 artirmak ve sulu sistemlerde c¢ozinirligini
gelistirmek igin Ribeiro vd. (2008) ’nin yapmis oldugu caligmada B-karoten igeren
nanodispersiyonlar hazirlanmigtir. Kullanilan polimerlerin nanodispersiyon fazin
kimyasal stabilitesini korudugu ve kolloidleri koruma 6zelligini sagladi§i sonucuna

ulasilmistir.

Baska Dbir c¢alismada kurkumin stabilitesinin nanoemiilsiyon teknolojisiyle

kombinasyonu incelenmistir. Dogal bir fitokimyasal olan kurkumin, zerdegalin toz
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haline getirilen koksaplarindan elde edilir; polifenolik yapidadir ve zerdecalin renginden
sorumlu renk pigmenti olarak da bilinir (Kharat vd. 2018). Wang vd. (2008) yapmis
olduklar1 arastirmada kurkuminin anti-enflamasyon etkisini gelistirmek i¢in degisik bo-
yutlarda su ig¢inde yag (Y/S) nanoemiisiyonlari hazirlamis ve enkapsiile etmislerdir.
Calisma sonucunda kurkuminin suda ¢Oziinmemesine ragmen, suda yag

emiilsiyonlarinin kurkumini tagima kapasitesi yliksek bulunmustur.

Vitamin yapilar1 da nanoemiilsiyonlar araciligi ile stabil tutulmak ve biyoyararlilig
artirllmak istenen gruptandir. E vitamini nanopartikiilleri, icecek sanayinde yeni ve
geligsmis drlinlerin yaratilmasina olanak saglamaktadir. E vitamini nanopartikiilleri
yilksek basing homojenizatorii ile hazirlanmaktadir ve nisasta ile enkapsiile
edilmektedir. E vitamininin, amacglanan konsantrasyonlarda berrak meyve sularina
katilabilecek sekilde nanoemiilsiyon seklinde formiile edilmesi miimkiindiir (Chen ve

Wagner 2004).

Gidalarin sindirilebilirligi konusunda nanoemiilsiyonlardan yararlanmak giiniimiizde
oldukea ilgi gormektedir. Sindirilebilirlik ne kadar gida bileseninin gastro-intestinal
kanallar araciligi ile kan dolasimindan adsorbe edilebildiginin bir o6lgiistidiir.
Nanoemiilsiyon yapilar1 besinlere ve dogal ekstraktlara daha kolay adsorbe edilme
ozelligi kazandirabildigi igin sindirilebilirligi artirmaktadir. Ornegin, kirmizi-turuncu
pigment olarak bilinen ve havug gibi renkli sebzelerde oldukga yiiksek diizeyde bulunan
B-karoten, yiiksek provitamin A aktivitesine sahiptir ve viicutta nanoemiilsiyon yapilari

sayesinde alindiginda sindirebilirliginin arttig1 sonucuna ulagilmigtir (Milani 2019).

Ozellikle sporcu besinleri ve spesifik bir diyete ihtiya¢ duyan bireyler igin gelistirilen
fonksiyonel iriinler de birgok besin 0Ogesi ile beraber zenginlestirilip satisa
sunulabilmektedir. Biyoaktiflerin kontrollii salinim1 i¢in nanoemiilsiyon teknolojisinden
yararlanarak iiretilen mineraller, vitaminler veya diger fonksiyonel gida bilesenleri ile
zenginlestirilmis siitler veya aromali sular da yine bu alanda verilebilecek

orneklerdendir (Augustin ve Sanguansri 2006).
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Nanoemiilsiyon yapilari, kanda kolesterol diizeyini disiirdiigii bilinen ve boylece
koroner kalp rahatsizliklart riskini minimuma indirebilen fitosterol yapilarinin
¢oziiniirliigiinii de artirmaktadir. Ozellikle birgok sebze ve meyve igeriginde bulunan
fitosterol tiirli olan B-sitosterollerin nanoyapilar sayesinde viicuttaki ¢oziiniirliigiiniin
arttig1 gozlenmistir. Yine, domates gibi kirmizi renkli sebze ve meyvelerde bolca yer
alan bir karotenoid cinsi olan likopenin de viicut sindirilebilirligi nanoemiilsiyonlar
sayesinde artirilmaktadir. Likopenin prostat kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklara olan
potansiyel etkisi bilindiginden bu gelismeler hem gida endiistrisi hem de saglik
sektoriince oldukga degerlidir (Milani 2019).

2.4 Nanoemiilsiyonlarda Stabilite

Emiilsiyonlar yiyeceklerin genel formiilasyonlarinda yer alan, bu nedenle de uzun
stireler boyunca stabil kalacak sekilde hazirlanmasi gereken 6nemli bilesenlerdir. Siitler,
bebek mamalari, mayonezler, kahve kremalar1 gibi ¢ok sik tiiketilen gida iriinlerinde
emiilsiyon damlaciklarinin iriiniinii raf Omrii boyunca stabil olmasi gereklidir.
Agregasyon ya da flokiilasyon gibi kremalasma ya da damlacik birlesmesine yatkin olan
emiilsiyon yapilarindan endiistriyel agidan uzak durmak en uygunudur. Bununla birlikte
isleme esnasinda 1sitma, yiiksek diizeyli karigtirma vb. kosullar nedeniyle stabilitede
bozulmalar meydana gelebilir bu nedenle ideal olarak bu olusumlar1 ortadan kaldirmak
gereklidir (Dalgleish 1997).

Emiilsiyon yapilarinin stabilitesinde en etkili madde emiilgatorlerdir. Emiilgator,
emiilsiyon igerisinde, yag ve su arasindaki ara yiizde konumlanmaktadir. Bir emiilgatér,
su seven bir hidrofilik bas ve yag seven bir hidrofobik kutup kismi igerir. Hidrofilik
kafa, sulu faza ve hidrofobik kuyruk yag fazina dogru pozisyon alir (Sekil 2.6). Bu
asamada emiilgatoriin etkinligi stabil bir emiilsiyon olusmasi i¢in ¢ok Onemlidir

(Saifullah vd. 2016).
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Sekil 2.6 (a) ki ayr1 faz; yag ve su; (b) su fazinda ¢oziiniir ve ara yiiz iizerinde adsorbe
olan bir yiizey aktif madde; (c) yag damlaciklart olusturmak igin kesme
kuvveti uygulamasi; (d) emiilsiyon olusumu (Saifullah vd. 2016)

Tuz, sicaklik, basin¢ ya da diger katki maddelerinin ilavesi nanoemiilsiyonlarin
kararligin1 etkileyebilmektedir. Parcacik yiizey yiikii (zeta potansiyeli), yiizey aktif
maddenin molekiiler yapisi, hidrofilik bilesenlerin hidrofobik bilesenlere orani, yagin
molekiiler yapisi da nanoemiilsiyon stabilitesini belirlemede biiyiik role sahiptir (Amani
vd. 2009).

Nanoemiilsiyonlar genellikle yiiksek Kkinetik stabilite ile sedimantasyon veya
kremalagmaya kars1 kararhidir, ¢linkii hareket ve difiizyon hizlar1 yer¢ekiminin neden
oldugu sedimantasyon ve kremalagma oranlarindan daha yiiksektir. Ancak, genelde
denge icermeyen ve bu nedenle termodinamik olarak kararsiz olan nanoemiilsiyonlar,

baslangi¢ fazlarina ayrilma egilimi gosterirler (Quintero vd. 2013).

Yercekimsel ayrismada nispi yogunluga gore iki fazin ayrilmasi s6z konusudur. Bu
ayrigsma, emiilsiyon kararsizliginin en yaygin seklidir denilebilir. Daginik ve siirekli
fazlar nispi yogunluklarina bagli olarak kremalasma veya sedimantasyon formlarinda

aynigir (Saifullah vd. 2016). Yercekimsel ayrismaya engel olmak icin sulu fazin
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viskozitesi yiikseltilebilir, jellestirici veya kivam artirict ajanlar yapiya ilave edilebilir

(Piorkowski ve McClements 2014).

Damlacik toplanmasi olarak bilinen stabilite bozuklugu, benzer sekilde yercekimsel
ayrismaya ve emiilsiyonun goriiniimiiniin degisip bulanik ve heterojen bir goriiniime
sahip olmasina neden olur. Kii¢iik damlacik boyutuna sahip nanoemiilsiyonlar damlacik
boyutunun kolloidal etkilesimler iizerindeki etkisi sayesinde, geleneksel emiilsiyonlara
gore damlacik toplanmasina karsi daha yiiksek stabilite gosterebilmektedirler (Tadros
vd. 2004).

Oswald olgunlagmasi (OO) ise nanoemiilsiyon kararsizliklarinin ana mekanizmasini
olusturur. OO, bir emiilsiyondaki yag molekiillerinin kiiglik damlalardan biiyiik
damlalara diflizyonu nedeniyle, emiilsiyon yapisindaki ortalama damlacik boyutunun
zamanla artmasi olarak bilinmektedir (Kabalnov ve Shchukin 1992). Siirekli fazda
dagilmis fazin yiiksek ¢oziiniirliik orani sergilemesi, daha hizli Oswald olgunlasmasi
gerceklestirir. Bu nedenle sulu faz igerisindeki yag ¢oziiniirliigiinii azaltmak su igersinde

yag (Y/S) nanoemiilsiyonlarinda Oswald olgunlasmasini geciktirmek veya onlemek i¢in
en etkili yontemdir (Saifullah vd. 2016).

Hem lipofilik hem de hidrofilik gruplar iceren amfifilik maddelerde, bu iki grubun
dengesi hidrofilik lipofilik denge (HLB) ile ifade edilir. Griffin yontemine gore bu
deger, molekiiliin hidrofilik kisminin ylizde olarak agirliginin bese boliinmesi ile
hesaplanabilir. Kararli emiilsiyonlar elde edebilmek i¢in yag fazinin HLB degeri,

emiilgator HLB degerine yakin veya esit olmalidir (Hong vd. 2018).

Nanoemiilsiyon stabilitesi lizerine bircok etki mevcuttur. Yapilan calismalarda da
stabilite ve ideal damlacik boyutu i¢in pH, sicaklik, emiilgator tipi ve konsantrasyonu
incelenmistir (Ozturk vd. 2015a). Damlacik boyutu, emiilsiyon esasli uygulama
sistemlerinin; topaklanma, yercekimsel ayrilma ve birlesme karsisindaki kararliliginin
belirlenmesinde énemli bir rol oynar (Saberi vd. 2013). Emiilsiyon stabilitesi, raf omrii
icin gereklidir ve yiiksek fiziksel stabilite, emiilsiyonun uzun raf émrii tizerinde olumlu

bir etkiye sahiptir. Kararli gida emiilsiyonlar1 elde etmek igin emiilsiyon bilesimi ve
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islem kosullar1 6nemli faktorlerdir (Baysan vd. 2018). E vitamini stabilitesi {izerine
emiilgator tipi etkisini incelendigi bir caligmada emiilgator olarak peynir alti suyu
proteini ve arap zamki karsilastirilmasi yapilmistir. Peynir alti suyu proteininun, daha
kiiciik ve ideal damlaciklar igeren emiilsiyonlarin olusturulmasinda ¢ok daha etkili bir
emiilgator oldugu ve bu islem igin ¢ok daha az miktar emiilgator kullanildig1 sonucuna
ulagilmistir. Bunun yaninda arap zamki ise c¢evresel stres kosullar1 altinda
stabilizasyonda daha basarili olmustur ve bu yaklasim iki biyopolimerin stabilize etme

mekanizmalarindaki farkliliklara atfedilmistir (Ozturk vd. 2015a).

Emiilsiyon stabiliteleri fiziksel ve kimyasal faktorlerden etkilenebilmektedir. Molekiil
tirlerindeki degisimlerde kimyasal faktorler etkili olurken, molekiil yapist ve
dagilimindaki degisimlerde fiziksel faktorler etkili olmaktadir. Fiziksel stabilite
sorunlari flokiilasyon, birlesme, faz ayrilmasi, Ostwald olgunlagmasi gibiyken; kimyasal
stabilite problemleri ise oksidasyon ve hidroliz reaksiyonlaridir (Dickinson 2003).
Charoen vd. (2011) , suda piring kepegi yagi emiilsiyonu olusumunda emiilgator
tiirlinlin emdtilsiyon iizerine stabilitesini incelemek adina; peynir alt1 suyu proteini, arap
zamki ve modifiye nisasta biyopolimerlerini kullanmistir. Calisma sonuglarina gore
disik emilsiyon konsantrasyonu varliginda, peynir altt suyu proteininin
homojenizasyon boyunca, arap zamki ve modifiye nisastaya gore cok daha kiiclik
parcacitk boyutuna ulastigi belirlenmistir. Diger yandan daha yiiksek emiilsiyon
konsantrasyonlarinda ise kiigiik damlacik boyutuna ulastirma basarisini modifiye nisasta
gostermistir. Polisakkarit emiilgatdrleri olan modifiye nisasta ve arap zamkinin, protein
yapil1 emiilsiyon olan peynir alt1 suyu proteinine oranla ¢evresel stres kosullarinda daha

1yi stabilite sagladiklar1 belirlenmistir.

E vitamini igeren nanoemiilsiyon olusumunda, emiilsiyon tiirii olarak quillaja saponin
ve lesitinin kullanildigr arastirmaya gore, diisiik diizeylerde quillaja saponin
kullaniminda lesitine gore daha kiigiik boyutta pargaciklar elde edilebilmistir. Lesitin
nanoemiilsiyonlarinin, diisiik pH degerlerinde ve orta iyonik kuvvetlerde damlacik
toplanmast ve faz ayrilmast ic¢in oldukca kararsiz oldugu gozlenmistir.
Nanoemiilsiyonlarin g¢evresel streslere karsi stabilitesinin bilyiik 6lgiide yiizey aktif

madde tipine bagli oldugu sonucuna ulagilmistir (Ozturk vd. 2014).
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Genel emiilsiyon stabilitesi i¢in oksidasyon stabilitesi ve seviyesinin de belirlenmesi
gerekir. Baysan vd. (2018)’nin ceviz yagi stabilitesi ilizerin etkilerin arastirildigi
calismalarina gore; emiilsiyon formunun su iginde yag (Y/S) seklinde olmasi, yagin

oksidatif stabilitesini 6nemli 6l¢iide korumaktadir.

Damlacik boyutu, goriiniir 1518in  dalga boyundan o©nemli oOlgiide daha kiiciik
oldugundan, nanoemiilsiyonlar genellikle seffaf goriintigliidiir. Nanoemiilsiyon
damlacik boyutu kontrol edilerek goriiniisii seffaftan siit beyaza kadar ayarlanabilir.
Yine ayni sekilde aylar veya yillar arasinda degisen raf omrii ile saglam bir stabiliteye
sahip olacak diizeye de getirilebilir. Ozellikle mikron boyutlardaki geleneksel
emiilsiyonlara gore seyreltme, sicaklik ve pH degisiklerine karsi nispeten daha az
duyarl1 olmalari, nanoemiilsiyonlarin gida ve kozmetik alanlarinda daha sik
kullanilmasini saglayan bir avantajdir (Gupta vd. 2016). Damlacik boyutu ve damlacik
boyut dagilimini 6lgmek i¢in mikroskobik yontem, 1s1k sa¢ilimi, damlacik dinamiklerini
Olcme ve tek tek damlacik sayimi gibi birgok yontem mevcuttur. Isik sagilim tekniginde
15181 emiilsiyondan ge¢mesine izin verilir ve kirilma indisi degerinden damlacik boyut
dagilim 6l¢iiliir. Bu 6l¢iim bir parcacigin gelen 151k kirma seklinin damlacigin boyutuna

bagli olmasindan ileri gelmektedir (Saifullah vd. 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calisma boyunca kullanilan findik yagi, Karadeniz Bolgesi, Ordu ilinde hasat edilen
findiklardan findik yagi tiretimi yapan Cotanak Yag firmasindan temin edilmistir.
Findik yaglar1 analiz asamasina kadar -18 °C’ de, analiz siiresince de +4°C’ de

muhafaza edilmistir.

Analizlerde kullanilan monobazik sodyum fosfat, Tween 80, pepsin, domuz gastrik
musin tip 2, safra tuzu, lipaz Sigma-Aldrich; dibazik sodyum fosfat Riedel-de Haen;

peynir alt1 suyu izolat1 Hard Line Nutrition firmasindan satin alinmustir.

Kaba emiilsiyon olusturmak adina IKA T18 Basic ultra-turrax cihazi; ince emiilsiyon
olusumu i¢in ODTU Gida Miihendisligi Boliimii laboratuvarinda bulunan mikro
akiskanlastirma sistemi; nanoemiilsiyonlarin damlacik boyutu 6lgiimii i¢inse Malvern
Master Sizer 3000 cihazindan yararlanilmistir. Zeta potansiyeli dlciimleri ODTU
Merkez Laboratuvar (MERLAB) ’da hizmet alimi1 seklinde yaptirilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Emiilsiyon hazirlama

Su i¢inde yag (Y/S) emiilsiyonlari, %10 yag fazi1 (findik yag1) ve %90 su fazi (tampon
cOzelti + emiilgator) olacak sekilde karistirilmistir. Calismada dogal bir emiilgator
olarak peynir alt1 suyu proteini ve sentetik bir emiilgator olarak ise gida endiistrisinde
kullanilan Tween 80 kullanilmistir. Su faz1 ¢alismanin tamaminda kullanilacak olan
Tween 80 veya peynir altt suyu proteini icerigi %2 olacak sekilde, pH ’s1 7° ye
ayarlanmig, 10 mM tampon ¢ozelti icerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Peynir alti
suyu proteini analizden bir onceki giin tampon ¢ozelti igerisinde yaklasik 2 saat
karigtirilmis, 24 boyunca +4°C ’de buzdolabinda bekletilerek tam olarak hidrate olmasi

saglanmis ve ertesi giin analize baslamadan Once yine 2 saat karistirilarak oda
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sicakligina getirildikten sonra kullanmistir. Her bir analiz i¢in emiilsiyonlar taze olarak
iiretilmis, bekleme asamalarinda +4°C ’de muhafaza edilmistir. Emiilgator
konsantrasyonunun etkisinin incelendigi asama i¢in peynir alt1 suyu proteini ve Tween

80 konsantrasyonlar1 %0,50, %1, %2, %4 ve %8 olacak sekilde su fazlar1 hazirlanmistir.

Karigimlar hazirlandiktan sonra her biri ultra-turrax cihazinda 2 dakika boyunca
homojenlestirilerek kaba emiilsiyonlar hazirlanmistir. Elde edilen kaba emiilsiyonlar bir
sonraki asamada boyut kiiciiltme islemine tabi tutulmustur. Bunun i¢in mikro
akiskanlagtirma cihazindan yararlamilmistir. Farkli basing diizeylerinin ve gegis
sayilarinin emiilsiyon olusumu iizerine etkisinin arastirildig1 asama igin 4 kpsi, 6 kpsi, 8
kpsi, 10 kpsi, 12 kpsi ve 14 kpsi basinglar1 kullanilmis ve bunun yaninda 1-2-3-4-5-6-7
olmak iizere farkli ¢evrim sayis1 uygulanmistir. Her bir basingtaki 7 farkli gecis sayisi

sonrast emiilsiyon damlacik boyutlar1 ve zeta potansiyelleri 6l¢iilmiistiir.

Emiilsiyonlarin her biri liger tekerriir olarak hazirlanmistir. Boyut 6lgtimleri ise iki defa

tekrarlanmugtir.

3.2.2 pH’nin nanoemiilsiyon stabilitesine etkisi

Emiilsiyonlar %10 yag fazi (findik yag1) ve %90 su fazi (pH ’s1 7, 10 mM tampon
coOzelti icerisinde %2 peynir altt suyu proteini veya Tween 80) olacak sekilde taze
olarak dretilmistir. 50 mL ’lik santrifiij tiiplerine 10’ar mL olacak sekilde
emiilsiyonlardan eklenmistir. Her bir tiipte bulunan emiilsiyonlarin pH degerleri 2, 3, 4,
5, 6, 7 ve 8 olacak sekilde NaOH ve HCI kullanilarak pH metre ile ayarlanmistir.
Karistirma ve ayarlama kolayli§1 saglayan tiiplerden sonra pH degerleri ayarli olan
emiilsiyonlar cam tiiplere ilave edilmis ve 24 saat boyunca oda sicakliginda

bekletilmistir. 24 saatin ardindan emdiilsiyonlarin boyut dl¢iimleri gergeklestirilmistir.
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3.2.3 Sicakligin nanoemiilsiyon stabilitesine etkisi

%10 findik yagi, %2 peynir alt1 suyu veya Tween 80 iceren taze emiilsiyonlar
hazirlanmistir. Yalnizca sicaklik etkisi i¢in emiilsiyonlar cam tiiplere 10’ar mL olarak
ilave edilmistir. Ayn1 zamanda, tuz varliginda sicakligin etkisini de aragtirmak amaciyla
150 mM NaCl igerecek sekilde emiilsiyonlar sicakliga maruz birakilmistir. Bunun igin
1,5 M NaCl stok ¢ozeltisinden 1 mL, emiilsiyonlardan 9 mL olacak sekilde cam tiiplere
ekleme yapilmistir. Tiim tiipler 30-40-50-60-70-80-90°C olacak sekilde hazirlanmis
sicak su banyosunda 30’ar dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan emiilsiyonlar
oda sicakligina kadar sogutulmus, daha sonra 24 saat boyunca oda sicakliginda

bekletilmistir. Siirenin sonunda boyut dl¢iimleri gerceklestirilmistir.

3.2.4 Tuz iceriginin nanoemiilsiyon stabilitesine etkisi

Analiz Oncesinde taze olarak hazirlanan %10 findik yagi, %2 emiilgator igeren ince
emiilsiyonlar, 0, 100, 200, 300, 400 ve 500 mM NaCl derisimine sahip olacak sekilde
farkli konsantrasyonlarda NaCl stok ¢ozeltileri kullanarak hazirlanmistir. Cam tiiplerde
bu konsantrasyon hazirlamasi gerceklesen emiilsiyonlar yaklasik 15 saniye boyuna
vortekslenmis ve 24 saat boyunca oda sicakliginda beklemeye birakilmistir. Devaminda

boyut dl¢timleri yapilmstir.

3.2.5 In Vitro sindirim uygulamasi

Tween 80 ve peynir alt1 suyu proteini emiilgatorleri kullanilarak %2 emiilgator i¢eren
bir su faz1 ve %10 findik yag1 igeren yag fazindan olusan emiilsiyonlar taze olarak
hazirlanmistir. Hazirlanma asamasinda 12 kpsi basing uygulanmis ve 5 gegis sonrasi

emiilsiyonlar toplanmistir.

In vitro sindirim amaciyla, INFOGEST sindirim yontemi uygulanmistir (Brodkorb vd.
2019) . Agiz faz1 igin Oncelikle analizin 24 saat oncesinde yapay tiikiiriik test ¢ozeltisi

(YTTC), 0,75 g domuz gastrik miisin tip 2 iizerine 25 mL yapay tiikiiriik stok ¢ozeltisi
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eklenerek hazirlanmistir. Karisim gece boyunca karigtirilmistir. Sindirim asamasinda
Ornegin yag konsantrasyonunun %2 olmasi gerektigi icin Oncelikle emiilsiyonlar
seyreltilmistir. Seyreltilen 6rnekten 20 mL alinmis bir behere konulmus yine YTTC
’den de 20 mL alinip ikinci bir behere konularak her iki beher de 37 °C su banyosunda
15 dakika boyunca bekletilmistir. Siire sonunda YTTC ve Ornek birlestirilmistir. pH
degeri 6,8’e ayarlanmis ve inkiibator karistirictda 100 rpm ’de 10 dakika boyunca
karistirtlmigtir.  Stirenin sonunda agiz fazindan boyutu oOl¢iimii i¢in gerekli ornek

ayrilmstir.

Mide faz1 i¢in mide test ¢ozeltisi 0,08 g pepsinin tartilip tizerine 25 mL mide stok
¢ozeltisinin ilave edilmesiyle hazirlanmistir. Bu karisim kullanilmadan 6nce 30 dakika
boyunca manyetik karigtiricida karigtirilmig, ardindan 37 °C su banyosunda 15 dakika
boyunca bekletilmistir. 10 dakika karistirilmis olan agiz faz1 ¢ozeltisinden 20 mL
alinmis ve pH degeri 2,5 *e ayarlanmistir. Uzerine su banyosundan ¢ikarilan mide test
cozeltisinden 20 mL ilave edilmistir ve yeniden pH 2,5 ’e ayarlanmistir. Elde edilen
karisim c¢alkalamali inkiibatérde 100 rpm ’de 2 saat boyunca karistirilmistir. Siire
sonunda karigim alinarak mide fazi boyut 6l¢timii igin gereken 6rnek miktari ayrildiktan

sonra ince bagirsak fazina gecis yapilmistir.

Ince bagirsak fazinda sindirim pH stat cihazinda simiile edilerek yapilmustir. Bu faz i¢in
24 saat Onceden safra tuzlari hazirlanmigtir. Bunun i¢in 0,2 g safra tuzu c¢ozeltisi
tartilmis, tizerine pH 7 ’de fosfat tamponundan 3,73 mL ilave edilmistir. Coziinme
saglanana kadar kanistirllmis devaminda gece boyu buzdolabi sicakliginda
bekletilmistir. Ince bagirsak asamasindan 45 dakika once lipaz enzimi; 0,07 g lipazin
tartilmasi, tizerine 2,92 mL fosfat tamponu eklenmesi sekliyle hazirlanmis ve 30 dakika
boyunca manyetik karigtiricida  karigtirllmistir. pH stat cihazinda ince bagirsak
sindirimine baslamadan 15 dakika once 3,5 mL safra, 2,5 mL lipaz, 1,5 mL ince
bagirsak stok ¢ozeltisi cam tiiplere konularak 37 °C su banyosunda 15 dakika boyunca
bekletilmistir. 2 saat siire sonunda mide kimiisiinden 30 mL alinmis, pH degeri 6,95-
6,99 arasi olacak sekilde ayarlanmis ve ‘Metrohm 916 Ti-Touch’ pH stat cihazinda

sindirim i¢in yerlestirilmig, enzimler ilave edilmis ve 2 saat boyunca sindirime
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birakilmistir. Sindirim sonunda elde edilen faz 4000 rpm’de 45 dakika boyunca santrifiij

edilmis ve istte kalan misel fazi boyut 6l¢timii i¢in ayrilmustir.

3.2.6 Serbest yag asidi salinimi hesaplama

Emiilsiyon igerigindeki yag fazinin sindirimi, ince bagirsak asamasi esnasinda harcanan
NaOH iizerinden, salinan serbest yag asidi salinim diizeyinin hesaplanmasiyla

belirlenmistir. Bunun i¢in kullanilan sayisal formiil agagidaki gibidir;

100 X V(NaOH) x m(NaOH) x MW (Lipit)

% SYA =
& W (Lipit) x 2

V: Harcanan NaOH hacmi (L)
m: NaOH molaritesi (M)
MW: Yagin molekiil agirlig: (g/mol)

W: Sindirim sistemindeki yagin agirlig: (g)
3.2.7 Damlacik boyut dl¢iimleri

Caligmada yararlanilan Malvern Master Sizer 3000 cihazi, hammadde olan findik yagi
icin refraktif indeks ve yogunluk gibi degerlerin cihazin programina islenmesiyle, statik
151k dagilimi ve Mie teorisi ilkelerine dayali olarak 6lgiim yapmistir. Her bir emiilsiyon

Ornegi i¢in boyut dl¢iimii 2 kez olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.8 Zeta potansiyel ol¢iimleri

Ornekler uygun formda hazirlandiktan sonra ODTU MERLAB laboratuvarlarinda
Olctimler yaptirilmistir. Bunun i¢in 6rnekler 6nceden, 0,5 mL hazirlanan emiilsiyon ve 2
mL tampon ¢ozelti olacak sekilde seyreltilerek dl¢lime gonderilmistir. Mide fazi i¢in pH

2,5 degerinde, diger fazlar iginse pH 7 degerinde tampon ¢ozeltiler kullanilmistir.

Istatistiksel degerlendirme icin IBM SPSS Statistics 20 programi kullanilarak, ANOVA
testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan ¢alisma kapsaminda nanoemiilSiyon olusturma teknigi olan mikro
akigkanlastirma sisteminin  basing ve devir sayisinin, emiilgator tipi  ve
konsantrasyonunun ve c¢evresel kosullarin (pH, sicaklik ve iyonik etki) findik yagi
nanoemiilsiyonlarmin fiziksel kararliligina olan etkileri incelenmis ayn1 zamanda farkli
emiilgator igeriginin viicutta lipit sindirimi iizerine tesiri arastirilmis ve sonuglar elde

edilmistir.

4.1 Mikro-Akiskanlastirma Kosullarinin EtKisi

Taze olarak hazirlanan kaba emiilsiyonlar ultra-turrax cihaziyla homojen forma
getirildikten sonra 4 kpsi, 6 kpsi, 8 kpsi, 10 kpsi, 12 kpsi ve 14 kpsi basinglar, her bir
basing icin 1-2-3-4-5-6-7 gecis olacak sekilde uygulanmistir. Buna bagli olarak hangi
basincin ve kaginci gegis sayisinin ideal ve miimkiin olan en kii¢iik damlacik boyutunu
verdigi gozlenmistir. Emiilsiyonlarin 6lgiilen damlacik boyutlart Sekil 4.1 ’de ifade
edilmistir. Sekil 4.1°deki veriler incelendiginde, en kiiclik damlacik boyutuna 14 kpsi ve
12 kpsi basingta ve 5., 6. ve 7. gegislerde ulasildigi goriilmektedir. Buradan hareketle
uygulanan basing ve ge¢is sayisinin damlacik boyutunda kii¢lilme sagladigi sonucuna
ulagilabilmektedir. Benzer bir ¢alisma olarak Chen ve McClements (2010)’in suda misir
yag1 emilsiyonlarinin damlacik boyutlar iizerine yiiksek basing homojenizasyonunun
ve sodyum kazeinat, Tween 20, B-lactoglobulin emiilgatorlerinin etkisi incelenmis,
sonucta 14 kpsi’da en kiiciik damlacik boyutu elde edilmistir. Yapilan tez ¢aligmasinda
ise 14 kpsi ve 12 kpsi ¢ok benzer, yer yer ayni sonuglar vermistir. 14 kpsi ve 12 kpsi
basingta ve 5., 6. ile 7. ge¢islerde birbirine ¢ok yakin damlacik boyutlar: elde edildigi
icin bundan sonraki asamalarda 14 kpsi ve 12 Kpsi basingta 5 gecis olacak sekilde

calisilmaya karar verilmistir.
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Sekil 4.1 Mikro-akiskanlastirma basincinin ve gegis sayisinin, %2 peynir alt1 su
g y pey yu
proteini iceren su i¢inde agirlikga %10 findik yagi nanoemiilsiyonlarinin
ortalama damlacik ¢ap1 (dsy) lizerine etkisi

Verilerin Log ¢apima kars1t Log basincin ¢izilmesi ile yeterli emiilgatér varliginda bu
ikili arasinda dogrusal bir iliski olacag: belirlenmistir (Sekil 4.2). Yaklasik 0,57’lik bir
egim ile artan Log (P/kpsi) degerine karsilik Log (d/nm) degerinde dogrusal bir azalma
gozlenmistir. Bu da, literatiir verilerinde oldugu gibi (Hakansson vd. 2009), Log (d/nm)
ile Log (P/kpsi) arasindaki egimin yaklasik 0,6 olmasi gerekliligini desteklemektedir.
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Sekil 4.2 Mikro-akigkanlastirma basincinin 6 gegis sonrasi, %2 peynir alt1 suyu proteini
iceren su iginde agirlikca %10 findik yagi nanoemiilsiyonlarinin ortalama
damlacik ¢ap1 (d3y) iizerine etKisi

Sabit basing (14 kpsi) altinda mikro-akigskanlastiricidan gegis sayisinin damlacik
boyutuna etkisi Sekil 4.3’ te gosterilmistir. Buna gore parcacik boyutu dagiliminin
genisligi, artan gecis sayisi ile onemli olglide azalmaktadir. Dar bir pargacik boyut
dagilimi elde etmek icin yiiksek basing altinda fazla sayida gecisin daha avantajhi
olacagi sonucuna vartlmistir. Dar bir pargacik boyut dagilimi sistemdeki parcaciklarin
caplarmin birbirine yakin oldugunun bir gdstergesidir. Chen ve McClements (2010)’in
caligmasinda da partikiil boyut dagilimi genigliginin, artan gecis sayis1 ile azaldigi

belirlenmis ve tez ¢calismasini destekleyici sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.3 Gegis sayisinin, %2 peynir alt1 suyu proteini iceren su i¢inde agirlik¢a %10
findik yag1 nanoemiilsiyonlariin ortalama damlacik boyut dagilimina etkisi
(14 kpsi basingta)
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Sekil 4.4 Damlacik ¢apina karsi, farkli protein konsantrasyonu verilerinden Tween 80
emiilgatoril yilizey yiikiinii belirlemek i¢in kullanilan yontem 6rnegi

Emiilgator yiizey yiikii belirlemek amaciyla Tween 80 emiilgatoriine uygulanan yontem
araciligiyla ¢izilen grafik egimi kullanilarak yilizey yiizii hesaplanmistir (Sekil 4.4).
Tween 80 emiilgatoriine yilizey yiikii degeri 1,2345 mg/m? olarak belirlenmistir. Bu
deger Kharat vd (2018)’nin kurkumin yiiklii suda yag emiilsiyonlarinda emtilgator tipi
ve konsantrasyonunun etkisini inceledikleri ¢aligmalar1 ile benzer degerler gostermis,

Tween 80 yiizey yiikii sonuglar1 tez ¢alismasi ile paralellik sergilemistir.
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4.2 Emiilgator Seciminin Etkisi

Calismanin bu kisminda tiim emiilsiyonlarin olusumunda 14 kpsi basing ve 5 gecis
sayist sabit tutulmustur. Her bir emiilgator ¢ozeltisi %0,5, %1, %2, %4 ve %8
konsantrasyonlarinda hazirlanmis ve kaba emdiilsiyonlar elde etmek amaciyla ultra-

turrax cihazi ile 2 dakika boyunca homojenlestirilmistir.
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Sekil 4.5 Emiilgator tipi ve konsantrasyonunun, 14 kpsi basing altinda 5 gecis
uygulanan su i¢inde agirlikca %10 findik yagi nanoemdiilsiyonlarinin
ortalama damlacik ¢ap1 (dsy) tizerindeki etkisi
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Yapilan calisma sonunda elde edilen bulgular Sekil 4.5 ’te verilmistir. Sonugclar,
emiilgator tipi ve konsantrasyonunun damlacik boyutu iizerinde oldukga etkili oldugunu
gostermektedir. Buna gbére peynir alti suyu proteini icin %1’den yiiksek
konsantrasyonlarda birbirine yakin damlacik boyutlar1 elde edilmistir. Tween 80’in
%?2’ye kadar kullaniminda ise damlacik boyutlarinin 6nemli diizeyde azaldig1 ve peynir
altt suyu proteinine gore daha diisiik parcacik boyutlart olusturabilecegi, buna karsin
daha yiiksek Tween 80 konsantrasyonunun damlacik boyutuna etkisinin daha diisiik
oldugu gozlenmistir. Ozturk vd. (2015a)’nin E vitamini-asetat ilaveli suda portakal yagi
emiilsiyonlarinin stabiliteleri iizerine peynir altt suyu proteini ve arap zamki
emiilgatorlerinin etkisini inceledikleri c¢aligsmalarinda, peynir alti suyu proteini ile
hazirlanan emiilsiyonlarin damlacik boyut egilimleri tez ¢aligmasini destekler nitelikte
olmustur. Bu ¢alismada da 6zellikle %1 emiilgator konsantrasyonu ile damlacik boyutu
ani bir azalmaya ugramis ve artan emiilgatdr konsantrasyonu ile de azalma devam
etmistir. Benzer sekilde, Kharat vd. (2018) kurkumin ilaveli, suda orta zincirli trigliserid
yagl emiilsiyonunun stabilitesi {lizerine farkli emiilgatér konsantrasyonlarinin etkisi
incelemistir. Arap zamki, saponin, Tween 80 ve kazeinat emiilgatér olarak
kullanilmistir. Sonu¢ olarak damlacik boyutu iizerine Tween 80 emiilgatorii i¢in tez
caligmas1t ile paralel sonuclar elde edilmistir. Aynm sekilde %1 ve %2
konsantrasyonlarda damlacik boyutlarinda ani azalmalar gbzlenmis, devaminda ise
thmal edilebilecek diizeyde boyut azalmalarina rastlanmigtir. Bu sonuglar da tez

caligmasini destekler nitelikte olmustur.

4.3 Cevresel Kosullarin Nanoemiilsiyon Stabilitesine Etkisi

4.3.1 pH etkisi

Hazirlanan emiilsiyonlar farkli pH degerlerine ayarlandiktan ve deney siselerinde 24
saat bekletildikten sonra fotograflanmis ve boyut 6l¢iimleri yapilmistir. Sekil 4.6 *da
goriilecegi iizere damlacik boyutu pH 2, 3, 4, 6, 7 ve 8 degerlerinde benzer iken, pH 5
degerinde artig gostermistir. Emiilsiyonda ise jel yapida bir olusumun meydana geldigi
gozlenmistir. Bu farklilik aminoasitlerin karakteristik birer 6zelligi olan izoelektrik

nokta tanimindan ileri gelmektedir. Bu noktada aminoasitlerin asidik ve bazik
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ozelliklerinin yaklasik denk olmasi nedeniyle nétral aminoasitlerin gelisimi s6z
konusudur. Peynir altt suyu proteini igin izoelektrik nokta olan pH 5 degerinde
damlaciklarda kremalasma yatkinligi, dolayisiyla damlacik boyutunda biiyiime
g6zlenmistir (d=6,6 pm). Charoen vd. (2011) de yapmis olduklari ¢alismada suda piring
kepegi yagi emiilsiyonlari olusturarak bu emiilsiyonlarin stabiliteleri {izerine arap
zamki, peynir alti suyu proteini ve modifiye nisasta emiilgatorlerinin etkisinin
incelemisler ve benzer sonuglar elde ederek pH 5 disindaki degerlerde damlaciklarin iyi
stabilitede olduklarin1 ifade etmistir. Bu kararlilik, proteinlerin izoelektrik noktadan
uzakta bir pH degerine sahip olmalarina dolayisiyla yiiksek elektrik yiikleri nedeniyle
nispeten giiglii elektrostatik itmeye atfedilmistir.

Tween 80 ile stabilize edilen emiilsiyonlarda ise herhangi bir damlacik topaklanmasi
gbzlenmemis, tiim pH araliginda kremalagmaya kars1 bir stabilite belirlenmistir. Buna
bagl olarak izoelektrik noktanin aminoasit bilesenlerince karakteristik bir Ozellik

oldugu dogrulanmustir.

Sekil 4.6° ya gore zeta potansiyel sonuglari incelendiginde emiilgator olarak peynir alti
suyu proteini kullanilan emiilsiyonlarda elektrik yiikiiniin, izoelektrik noktanin (pI=5)
altinda olduk¢a pozitif; lizerinde ise oldukca negatif degerler verdigi gozlenmistir. Bu
noktada sdylenebilir ki peynir alt1 suyu proteini, olusturdugu ince ara yiizey tabakalari
nedeniyle pH 5 degerinde iken ortamda elektrostatik itme giicii yerine Van der Waals
kuvvetleri hakim olmakta ve bu da damlacik topaklanmasina sebebiyet vermektedir
(Ozturk vd. 2015a). Tween 80 ise, damlacik etrafinda kalin hidrofilik tabaka
olusturabilme kabiliyeti sayesinde emiilsiyonlar1 temelde sterik itme giicli ile stabil
etmistir. Zeta potansiyel degisimleri, damlacik boyutunda oldugu gibi Tween 80 igin
yiiksek diizeylerde olmamustir.
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Sekil 4.6 pH’nin,%?2 emiilgatdr, %10 findik yagi iceren ve 12 kpsi basingta 5 gegis ile
hazirlanan nanoemiilsiyonlarin (a) ortalama damlacik boyu (ds;) ve (b) zeta
potansiyeli lizerine etkisi.
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4.3.2 Sicaklik etkisi

Taze olarak hazirlanan emiilsiyonlar gerekli sicakliklarda (30-90°C) 30’ar dakika
boyunca bekletilmis daha sonra oda sicaklifina sogutulup 24 saat bu sicaklikta
birakilmistir. Uygulanan siirenin sonunda Tween 80 ve peynir alti suyu proteini igin
farkli damlacik boyutlar1 gézlenmistir ancak, sicakliga bagli bir boyut degisimi her iki
emiilgatorde de belirlenmemistir (Sekil 4.7). Yine benzer sekilde higbir jellesme veya
kremalagsma etkisi de gézlenmemistir. Yine zeta potansiyel sonuglart da Sekil 4.7 *de
gozlendigi tizere sicakliga bagli olarak bir degisime ugramamistir. Bu sonuglar Ozturk
vd. (2015a)’nin e vitamini-asetat ilaveli suda portakal yagi emiilsiyonlarinin stabiliteleri
lizerine peynir alt1 suyu proteini ve arap zamki emiilgatorlerinin etkisini inceledikleri

calismalarinda sicaklik uygulamasina oldukca benzer olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.7 Sicakligin, %2 emiilgator, %10 findik yagi iceren ve 12 kpsi basingta 5 gecis
ile hazirlanan nanoemiilsiyonlarin (a) ortalama damlacik boyu (ds;) ve (b)
Zeta potansiyeli lizerine etkisi
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4.3.3 Tuz Varhginda Sicakhigin EtKisi

Taze olarak hazirlanan emiilsiyonlar 150 mM NaCl konsantrasyonuna sahip olacak sekilde
ayarlandiktan sonra gerekli sicakliklarda (30-90°C) 30’ar dakika boyunca bekletilmis daha
sonra oda sicakligina sogutulup 24 saat bu sicaklikta birakilmistir. Bu uygulama sonunda
peynir alt1 suyu proteini igeren emiilsiyon i¢in damlacik boyutu biiyiikligi, 70 °C ve
tizerinde artis gostermeye baslamis, yine bu sicaklikla beraber zeta potansiyel sonuglari da
degisim gostermistir (Sekil 4.8). Ozellikle 80 °C ve 90°C sicakliklarda emiilsiyon iist
yiizeyinde kopiiklenmeler olusmustur. Peynir alti suyu proteini igeren emiilsiyon 6rnegi
90°C sicaklik uygulamasinin ardindan diiz bir zemine dokiildiiglinde emiilsiyon yapisinda
parga parca topaklanmalar gézlenmistir. Chanamai ve McClements (2002) calismalarinda,
peynir alti suyu proteini, arap zamki ve modifiye nisasta emiilgatorleri kullanilarak
hazirlanmis suda soya fasiilyesi yagi emiilsiyonlar iizerine pH, CaCl, ve sicaklik etkilerini
incelemistir. Elde edilen sonuglara gére 70 °C ve iizerinde protein yapisinda meydana gelen
acilmayla beraber emiilsiyon damlacigiin yiizeyindeki hidrofobik etkinin arttig1 ve bunun
da yapida pihtilasma goriilmesine neden oldugu ifade edilmistir. Elde edilen sonuglar bu
sebebe atfedilerek calisma ile paralelligi belirlenmistir. Ozturk vd. (2015a)’nin yaptiklari
benzer bir ¢aligmada da olusan bu damlacik biiyiimesi peynir alti suyu proteini iceren
sistemlerin yag damlaciklarinin yiizeyinde tuz varhiginda, termal denatiirasyon
gergeklesmesine atfedilmistir. Ancak, Ozturk vd. (2015a)’nin elde ettigi sonuglara gore 60
°C’ den itibaren emiilsiyon damlacik biiyimesi ¢ok yiiksek diizeylere g¢ikmisken; tez

calismasi sonuglarinda bu kadar yiiksek damlacik boyutlar1 elde edilmemistir.

Diger taraftan Tween 80 emiilsiyonlarmin hi¢bir sicaklik asamasinda yiiksek farklilikta
damlacik boyutlar1 elde edilmemis, zeta potansiyel degerlerinde belirgin farklilik
gozlenmemistir (Sekil 4.8). Yine bu emiilsiyonlarda kremalasma veya topaklanma
olugsmamistir. Tween 80 emiilgatorii, tuz ve sicaklik gibi ¢evresel etmenlere karsi oldukca
stabil emiilsiyonlar olusturabildigi soylenebilir. Bu sonuglar Tween 80 ile elde edilen
emiilsiyonlarin damlaciklar1 arasindaki yiiksek sterik itme giiciine atfedilebilmektedir. Wu
vd. (2017) calismlarinda benzer sekilde, peynir alt1 suyu proteini, Tween 80, arap zamki ve
lesitin emiilgatorleri ile hazirlanan, kurkumin ilave edilmis suda orta zincirli trigliserid yag
emdiilsiyonlar iizerine ¢evresel kosullarin etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore,

Tween 80 stabil bir damlacik boyutu sergileyerek, tez ¢alismasini desteklemistir.
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Sekil 4.8 Sicaklikla beraber 150 mM NaCl konsantrasyonunun, %2 emiilgator, %10
findik yag1 iceren ve 12 kpsi basingta 5 gecgis ile hazirlanan
nanoemiilsiyonlarin (a) ortalama damlacik boyu (ds;) ve (b) zeta potansiyeli
tizerine etkisi
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4.3.4 Tuz Iceriginin Etkisi

Olusturulan emiilsiyonlar 0-500 mM konsantrasyonlarda NaCl icerecek sekilde
hazirlanmis ve 24 saat boyunca bekletilmistir. Elde edilen damlacik boyutu sonuglari
Sekil 4.9°da gozlenmektedir. Peynir alti suyu proteini ile olusturulan emiilsiyon
orneklerinde artan NaCl konsatrasyonu ile damlacik boyutunda da az diizeylerde de olsa
( 0 mM igin ~ 300 nm iken; 500 mM igin ~ 400 nm) artis gozlenmistir. Buna bagl
olarak zeta potansiyel verileri incelendiginde, tuz ilavesiyle beraber peynir alti suyu
proteini kapli olan damlaciklarin negatif yiik degerlerinde bir miktar azalma
gozlenmistir. Chanamai ve McClements (2002)’1n yapmis olduklart ¢caligmada da peynir
alt1 suyu proteini i¢in benzer sonuglar elde edilmis ve zeta potansiyelde meydana gelen
bu azalma elektrostatik perdeleme ve iyon baglama olmak iizere iki etkiye atfedilmistir.
Ayni  zamanda zeta potansiyel iizerindeki bu gelisimin bazi proteinlerin
cozlinlirliigliniin, artan tuz icerigi ile artmasina; dolayisiyla protein molekiilleri
arasindaki ¢ekici etkilesimlerin azalmasina neden olan ‘tuzla ¢éziinme’ etkisinden ileri
gelebilecegi de belirlenmistir (Aluko ve Yada 1995). Damlacik boyutlarinda meydana
gelen hafif biiylime ise tuz ilavesinin peynir alt1 suyu proteini ilaveli emiilsiyonlarda
kremalagsmaya yatkinlhig1 artirdig1 ancak, damlacik boyut 6l¢limii sirasinda uygulanan
karistirma ile de bir miktar boyutlar azalttigi bu sayede boyut degerlerinin birbirine
yakin olduguna atfedilmistir. (Ozturk vd. 2015a). Emiilsiyonlarin fiziksel olarak

goriinlislerinde gozle goriiliir bir farklilik veya topaklanma belirlenmemistir.

Tween 80 ile olusturulan emiilsiyonlar ise artan tuz konsantrasyonlarina karsi oldukca
stabil kalarak boyut degisimi olusturmamistir. Bu da Tween 80’in damlacik
yiizeylerinde daha kalic1 tabakalar olusturdugu ve bu sayede herhangi bir denatiirasyona
sebebiyet vermediginin ortaya koymustur. Benzer sekilde emiilsiyonlarin higbirinde
gorsel bir farklilik belirlenmemistir. Wu vd. (2017) de yapmis olduklar1 ¢alismada
paralel sonuclar elde etmis, hem peynir alti suyu proteini hem de Tween 80 ile
hazirlanan emiilsiyonlar i¢in degisen tuz konsantrasyonu ile ihmal edilebilir diizeylerde
damlacik boyutu farkliliklar1 gozlenmistir. Bu sonuglar da tez calismasini destekler

nitelikte olmustur.
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Sekil 4.9 Farkli konsantrasyonlarda tuzun, %2 emiilgator, %10 findik yag: iceren ve 12
kpsi basingta 5 gecis ile hazirlanan nanoemdiilsiyonlarin (a) ortalama damlacik
boyu (ds;) ve (b) zeta potansiyeli iizerine etkisi
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4.3.5 In Vitro sindirim uygulamasi

Hazirlanan ince emiilsiyonlar in vitro sindirime maruz birakilarak her bir faz sonrasi
(baglangig, agiz fazi, mide fazi, ince bagirsak sonrasi misel fazi) damlacik boyutlari
Olclilmiistiir. Baslangicta Sekil 4.10°da goriilecegi lizere Tween 80 emiilgatori ile
hazirlanan emiilsiyonlar peynir alt1 suyu proteini ile hazirlanan emiilsiyonlara gore daha
kiiciik damlacik caplar1 sergilemistir (p<0,05). ilk olarak agiz fazinda gdzlenen hafif
artis 6zellikle peynir alt1 suyu proteini ile stabilize edilmis emiilsiyonlar i¢in damlacik
kiimelenmesini ifade etmektedir. Damlacik kiimelenmesinin daha 6nce yapilan sindirim
modellerinde de kiimelenmelere sebebiyet veren simiile edilmis tikirtikteki miisin
varligina bagli olarak meydana gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Sarkar vd. 2009a).
Meydana gelen damlacik boyutu biiyiimesine sebep olan bir diger neden ise, kismen
elektrostatik perdeleme etkilerinden ileri gelmistir. Yani negatif yiiklii yag damlacig
yiizeyleri etrafinda pozitif yiikli iyonlarin birikmesinin bir sonucu olduguna

atfedilmistir (Dickinson 2010; Ozturk vd. 2015).

Peynir alt1 suyu proteini i¢in elde edilen sindirim sonras1 damlacik boyutlar1 benzer bir
calisma olan Gumus vd. (2017)’nin aragtirmalarina gore paralel olarak elde edilmistir.
Calismaya gore peynir altt suyu proteini ile hazirlanan emdiilsiyonlar baslangi¢ fazi
sonrasi yukarida atfedilen sebeplere bagli olarak agiz fazinda damlacik biiylimesine
maruz kalmistir. Mide fazinda daha da yiiksek degerlere ¢ikan damlacik boyutlari ince

bagirsak asamasinda diisme egilimi gostermistir.

Mide fazi sonrasinda yapilan 6l¢iimlerde Tween 80’e gore peynir alt1 suyu proteinin
stabilitede daha az etkili oldugu sonucuna ulasilmistir. Tween 80 ile hazirlanan
emiilsiyonlarda da farkli sebeplerle gbzlenen bir artis mevcutken (ds;~1,06 um) bu artis
peynir altt suyu proteini i¢in ¢ok yiiksek degerlerde olmustur (ds;;~5,55 um). Mide
fazinda gozlenen damlacik boyut artiglar1 bir seri nedene baglanabilmektedir. Bu
noktada ilk destekleyici neden mide sivisinda bulunan pepsin enziminin damlaciklar
etrafindaki protein kaplamasii kismen hidrolize ugratmasi1 olmustur. Bu sebeple ara
yiizey tabakasinin kalinliginda ve yiikiinde meydana gelen bir degisim s6z konusu

olmustur. Bu degisime bagli olarak damlaciklar arasi sterik ve elektrostatik itme
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azalmistir (Gumus vd. 2017). Bir diger nedense simiile edilen tiikiiriik sivisinda bulunan
anyonik miisin molekiillerinin asidik mide sivilarinda katyonik protein kaph

damlaciklarin kopriilenme flokiilasyonuna sebebiyet vermesidir (Sarkar vd. 2009b).

Ince bagirsak asamasinda sindirim sonrasi elde edilen boyutlarda ise her iki emiilgator
ile hazirlanan emiilsiyonlarda da damlacik boyutu mide fazina gore diismiis ancak,
baslangi¢ fazina oranla biiyiime sergilemistir. Bu noktada Tween 80 ile hazirlanan
emiilsiyonlarin ince bagirsak fazi sonrasi misel asamasinda sahip oldugu boyut
(d32~2,51 pum), peynir alt1 suyu proteini ile hazirlananlara gore daha yiiksek (d32~1,94
um) olmustur ancak istatistiksel olarak bir fark s6z konusu degilidir (p>0,05). Bu
asamada gozlenen boyut degisimi mineral iyonlari, safra tuzlari veya proteinler gibi ince
bagirsak sivilar igindeki diger bilesenlerle damlacik etkilesimlerine bagli olarak
topaklanmaya olan tesvike atfedilmistir. Diger yandan lipit sindirimi sirasinda
olusabilecek bir uzun zincirli yag asidinin de ¢oziinmez kalsiyum sabunlarinin
olusmasina sebebiyet verebilecegi belirtilmistir (Ozturk vd. 2015b). Benzer sonuglar
Sislioglu vd. (2020)’nin suda musir yagi emiilsiyonlarinin in vitro sindirimi iizerine
Candelilla bitkisinden elde edilen mumun etkisinin incelendigi ¢alismada da elde
edilmistir. Ince bagirsak fazinda nispeten biiyiik gelen damlacik boyutlari, sindirimin
ardindan numunelerde sindirilmeden kiimelenmis lipit nanopartikiilleri veya kalsiyum

sabunlar1 gibi gesitli kolloidal tiirlerin varligina atfedilmistir.
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Sekil 4.10 Simiile edilmis gastrointestinal modelin, %2 emiilgator (Tween 80 ve peynir
alt1 suyu proteini), %10 findik yag: iceren ve 12 kpsi basingta 5 gegis ile
hazirlanan nanoemiilsiyonlarin ortalama damlacik ¢api (ds2) tizerine etkisi

Farkl kii¢iik harfler (a, b, ¢) ayn1 emiilgatorlerle hazirlanan emiilsiyonlarin farkli fazlarini (p<0,05); farkli
biiyiik harfler (A, B) ise aym fazlarda farkli emiilgatorlerle hazirlanan emiilsiyonlar1 (p<0,05) temsil eder

Sekil 4.11°de goriildiigii iizere tiim fazlarda negatif yilizey potansiyeli gdzlenmekteyken
bu durum mide fazinda pozitife dogru bir artis gdstermektedir. {lk olarak baslangi¢ fazi
ele alinacak olursa bu noktada peynir alt1 suyu proteini ile stabilize edilen 6rnekler ~ 45
mV ile yiiksek negatif ylizey yiikiine sahip ancak, iyonik olmayan bir emiilgatér olan
Tween 80 ile stabilize edilen 6rnekler ~ 10 mV gibi daha az negatif bir deger

sergilemektedir. Baslangi¢ asamasinin ardindan peynir alt1 suyu proteini ile hazirlanan
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emiilsiyonlarda damlacik boyutunda meydana gelen azalma simiile edilmis tiikiiriikteki
tuzlarin neden oldugu elektrostatik perdeleme veya miisin molekiillerinin damlaciklarin
arayiizine emilimine atfedilmistir (Ozturk vd. 2015b). Bu olayin Tween 80 igin tersi
egilimde olmasi Tween 80 emiilgatoriiniin sagladigi ara yilizey kararliligi olarak

belirlenmistir.

Mide fazinda her iki emiilgatorle hazirlanan emiilsiyonlarda biiyiik oranda negatif yilizey
yiikii azalmast gozlenmistir. Burada peynir altt suyu proteini ile hazirlanan
emiilsiyonlarda ~ -2,71 mV zeta potansiyel Ol¢iilmiisken; Tween 80 ile hazirlanmis
emiilsiyonlarda ~ -6,80 mV Ol¢iim gerceklestirilmistir. Mide yapisinin sahip oldugu
diisik pH araligr (pH 2,5) oldukga asidik 6zellik tasimaktadir. Bu diisiik pH araligi
kullanilan protein yapili emiilgatorlerin izoelektrik noktalarinin ¢ok altinda kaldig: i¢in
damlaciklar negatif yiiklerini kaybetme egilimine ge¢mektedir (Chang vd. 2015).
Gergekten de, mide fazinda peynir alti suyu proteini ile stabilize edilen 6rnekler sifira
yakin hafif negatif yiike sahiptir. Yapilan 6n denemelerde yalnizca peynir altt suyu
proteini ¢ozeltisinin in vitro analiz sonuglarinda da mide fazinin zeta potansiyel degeri
benzer sekilde, yani hafif negatif yiike sahip sekilde elde edilmistir. Sarkar vd. (2017),
peynir alti suyu proteini ve selilloz nanokristal tozu kullanarak su iginde yag
emiilsiyonlar1 hazirlamis ve emiilsiyonlarin in vitro sindirim modellemesinin
gerceklestirmistir. Calismanin sonucunda elde edilen zeta potansiyel verileri, tez
caligmas1 ile paralel olarak hafif negatif veriler sergilemistir. Mide fazinda zeta
potansiyelde gézlenen bu degisim, yag molekiillerinin daha diisiik molekiil agirlikli olan
peptidlere sindirilmesinden sonra yag-su arayiizeyindeki viskoelastik protein
tabakasinin zayiflamasina atfedilmistir. Bir diger neden ise, mide fazinda ytiksek asidik

ortamin bazi1 anyonik gruplarin protonasyonuna yol agmasi olarak yorumlanmistir

(Sislioglu vd. 2020).

Ince bagirsak misel fazinda negatif yiik diizeyinin yeniden artisa ge¢mesi ise farkli
sebeplere baglanabilmektedir. {lk olarak, pH’nin yeniden artis1 (pH 6-7,5) molekiillerin
yeniden negatif yiikle yiiklenmesini saglamistir. Diger yandan trigliseritlerin lipit
sindirimi esnasinda anyonik serbest yag asitlerini olusturmasi yiizey yiikiiniin negatif

yonde artisina katkida bulunabilmektedir. Benzer sekilde negatif yonde artis gosteren bu
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gelisim, anyonik fosfolipitler, safra tuzlar1 ve serbest yag asitleri i¢eren partikiillerden
olusan ince bagirsak misel fazinin giiclii bir negatif yiike sahip olmasina atfedilmistir

(Chen vd. 2012; Yang ve McClements 2013).
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Sekil 4.11 Simiile edilmis gastrointestinal modelin, %2 emiilgatér (Tween 80 ve peynir
alt1 suyu proteini), %10 findik yag1 iceren ve 12 kpsi basingta 5 gecis ile
hazirlanan nanoemiilsiyonlarin zeta potansiyel degerleri iizerine etkisi

Farkli kii¢iik harfler (a, b, ¢) aym emiilgatorlerle hazirlanan emiilsiyonlarin farkli fazlarmi (p<0,05);
farkli bilyilk harfler (A, B) ise aymi fazlarda farkli emiilgatérlerle hazirlanan emiilsiyonlari

(p<0,05) temsil eder
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Gida emiilsiyonlarmin viicutta biyosaliniminin en etkin diizeyde olmasi igin lipit
sindirimi hizlarmin bilinmesi gerekli goriilmektedir. Bu amagla taze olarak hazirlanan
emiilsiyonlarin pH stat kullanimiyla simiile in vitro sindirimin ince bagirsak fazi
sonunda serbest yag asidi salinim hizlar1 ve diizeyleri belirlenmistir. Sekil 4.12’de de
gozlenecegi lizere ince bagirsak sindirim fazinin ilk 8-9 dakikasi boyunca ¢ok hizli
gerceklesen  sindirim ile beraber lipit sindirimi yaklastk %85 oraninda
gergeklestirilmistir. Bu slire¢ devaminda sindirim diizeyi daha yavas sekilde artmis ve
mevcut lipit sindirimi Tween 80 ile hazirlanan emiilsiyonlar i¢in ortalama %88; peynir
alt1 suyu tozu ile hazirlanan emiilsiyonlar iginse ortalama %90,5 olarak son bulmustur.
Suda balik yagi emiilsiyonlariin in vitro sindiriminde, farkli emiilgatdr (Tween 80,
peynir alt1 suyu tozu, lesitin ve kazeinat) kullanimmin etkisinin incelendigi ¢alismaya
gore, hem peynir altt suyu hem de Tween 80 emiilgatorii ile stabilize edilen
emiilsiyonlarin serbest yag asidi salinimi tez ¢alismasiyla paralel olarak elde edilmistir

(Chang ve McClement 2016).

Sonucta farkli emiilgator tiirleri ile stabilize edilen findik yagi nanoemiilsiyonlarinin
sindirilebilirliginde 6nemli bir farklilik gozlenmemekte, aksine oldukga yiiksek
paralellik sergilenmektedir. Lipazlara maruz kalinan lipit fazinin yiizey alaninin
artmasindan dolay1 emiilsiyonlardaki lipit sindirim oraninin damlacik boyutunun
kiiglilmesiyle arttig1 bilinmektedir (Golding ve Wooster 2010; Salvia-Trujillo vd. 2013).
Baglangicta da yakin damlacik ¢aplarma sahip olan Tween 80 ve peynir alti suyu
proteini ile stabilize edilen 6rneklerin serbest yag asidi (SYA) salinim hizlarmin bu
denli paralel olmasi bu agiklamaya atfedilebilmektedir. Lipazin sistemlerdeki

triagilgliserol molekiilleri ile temas etme yetenegi her iki sistem i¢in de benzerdir.
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Sekil 4.12 Simiile edilmis ince bagirsak kosullarina maruz kalan, %2 emiilgator (Tween
80 ve peynir alt1 suyu proteini), %10 findik yag: iceren ve 12 kpsi 5 gegis ile
elde edilen nanoemiilsiyonlardan serbest yag asidi (SYA) salinimi

47



5. SONUC

Genis capli arastirmalara heniiz konu olamamis olan findik yagi nanoemiilsiyonlari ve
bu nanoemiilsiyonlarin kararliligi ile in vitro sindirim sisteminde gosterdigi serbest yag
asidi dagiliminin incelenmesi, tez ¢alismasinin temel hedefi olmustur. Tiirkiye’nin yillik
olarak en yiiksek tiretim hacmine sahip oldugu findik ve ondan iiretilen findik yagi
lizerine kapsamli bir ¢aligma yaparak bunu kaynaklara katmak amaglanmistir. Bu
kapsamda yag emiilsiyonlar1 mikro akiskanlastirma teknigi ile elde edilmis ve Tween 80
ile peynir alt suyu proteini olmak tizere iki farkli emiilgatér madde ile stabilize

edilmistir.

[Ik olarak emiilsiyon eldesinde kullanilan mikro akiskanlastirici basinci ve gegis
sayisinin damlacik boyutu iizerine etkisi arastirilmistir. Bu analizde dogal olmasi
nedeniyle tercih sebebi olan peynir alti suyu proteini emiilgatorii kullanilarak
emiilsiyonlar hazirlanmistir. Yapilan ¢alismaya gore, nanoemiilsiyon stabilitesi i¢in en
ideal sonu¢ olan kiiclik damlacik boyutlarina 12 ve 14 kpsi basinglarda ve 5, 6, 7.
gegcislerde ulasilmaktadir. 14 kpsi ve 5 gecis sonucu olusan d3,=302 nm damlacik
boyutu nanoemiilsiyon stabilitesi i¢in ideal bir boyut olarak kabul edilmistir. Verilerin
Log capimna karsi Log basincin grafigi, yeterli emiilgatér varliginda bu ikili arasinda

dogrusal bir iligki oldugunu g6z 6niine sermistir.

Kullanilan emiilgator tipi ve bu emiilgatoriin konsantrasyonunun olusan nanoemiilsiyon
stabilitesine etkisi icin Tween 80 ve peynir alt1 suyu proteini, %0,5 ,%1, %2, %4 ve %8
konsantrasyonlarinda kullanilmis, emiilsiyonlar 14 kpsi ve 5 geciste hazirlanmistir.
Sonuglara gore, peynir alti suyu proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlar %1
konsantrasyonda en diisiik boyutu (d3=293 nm) vermis, bundan sonra doyum
noktasina ulasan emiilsiyonda damlacik boyutunda azalma olmamistir. Tween 80 ile
stabilize edilen emiilsiyonlarda ise %2 konsantrasyona kadar hizli bir boyut diisiisii
gozlenirken artan konsantrasyonla damlacik boyutu diismeye devam etmis ancak, bu

diisiis daha yavas gergeklesmistir.
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Nanoemiilsiyonlarin kararliliginda biiyiik etkileri oldugu bilinen ¢evresel faktorlerin
stabiliteye etkilerini gézlemek amaciyla ilk olarak emiilsiyonlar farkli pH degerlerine
ayarlanmis ve degisimler kaydedilmistir. Bu noktada peynir alti suyu proteini
emiilsiyonlari, Tween 80 emiilsiyonlarina gore daha az stabil olarak 6zellikle izoelektrik
nokta civari olan pH 5 degerinde ani bir boyut artis1 (d3,=6,621 um) ve emiilsiyonda
yogun jellesme gozlenmistir. Izoelektrik noktaya kadar pozitif yiizey yiikii sergileyen
peynir alt1 suyu proteini emiilsiyonlari, pH 5°ten sonra negatif yiizey yiikii sergilemeye
baslamistir. Tween 80 emiilsiyonlar1 ise degisen pH degerlerine karsi kararliligini

korumus, stabil ama diisiik negatif yiizey yiikii gostermistir.

Farkli sicaklik uygulamalarinin nanoemiilsiyon stabilitesine etkisi i¢in 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90°C’lerde bekletilen emiilsiyon sonuglarinda hem Tween 80 hem peynir alt1
suyu proteini ile stabilize edilmis findik yagi emiilsiyonlar1 kararliliklarini korumus,
zeta potansiyel degerleri de stabil olarak gozlenmistir. Tiim emiilsiyonlarda fiziksel bir
degisim s6z konusu olmamustir. Ancak, ayni zamanda 150 mM tuzun da etkisinin
incelendigi analizde ise baslangigta d3=371 nm olan peynir altt suyu proteini
emiilsiyonunun damlacik boyutlar1 70°C ile beraber artisa gegmis, kararlilik
bozulmustur. Son olarak 90°C ve tuz uygulamasinda peynir alti suyu proteini
emiilsiyonlarinda d3,=565 nm damlacik boyutu elde edilmistir. Ozellikle 80 ve
90°C’lerde peynir alt1 suyu proteini emiilsiyonlarinda yiizeyde kopiiklenme olusmus,
90°C’de gozle goriiliir topaklanmalar meydana gelmistir. Baslangigta -45 mV yiizey
yiikiine sahip olan peynir alt1 suyu proteini emiilsiyonlarinin zeta potansiyel yogunlugu
sicaklik artigtyla azalmaya baslamis ve 90°C’de -30,8 mV olarak olglilmiistiir.
Sicaklikla beraber tuz ilavesi Tween 80 emiilsiyonlarinda herhangi bir boyut degisimine
neden olmamustir. Yine benzer sekilde yiizey yiik degeri stabil olarak her uygulamada

yaklasik -4,94 mV Olclilmiistiir.

0, 100, 200, 300, 400, 500 mM NaCl konsantrasyonlarinin emiilsiyon stabilitesine
etkisinin incelenmesiyle beraber peynir alti suyu proteini nanoemiilsiyonlarinda artan
tuz konsantrasyonu ile az miktarda damlacik boyutu yiikselmesi gozlenmigtir. 0 mM
NaCl konsantrasyonunda d3,=320 nm olan damlacik ¢api, 500 mM NaCl

konsantrasyonu sonucunda ds=404 nm olarak Olglilmiistiir ve veriler arasinda
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istatistiksel olarak onemli Ol¢lide bir fark gozlenmistir (p<0,05). Zeta potansiyeli 0
mM’da -53,2 mV olarak 6l¢iilen peynir alt1 suyu proteini emiilsiyonlarinin yiizey yikii
500 mM NaCl’de -36,4 mV’a ulasmistir. Tween 80 nanoemiilsiyonlari ise ortalama ds,=
233 nm olan damlacik boyutunu korumus, istatistiksel bir fark s6z konusu olmamigtir
(p>0,05).

Yapilan tiim nanoemiilsiyon kararlilig1 analizleri sonucunda Tween 80’in peynir alti
suyu proteinine gore daha stabil sonug¢lar doguran nanoemiilsiyonlari olusturdugu
belirlenmistir. Izoelektrik nokta varligindan ve tuz ile beraber sicaklik uygulamalarinda
da Tween 80 emiilgatorii daha kararli sonuglar ortaya koymustur. Peynir altt suyu
proteininin ise izoelektrik nokta disinda, daha diisik sicakliklarda, az tuz

konsantrasyonlarinda daha stabil emiilsiyonlar olusturdugu kararlastirilmistir.

Tiiketilen su igerisinde yag nanoemiilsiyonunun insan viicudunda sindirimini incelemek
amaciyla yapilan in vitro sindirimler, her iki emiilgator ile hazirlanan emiilsiyonlarda
da baglangica gore mide fazinda damlacik boyutlarinin olduk¢a fazla arttigini
gostermistir (p<0,05). Peynir alti suyu proteini emiilsiyonlarinda baglangigta 296 nm,
ag1z fazinda 696 nm, mide fazinda 5,500 um ve ince bagirsak misel fazinda 1,947 pm
damlacik capr dl¢tilmistiir. Tween 80 emiilsiyonlarinda ise, baslangicta 216 nm, agiz
fazinda 539 nm, mide fazinda 1,069 pm ve ince bagirsak misel fazinda 2,518 pm
damlacik cap1 belirlenmistir. Ozellikle baslangi¢ fazina gore mide fazinda olusan artis
midenin asidik ortamindan etkilenen damlacik yiizeylerinin pepsin enzimi ile kismen
parcalandig1 kararlagtirilmistir. Yine tiim fazlarda negatif deger gosteren zeta potansiyel
verileri mide fazinda sifira yakin, ¢ok diisiik negatif deger gdstermistir. Serbest yag
asidi salinimi i¢in elde edilen veriler ince bagirsak sindiriminin &zellikle ilk 10
dakikasinda ¢ok hizli gerceklestigi kalan siiregte daha yavas ilerledigini gostermistir.
120 dakika sonunda lipit fazinin %88-90 oraninda sindirilmis olmasi, damlaciklarin
kolaylikla sindirildigini ve bu tarz findik yag1 nanoemiilsiyonlarinin gida endiistrisinde
yagda ¢Ozlniir biyoaktif bilesenler icin iyi birer tasiyici sistem olma potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir.
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