EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LiSANS TEZI)

KETEN TOHUMU YAGI KULLANILARAK COK
TABAKALI YAG/SU EMULSIYON OLUSUMU,
KARAKTERIZASYONU VE STABILITESI

Canan KARTAL

Tez Damismani: Prof. Dr. Semih OTLES

Ikinci Damsmani: Prof. Dr. Mustafa Kemal UNAL
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Bilim Dah Kodu: 614.01.00.
Sunus Tarihi:13.02.2014

Bornova-iZMIiR
2014






........... tarafindan Yiiksek Lisans tezi olarak sunulan “......................

baslikli bu ¢alisma E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yénetmeligi ile E.U. Fen
Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca
tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve .......... tarihinde

yapilan tez savunma smavinda aday oybirligi/oy¢oklugu ile basarili bulunmustur.
Jiiri Uyeleri: Imza

Jiiri Baskam
Raportor Uye

Uye






OZET

KETEN TOHUMU YAGI KULLANILARAK COK TABAKALI
YAG/SU EMULSIYON OLUSUMU, KARAKTERIZASYONU VE
STABILITESI

KARTAL, Canan

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Semih OTLES
Ikinci Danismani: Prof. Dr. Mustafa Kemal UNAL
Subat 2014, 113 sayfa

Keten tohumu yagi, sahip oldugu yliksek o-linolenik asit miktart ile
omega-3 yag asitleri agisindan en zengin kaynaklardan biridir ve fonksiyonel gida
alaninda onemli fitokimyasal kaynaklardan biri olarak degerlendirilmektedir.
Keten tohumu yagi kullanilarak hazirlanan mevcut ¢aligmanin iki temel amaci
bulunmaktadir. Bunlardan ilki, hazirlandigi kosullarda stabilitesini koruyan
geleneksel emiilsiyon yapisi (tek tabakali) ile ¢ok tabakali emiilsiyon yapilarinin
olusturulmasidir. Caligmanin ikinci amaci ise, gelencksel emiilsiyon sistemi ile
cok tabakali emiilsiyon yapisinin, yag fazinin oksidatif stabilitesine karsi ve
cevresel stres faktorlerinden biri olan pH degisimine kars1 gosterdikleri direncin
belirlenmesidir. Bu amaglar dogrultusunda gergeklestirilen ¢alisma iki kisim

olarak planlanmustir.

Calismanin birinci kisminda, tek tabakali emiilsiyon yapisi, keten tohum
yagl ve degisen konsantrasyonlarda sodyum kazeinat (Na-kazeinat) kullanilarak
hazirlanmistir. Emiilsiyon sisteminin karakterizasyonu ig¢in partikiil boyut
dagilimi, zeta-potansiyel ol¢iimi, bulanmiklik degeri, kremalagma indeksi, gorsel
degerlendirme ve optik mikroskop ile goriintiileme yontemleri kullanilmistir.
Yapilan analiz sonuglarina gore, % 0.7 agirhk/agirhk (a/a) Na-kazeinat
konsantrasyonuna sahip Orneklerin emiilsiyon stabilitesinin  bozulmadig:
goriilmiistiir. pH 3 ortaminda hazirlanan ve degisen konsantrasyonlarinda pektin

iceren ¢ok tabakali emiilsiyon yapisinin karakterizasyonu i¢in partikiil boyut



vi

dagilimi, zeta-potansiyel Ol¢iimii, bulaniklik degeri, kremalagsma indeksi, gorsel
degerlendirme ve optik mikroskop goriintiileme yontemleri kullanilmigtir. %1.5
a/a pektin konsantrasyonuna sahip drnekte homojen partikiil dagilimi ve stabil bir

yap1 belirlenmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde, elde edilen tek tabakali ve ¢ok tabakali
emiilsiyon  Orneklerinin  oksidatif  stabiliteleri ve pH  hassasiyetleri
degerlendirilmistir. Oksidatif stabilite belirlenmesi i¢in 6rnekler 55°C de 22 giin
boyunca etiiv ortaminda depolanmis ve peroksit degeri ve tiyobarbiitirik asit
reaktif bilesen (TBARS) degerleri 6l¢iilmiistiir. 17 glinlik depolama sonucunda
hidroperoksit degerinin ve 10 giinliik depolama sonucunda TBARS degerlerinin
pektin ile olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon yapisinda, tek tabakali (Na-kazeinat)
emiilsiyona kiyasla daha diisiik bir deger aldig1 belirlenmistir. Emiilsiyonlarin
ortamin pH degisimine karsi gosterdikleri hassasiyet ise ortam asitligi 3-7
arasinda degistirilerek gozlemlenmistir. pH degisimine karsi emiilsiyon
stabilitesinin belirlenmesinde, partikiil boyut dagilimi, zeta-potansiyel 6lglimi,
kremalasma indeksi, gorsel degerlendirme ve optik mikroskop ile goriintiileme
yontemleri kullanilmistir. Pektin igeren ¢ok tabakali emiilsiyon yapilarinin tek
tabakali yapinin stabilitesini koruyamadigi pH 3-5 araliginda stabil kaldigi
belirlenmistir. pH degerleri 6-7 araliginda ise fiziksel stabilitelerini kaybetmis,
emiilsiyon yapisinda yiiksek diizeyde flokiilasyon ve koalesans olustugu tespit

edilmistir.

Anahtar sozciikler: Keten tohumu yagi, ¢cok tabakali emiilsiyon, sodyum

kazeinat, pektin, karakterizasyon, emiilsiyon stabilitesi.
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ABSTRACT

FORMATION, CHARACTERIZATION AND STABILITY OF
MULTILAYER OIL / WATER EMULSION BY USING FLAXSEED
OIL

KARTAL, Canan

MSc in Food Engineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Semih OTLES
Co-supervisor: Prof. Dr. Mustafa Kemal UNAL
February 2014, pages 113

Flax seed oil, which has a high amount of a-linolenic acid, is one of the richest
sources of omega-3 fatty acids and is regarded as an important source of
phytochemicals in the area of functional foods. The present study using flaxseed
oil contains two main objectives. The first one, was formed conventional emulsion
(single layer) and multilayer emulsion structures that protect their stabilities under
prepared conditions. The second aim of the study, was to determine the resistance
of conventional emulsion and multilayer emulsion structures against oxidative
stability of the oil phase and pH change which is one of environmental stress
factors. In accordance with this purpose, this study was planned in two parts.

In the first part of the study, a single-layer emulsion was prepared using with
flaxseed oil and varying concentrations sodium caseinate (Na-caseinate). For
characterization of the emulsion structure, particle size distribution, zeta-potential
measurement, turbidity value, creaming index, visual evaluation and optical
microscopy imaging techniques were used. According to the results of the
analysis, no alteration was observed in the emulsion stability of 0.7 % weight /
weight (w / w) Na-caseinate concentration. For the characterization multilayer
emulsion structure, which was prepared in pH 3 and with varying concentrations
of pectin, particle size distribution, zeta-potential measurements, turbidity value,

the creaming index, visual assessment and optical microscopy imaging techniques
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are used. A stable structure and uniform particle size distribution was determined

in pectin samples having a concentration of 1.5% wi/w.

In the second part of the study, the obtained single-layer and multilayer emulsion
samples were evaluated for oxidative stability and the pH sensitivity. Samples
stored in oven at 55 ° C, for 22 days for determination of oxidative stability and
peroxide values and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) values were
measured. As a result of 17 days of storage for of hydrogen peroxide value and 10
days of storage for TBARS values, it was determined that multilayer emulsion
formed by pectin had a value lower than single layer (Na-caseinate) emulsion.
Also, sensitivity of emulsions to changes of pH was observed by amending of the
medium acidity between 3-7. For determination of emulsion stability against
changes in pH, particle size distribution, zeta-potential measurement, creaming
index, visual evaluation and imaging by optical microscopy were used. Emulsions
containing pectin multilayer structures can protect their stability at pH 3-5 range,
which the monolayer structure remains unstable were observed. But pH values in
the range of 6-7, multilayer emulsions lost physical stability and high level

flocculation and coalescencc has been found to ocur in the emulsion structure.

Keywords: Flaxseed oil, multilayer emulsion, sodium caseinate, pectin,

characterization, emulsion stability
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1.GIRIS

Bir¢ok sanayi kolunda emiilsiyon yapilar1 ve emiilgatorler yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Gida sanayisi bu sanayi kollarinin en 6nemlilerinden
biridir. Siit, krema, mayonez, margarin, ¢esitli salata soslari ve gorbalar emiilsiyon

teknoloji ile iiretilen belli bagh iirlinlere 6rnek olarak verilebilir.

Geleneksel bir emiilsiyon sistemi, bir veya birden c¢ok emiilgator
varliginda yag ve su fazlarinin birlikte homojenizasyonu ile elde edilmektedir.
Emiilsiyon sistemleri i¢in uygun emiilgatér se¢imi, gida bilesenlerinin ¢esit ve
konsantrasyonu, emiilsiyonu olusturmada segilen yontem ve gevresel kosullara
gore degisiklik gosterir (Guzey and McClement, 2006a). Mevcut emiilgator
cesitleri  ve emiilsiyon olusumunda kullanilan  geleneksel yontemler,
emiilsiyonlarin  fonksiyonel 06zelliklerinde (pH, tuz orani, 1sisal islem,
dehidrasyon, sogutma, dondurma vb.) bazi limitlerin ortaya ¢ikmasina sebep
olmaktadir (Aoki et al., 2005; Guzey and McClements, 2006a). Bu kisitlamalara
karst gelistirilen stratejilerden bir tanesi, protein ve polisakkaritlerin kovalent
baglanmasi ile olusturulan kompleks bilesikler sayesinde daha iyi yiizey aktivitesi
ve ¢evresel stres faktorlerine karsi direng elde edilmesidir. Alternatif bir diger
strateji ise, yag globiillerinin ¢evresinde emiilgatorlerden ve/veya polielektrolit
komponentlerden olusan ¢ok tabakali bir ara yilizeyin olusturulmasidir (Shi and
Caruso, 2001; Moreau et al., 2003; Ogawa et al., 2003a; 2003b; Aoki et al., 2005).
Belirli kosullar altinda, ¢ok tabakali emiilsiyon sistemleri, tek tabakali emiilsiyon
sistemlerine kiyasla g¢evresel stres faktorlerine karst daha kararli bir yapi
gostermektedir (Aoki et al., 2005). Ayrica yag fazinin kimyasal stabilitesi
(oksidatif stabilite vb.) ¢ok tabakali yiizeyler vasitasiyla artirilabilmektedir
(McClements and Decker 2000; Klinkesorn et al., 2005; McClements et al.,
2007).



Bu calismada yag fazi olarak keten tohumu yagi segilmistir. Keten
tohumu genel olarak %5 palmitik asit (16:0), %3 stearik asit (18:0), %17 oleik asit
(18:1n-9), %15 linoleik asit (18:2n-6) ve %59 a-linolenik asit (ALA; 18:3n-3)
icermektedir (Mazza, 1998). Sahip oldugu yiiksek o-linolenik asit miktar1 ve
lignan degeri ile fonksiyonel gida alaninda en 6nemli fitokimyasal kaynaklardan
biri olarak 6ne c¢ikmaktadir. Keten tohum yaginin yapisinda bulunan yiiksek
oranda ki a-linolenik asit, bu yag tliriinii omega-3 yag asitleri agisindan en zengin
kaynaklardan biri yapmaktadir ( Bloedon et al., 2004; isleroglu vd., 2005). Keten
tohum yaginin igerdigi ALA’nin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu
etkisi olduguna dair klinik sonuglar bulunmaktadir (Mantzioris et al., 1994;
Mantzioris et al., 1995; Allman et al., 1995; Oomah, 2001). Ayrica, keten tohum
yag1 pro-inflamatuvar aracilarina karsi inhibitor etki gostermektedir (Caughey et
al.,, 1996; James et al., 2000; Oomah, 2001). ALA’dan meydana gelen
eikosapentaenoik asit (EPA), prostaglandinleri ve I6kotrienleri azaltmasiyla timor
inhibisyonunda 6nemli rol oynarken, dokosaheksaenoik asit (DHA), beyin
gelisimi ve gorsel fonksiyonlar igin zorunludur (Mazza, 1998; Isleroglu vd.,
2005). Keten tohum yaginin oksidatif stabilitesinin diisiik olmasi nedeniyle
stabilitesinin artirilmas1 ve yemeklik ile salata yaglar1 karsisinda rekabet giicii
kazanabilmesi i¢in baz1 modifikasyonlar ile linolenik asit i¢eriginin <%3 oranina
diisiiriilmesi, linoleik asit miktarinin ise %72 civarina ¢ikarilmasi saglanmaktadir

( Oomah, 2001).

Mevcut calismanin iki temel amaci bulunmaktadir. Bunlardan birincisi,
hazirlandig1 kosullarda kararliligini koruyan tek katmanli (geleneksel) emiilsiyon
yapist ile ¢ift katmanl (¢ok tabakali) emiilsiyon sistemlerinin olusturulmasidir. Bu
amagla calismanin birinci bolimiinde, yag fazi olarak keten tohumu yagi ve
emiilgator olarak sodyum kazeinat kullanilmis, tek tabakali emiilsiyon sisteminin
karakterizasyonu yapilarak kararli bir yap1 igin gerekli protein miktar
saptanmigtir. Bunu takiben ¢ok tabakali emiilsiyon yapisina gecilerek, yag
damlaciklarinin ¢evresinde olusturulacak ikinci katman i¢in gerekli pektin
miktari,, ¢ok tabakali emiilsiyon sisteminin karakterizasyonu yapilarak

belirlenmistir.



Calismanin ikinci amaci, keten tohumu yagi kullanilarak olusturulan
geleneksel emiilsiyon sistemi ile ¢ok tabakali emiilsiyon yapisinin yag fazinin
oksidatif stabilitesine karsi ve c¢evresel stres faktorlerinden biri olan pH
degisimine kars1 gosterdikleri direncin karsilagtirilmasidir. Bu amagla ¢alismanin
ikinci boliimiinde; olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon ile geleneksel emiilsiyon
yapilarinin ortamin pH degeri 3-7 arasinda degistirilerek gosterdikleri emiilsiyon
stabilitesi ve performanslari karsilastirilmistir. Yag fazinin oksidatif bozulmasina
kars1 gosterdikleri direng ve performans ise 55°C de 22 giin boyunca depolanan
emiilsiyonlarda hidroperoksit degerinin ve TBARS degerlerinin Ol¢iilmesi ile

gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar, birbiriyle karismayan en az iki sividan birinin digeri iginde
bir emiilgator yardimiyla damlaciklar halinde dagilmasi ile olusan, homojen
gortiniimlii heterojen dispers sistemlerdir (Goniil, 2000b; Friberg et al., 2004;
McClements 2005a; McClements et al., 2007). Globiiller halinde dagilan yani
damlaciklardan olusan faza, dispers faz ya da i¢ faz; iginde dagildigi ortama da
dispersiyon ortami ya da dis faz adi1 verilir. Gida bileseni olan tipik bir emiilsiyon
sisteminde, damlaciklarin ortalama partikiil ¢aplart 100nm ile 100pm arasinda
degismektedir. Fakat bazi sistemlerde daha kiiglik yada daha biiyiik partikiil
caplarina da rastlanilabilir. Bir emiilsiyonun dis goriiniisiinii dispers fazin partikiil

biiyiikliigii tayin etmektedir (Goniil, 2000b).

Emiilsiyonlar genel olarak yag ve su fazlarimin yapi igerisinde nasil
organize olduklarina bagl olarak siniflandirilmaktadir. Eger yag damlaciklari,
dispersiyon ortami olan sulu fazda dagilmis ise emiilsiyon, yag/su (0/w), eger yag
dispersiyon ortami ise ve su damlaciklar1 yag fazinda dagiliyorsa emdiilsiyon,
su/yag (w/0) tipi emiilsiyondur. Ayrica bahsedilen basit yapili emiilsiyon tiirlerine
ek olarak daha kompleks olan ¢ok fazli emiilsiyonlar, su/yag/su (w/o/w) ve
yag/su/yag (o/w/o) da olusturulabilmektedir (Goniil, 2000b; McClements et al.,
2007; McClements, 2007).

Geleneksel emiilsiyonlar yag fazinin, suda c¢oziilebilen bir emiilgator
iceren sulu faz ile homojenize edilmesiyle hazirlanmaktadir. Bu islem i¢in bir¢ok
homojenizator tiirii (basit tipteki karistiricilar, yiiksek basing homojenizatorler
kolloid degirmenler, titresim cihazlari ve membran homojenizator) bulunmaktadir

(Walstra, 2003; McClements, 2005a; McCelement et al., 2007). Kullanilacak



homojenizator se¢cimi ve operasyon kosullari, homojenize edilecek materyallerin
ozelliklerine (viskozite, ara yiizey gerilimi vb.) ve istenilen emiilsiyon
Ozelliklerine (damlacik konsantrasyonu, partikiil biliytikligi, viskozite vb.) gore

secilmektedir (McCelement et al., 2007).

Gidalarda bulunan yag/su emiilsiyonlarinin davranis ozellikleri sistemi
olusturan 3 kisim tarafindan belirlenmektedir; emiilsiyon damlaciklarinin ig
kismini olusturan yag fazi, lipid yiizey ile sulu faz arasinda kalan ara yiizey ve
sulu fazin kendisi. Siirekli faz igerisinde dispers halde dagilmis yag globiillerinin
konsantrasyonu, kompozisyonlari, partikiill boyut dagilimlar1 ve fiziksel
durumlari, gida bilesenlerinin ve hazirlama kosullarinin uygun segilmesi ile
kontrol edilebilmektedir. Yag fazi kismen ya da tamamiyla kristallenebilir ve
cesitli kimyasal reaksiyonlara (lipoliz veya oksidasyon) maruz kalabilmektedir.
Yag ile su faz1 arasinda ki ara yiizey, proteinler, monogliseridler, esterler gibi
kiiciik molekiiler agirliga sahip yiizey aktif maddeler, fosfolipidler, polisakkaritler
veya bunlarin bir karistmindan olusan emiilgatorler ile olusturulmaktadir.
Kullanilacak emiilgatér tipine, homojenizasyon sirasinda olusturabildikleri
damlacik biiytikliigii, kararl bir emiilsiyon elde etmek i¢in gerekli olan miktarlari,
cesitli cevresel stres faktorlerine (pH, iyonik kuvvet, 1sitma, sogutma, kurutma,
mekanik karigtirma) karsi agregasyon stabiliteleri goz Oniline alinarak karar
verilmektedir. Ayrica maliyet, giivenilirlik, kullanim kolayligi, etiket uygunlugu
ve vyasal durumlarina gore de gida emiilgatorleri birbirlerinden farklilik
gostermektedir. Bu sebeplerden dolay1 her durumda kullanilacak tek tip emtilgator
bulunmamakta, kullanilacak {iriin tipi, {riin bilesenlerinin  tliri  ve
konsantrasyonlari, homojenizator tipi, ¢evresel stres faktorleri vb. birgok etken
degerlendirilerek emiilgatér segimi yapilmaktadir (Guzey and McClements,
2006b; McClements, 2010, 2012). Ara yiizeyin kalinligi, elektriksel yiikd,
polarligi, reolojisi, gegirgenligi yine emiilgator se¢imiyle belirlenebilecek
ozelliklerdir. Emiilsiyonda bulunan sulu faz ise emiilsiyonun destabilizasyonuna
sebep olabilecek iyonlar icerebilecegi gibi polisakkaritler gibi makromolekiiller de

icerebilmektedir. Emiilsiyonlarin fonksiyonel o6zelliklerini anlayabilmek ig¢in



emiilsiyonu olusturan bu {i¢ kismin da O&zelliklerini bilmek gerekmektedir

(Dalgleish, 2006; McClements, 2012).

2.2. Emiilsiyonlarin Ozellikleri

2.2.1. Damlacik karakteristigi

Emiilsiyon sistemlerinin fizikokimyasal 6zellikleri, ¢ogunlukla icerdikleri
dispers halde dagilan damlaciklarin karakteristik 6zellikleri olan, konsantrasyon,
damlacik ¢api, net yiik, ara ylizey Ozellikleri ve kolloidal iligkiler tarafindan
belirlenmektedir (Sekil 2.1) (Friberg et al., 2004; McClements, 2005b, 2007) .

2.2.1.1. Damlacik Konsantrasvonu

Bir emiilsiyonun damlacik konsantrasyonu, emiilsiyonun yapisini,
kararliligini,  goriintigiinti, duyusal Ozelliklerini ve Dbesinsel kalitesini
etkilemektedir (McClements, 2005b, 2007). Emiilsiyon igerisinde ki damlacik
konsantrasyonunun belirlenmesi, birbirlerine karigmayan iki fazin oranlarinin
ayarlanmasi ile gergeklestirilebilir ve genellikle faz hacim fraksiyonu (o) olarak
ifade edilir. Bu deger, emiilsiyon damlaciklarinin hacminin, emiilsiyonun toplam

hacmine oranidir (McClements et al., 2007; McClements, 2007).

2.2.1.2. Partikiil biiyiikliigii

Bir emiilsiyonun partikiil biiytikligii, kararlilik (flokiilasyon, koalesans,

faz ayrigmasi vb.), optik Ozellikler (parlaklik ve renk), reolojik oOzellikler



(viskozite), ve duyusal 6zellikleri (kremalagma) etkileyen en 6nemli faktorlerden

birisidir (Goniil, 2000b; McClements, 2005a; McClements et al., 2007).

Damlacik
Arayiizey kompozisyonu
ozellikleri I

X7

Fiziksel fazi

Damlacik biyiiklugii Negatif No&tr Pozitif
Arayiizey yiikii

Sekil 2.1. Yag globiillerinin Karakteristik 6zellikleri degistirilerek, degisik fonksiyonel yapilarin
olusturulmasi (McClements, 2012).

Damlacik biiyiikliigii, homojenizasyon basmcinin, homojenizatorden
gecirilme  sayisinin - ve  emiilsiyon  konsantrasyonun  artirilmasi  ile
azaltilabilmektedir. Ayrica kullanilan emiilgator tiirli de kritik bir 6neme sahiptir
(McClements, 2012). Eger emiilsiyon igerisindeki biitin damlaciklar ayni
biiyiikliikte ise monodispers, belli bir biiyiikliik araliginda dagilim gosteriyorlar
ise bu sistemler polidispers olarak adlandirilmaktadir (McClements, 2005a).
Gergek gida emiilsiyonlarinda monodispers yapi yerine ¢ogunlukla polidispers bir
yapt gozlenmekte, bu yiizden partikiil boyut dagilimi 6nem kazanmaktadir.
Partikiil boyut dagilimlarinda, belirli boyut araliklarinda bulunan partikiil
konsantrasyonlari ifade edilmektedir (Sekil 2.2).

Belirli bir boyut aralig1 i¢in gosterilen partikiil konsantrasyonlari {i¢ temel

hesaplamaya dayanilarak belirlenmektedir. Bunlar; hacim agirlikli dagilim, say1



agirlikli dagilim ve dinamik 151k sagilim ydntemiyle hesaplanabilen yogunluk

agirlikli dagilimdir.

Partiktil Boyut Dagilimi

151

—
o

Sonuclar (%)

1 10 100 1000
Partiktl capi (nm)

Sekil 2.2. Partikiil caplarina karsilik yiizde miktar gosteren partikiil boyut dagilimi

Secgilen dagilim tiirline bagli olarak Olgiilen ve raporlanan partikiil
boyutlar1 birbirlerinden farklilik gostermektedir. Sekil 2.3°de esit sayida 5Snm ve
50 nm biytkliikte partikiil ¢capmna sahip bir 6rnegin bu ii¢ dagilim tird ile
gosterilmesi  verilmektedir. Tanecik sayisinin % dagiliminda, ortamdaki
partikiiller biyiiklikklerinden bagimsiz olarak sayilir ve yiizde deger olarak ifade
edilir. Tanecik hacim dagiliminda, her partikiilin dagilima katkist kendi
bliytikligi ile baglantilidir. Yogunluk dagiliminda ise her bir partikiiliin dagilima
katkisi, partikiillere ¢arparak sagilan 15181n yogunlugu ile orantili olmaktadir. Elde
edilen partikiil boyut verileri, bir dagilim tiiriinden diger dagilim tiirline,
partikiillerin yapis1 ve fiziksel Ozellikleri hakkinda yapilan belirli kabuller ile

cevrilebilmektedir (Malvern Instruments Limited, 2013).

Partikiil cap dagilim wverilerini basitlestirmek i¢in bazi istatistiksel
parametreler kullanilmaktadir. Hangi hesaplamanin kullanilmasi gerektigi, hangi
verilerin kullanilacagi ve diger hangi veriler ile karsilastirma yapilacagina

baghdir.



Sayi Hacim Yogunluk

1 1 1.000 1,000,000

Bagh % degeri

1 * 1 1 1 1

5 10 50 100 5 10 50100 5 10 50 100

Yarigap (nm) Yarigap (nm) Yarigap (nm)

Sekil 2.3. Esit sayida 5 nm ve 50 nm tanecik boyutlarma sahip bir emiilsiyonun sayisal, hacimsel

ve yogunluksal partikiil boyut dagilimlar1 (Malvern Instruments Limited, 2013).

Bunlardan ilki “ortalama” cap degerinin hesaplanmasidir. Ortalama ¢ap
degeri dagilimin merkeze olan egilimini gostermekte, standart sapma ise
dagilimin genisliginin bir 6l¢ilisii olmaktadir. Polidispers bir emiilsiyonda ortalama
cap degeri birbirinden farkli yontemlerle hesaplanarak ifade edilebilmektedir.
Cizelge 2.1°de belli basli kullanilan ortalama c¢ap degerleri ve hesaplama

yontemleri verilmistir.

dip degeri partikiillerin aritmetik olarak ortalama c¢ap degerinin
hesaplanmasidir. Sadece toplam partikiill Sayisimin  bilindigi  durumlarda
hesaplanabildigi i¢in kullanim alan1 kisithdir. d3; degeri damlaciklarin yiizey
alanlarinin  6nemli oldugu durumlarda kullanilabilmektedir. Partikiil cap
dagiliminda genel olarak normal boyuta sahip partikiiller ve yapidaki flokiilasyon

ile ilgili fikir vermektedir ( McClements, 2005a).
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Cizelge 2.1. Ortalama ¢ap degerleri ve hesaplama yontemleri ( McClements, 2005a)

Ortalama Sembol Hesaplama
Aritmetik ortalama ¢ap dne veya dyg A== Nidi) / Yi=1 N
degeri
Sayi-alan ortalama cap dna Veya dy d20=\/(zi=1 nidiz) /Y= N
degeri
Sayi-hacim ortalama cap dnv Veya dsg A30=>N(Ti=1 Nid®) / Yiet
degeri
Alan-hacim ortalama ¢ap dav veya dz, 2= i=1 nidis) /i1 nd;’
degeri
Hacim-moment ortalama do veya dj3 dsa=(Ti=1 Nid*) / Yiey nid?
cap degeri

d4z degeri ise partikill cap dagilimindaki goreceli biiyiik partikiiller
hakkinda bilgi saglar. Eger amag¢ emiilsiyonu olusturan damlaciklardan biiyiik
olanlarini tespit etmek ise ds3, dagilima uygun olan ve normal biiyiikliikte olan
damlaciklar1 tespit etmekse ds; ortalama ¢ap degerlerinin kullanilmasi uygun

olmaktadir (Sekil 2.4) ( McClements, 2005a).

Statik 151k sagilim cihazlariyla Olciilen bu ¢ap degerlerinin yami sira
dinamik 11k sagilim cihazlar1 ile yapilan partikiil ¢ap analizlerinde sonug z-
ortalama ¢ap (birikimli ortalama gap) degeri olarak verilmektedir. Z-ortalama
partikiil ¢api, partikiillerin hidrodinamik yaricaplarindan yola ¢ikilarak hesaplanan
bir degerdir ve yogunluk % dagilimina baglhidir. Dinamik 151k sagilim cihazlarinda
z-ortalama ¢ap degerinin yani sira ¢oklu dagilim indeks degeri adi verilen bir
deger de hesaplanmaktadir. Bu deger, partikiil ¢ap dagilimindan ortaya ¢ikan
pikin genisliginin bir dl¢iisiidiir ve pik genisligi ne kadar artarsa, bir diger deyisle
emiilsiyonu olusturan damlaciklar: partikiil cap dagilimi ne kadar genis bir aralig

kapsar ise ¢oklu dagilim indeksi paralel olarak yiikselmektedir.
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D[4,3]

D[3.2]

Sonuclar (%)

Boyut sinifi (um)

Sekil 2.4.Alan-hacim ortalama g¢ap degeri ve hacim-moment ortalama ¢ap degeri (Malvern

Instruments Limited, 2013)

Ortalama partikiil ¢ap degerleri disinda medyan ve mod olarak da ¢ap
dagilimi ifade edilebilmektedir. Partikiil ¢ap Olgimii i¢in kullanilan birbirinden
farkli karakterizasyon teknikleri yine birbirlerinden farkli bircok yontem ile
hesaplama yapmakta ve rapor olusturmaktadir. Onemli olan polidispers bir
emiilsiyon yapisi i¢in hangi 6l¢lim degerinin ve hangi karakterizasyon yonteminin

uygun oldugunun belirlenmesidir.

2.2.1.3. Partikiil Yikii

Birgok gida emiilsiyonunda, siirekli fazda dispers halde bulunan
damlaciklarin sahip olduklar1 elektriksel yiikiin isareti ve siddeti, emiilsiyonun
fizikokimyaasal ve organoleptik 6zelliklerini belirlemektedir. Bu elektriksel yiik
normal sartlarda, iyonize olmus ya da iyonize olabilen emiilgatorlerin
adsorpsiyonundan kaynaklanmaktadir. Emiilgator olarak kullanilan yiizey aktif
maddeler, igerdikleri hidrofilik gruplar ile, noétral, pozitif veya negatif
yiiklenebilmektedir. Proteinler, izoelektirik noktalarina ve ortamin pH degerine

bagl olarak ayni sekilde notr, pozitif veya negatif degerler tasiyabilir. Yiizey aktif
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polisakkaritler ise yapilarinda bulundurduklari fonksiyonel gruplara bagli olarak
elektiriksel yiike sahip olabilmektedir (McClements, 2005a; McClements et al.,
2007).

Damlaciklarin yiizeyinde olusan elektriksel yiik, bir¢ok yontem ile
karakterize edilebilmektedir. Bu yontemler, yilizey yiik yogunlugu, elektriksel
yiizey potansiyeli ve zeta-potansiyel degerleridir.

Sekil 2.5’de iki faz arasinda gergeklesen iyon dagilimi ve elektriksel ¢ift
tabaka yapis1 gosterilmektedir (Goniil, 2000b). Aa bolgesi pozitif yiiklii damlacik
yiizeyi iken, bb’ bolgesi pozitif yiike dogru ¢ekilen anyonlar tarafindan olusturulan
tabakadir ve aa ile bb" bolgeleri birbirlerine sikica baglidir. Bb yiizeyinde yiik
hala pozitiftir ¢iinkii ylizeye adsorplanmis katyon sayisi, yiizeye sikica baglanmis
anyon sayisindan fazladir. Bu tabaka sayesinde doygunluga olusan damlacik
yiizeyine daha fazla pozitif yiik baglanamamaktadir. Bu katmandan sonra
yiizeyden belirli bir mesafede anyon ve katyon konsantrasyonlari esit olur ve
elektriksel olarak noétraldir. Anyon ve katyonlarin bazi bolgelerde esit olarak
dagilmamasina ragmen sistemin biitiinii nétral formdadir. Zeta-potansiyel degeri
emiilsiyonun elektrikce nétral bolgesi ile yiizeye sikica bagli tabakanin (bb)
kayma ylizeyi arasindaki potansiyel farktir ve “C” sembolii ile gosterilmektedir

(Géniil, 2000D).

Bir emiilsiyonda bulunan damlaciklarin hepsi, eger emiilgator iyonlagmis
ise, genellikle aynmi tiir emiilgator ile kaplanmislardir ve aymi elektrik yiikiine
sahiptir. Bu yiik yeterli biiylikliikte oldugu zaman aralarinda olusan elektrostatik
itme kuvveti ile damlaciklarin agregasyonu onlenmektedir (McClements, 2005a).
Bir emiilsiyondaki damlaciklarin elektriksel Ozellikleri secilen emiilgator
yardimiyla belirlenebilmektedir. Eger emdiilgator protein secilirse izoelektrik

noktasina bagli olarak pozitif veya negatif yiiklii damlaciklar elde edilebilir. Eger



13

bir polisakkarit kullanilirsa (modifiye nisasta, pektin vb.), damlacik yiikii negatif
olmaya meyillidir (McClements et al. 2007).

Sekil 2.5. iki faz arasindaki elektriksel tabakalar ve iyon dagilim (sistem biitiin halinde elektrikge
nétraldir) (Goniil, 2000b).

Iyonik bir emiilgatér ile stabilitesi saglanmis emiilsiyon sistemi, ortamin
pH degisimine ve sulu fazdaki iyonik kuvvete karsi hassastir. Eger siirekli fazin
pH degeri degistirilir ise emiilgator sahip oldugu yiikii kaybedebilir ya da ortama
tuz eklenmesi ile damlaciklar aras1 elektrostatik kuvvetler maskelenebilir. Boylece
ortamdaki itme kuvveti azalarak damlaciklarin agregasyon olusmakta ve sistemde

bir krema fazinin ayrismasi hizlanmaktadir (McClements, 2005a).

2.2.1.4. Ara viizey ozellikleri

Damlaciklarin sahip oldugu ara yiizey, her bir emiilsiyon damlaciginin
cevresini saran dar bir alanda, yag, su ve ylizey aktif madde karisimindan
olusmaktadir (McClements, 2005a). Damlacik ara yiizeyinin 0zellikleri,
homojenizasyon oncesinde, homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda olusan
olaylarda (kompleks yapi olusumu, rekabetgi adsorpsiyon, ¢ok tabakali yapi)

ortamda bulunan yiizey-aktif maddenin etkilesimi, konsantrasyonu ve ¢esidine



14

bagli olarak degismektedir (Dickinson, 2003; McClements et al., 2007). Ara
ylizeyin kalinlig1 ve reolojisi, flokiilasyon, koalesans, faz ayrimi vb. emiilsiyon
kararliligina etki eden 6nemli faktorlerden biridir. Ayrica emiilsiyonun reolojisini,
i¢c fazin disar1 dogru gergeklesen kiitle transfer hizin1 da (Ostwalt damlacik
biiyiimesi) etkilemektedir (McClements, 2005a). Bazi durumlarda damlacik ara
ylizeyinin Ozellikleri, ylizey gerilimi, net elektriksel yiikii, kalinligi, gegirgenligi,
reolojisi ve gevresel faktorlere verdigi tepkiler, sistem kompozisyonunun (spesifik
bir emiilgatér seg¢imi vb.) ve proses sartlariin degistirilmesi ile
belirlenebilmektedir (McClements et al., 2007). Ornek olarak diisiik molekiil
agirligina sahip yiizey aktif maddeler ince bir katman olustururken esnek
biyopolimerler (kazeinat vb.) goreceli olarak daha kalin, globiiler proteinler
(peyniraltt suyu proteini veya soya proteini) ise ince ve elastik bir yapi

olusturmaktadir (McClements and Rao, 2011).

2.2.1.5. Kolloidal etkilesimler

Emiilsiyon igerisinde dispers halde bulunan damlaciklarin birbirlerine
kars1 gosterdikleri itici ve ¢ekici kuvvetler, emiilsiyonun sahip oldugu bir¢ok
fizikokimyasal ve duyusal Ozellikleri etkilemektedir. Gida emiilsiyonlarinda
cesitli kolloidal etkilesimler olusmaktadir. Bunlar; van der Waals, elektrostatik,
sterik, deplesyon ve hidrofobik etkilesimlerdir. Bu etkilesimler sahip olduklari
yiikkiin isareti, kuvveti ve siliresi bakimindan birbirlerinden farklilik
gostermektedir. Genel olarak damlalar arasindaki c¢ekici kuvvetler baskin
oldugunda yag fazimin agregasyona egimli oldugu, itici kuvvetler baskin
oldugunda ise damlaciklarin birbirilerinden bagimsiz olarak emiilsiyon i¢inde

askida kaldiklar1 belirtilmektedir (McClements, 2005a).

- Van der Waals kuvvetleri, biitiin molekiil gesitleri (iyonik, polar

veya apolar) icin gecerli olan ¢ekme kuvvetleridir. Molekiillerin

polarize olma 6zellikleri ve dipol moment kuvvetleri arttik¢a, van der
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Waals ¢ekim kuvveti de artmaktadir. Siirekli fazin dielektrik sabitinin
artmast bu c¢ekim kuvvetini azaltmakta, etkin olma siiresi ise
molekiiller arast1 uzaklik arttikca azalmaktadir. Elektrostatik
kuvvetlerden daha zayif olmasi 6zellikle apolar molekiille arasinda
etkin olmasini saglamaktadir (Goniil, 2000a; McClements, 2005g;
McClements et al., 2009).

Iki yag damlacig1 (veya su) arasinda her zaman van der Waals ¢ekim
kuvveti vardir. Damlacik boyutunun artmasi bu ¢ekim kuvvetini de
artirir. Van der Waals kuvvetinin biiylikliigli adsorplanan emiilgatoriin
yapisi ve olusturdugu ara yilizeyin kalinligina gore degismektedir. Eger
ortamda baska herhangi bir etkilesim yoksa yag damlaciklar1 van der
Waals kuvveti ile bir araya gelmeye egilimlidir fakat ortamda bulunan
itici kuvvetler bu ¢ekme kuvvetini yenerek gida emdiilsiyonlarinin
agregasyona karsi stabil kalmasimi saglamaktadir (Gonil, 2000a;
McClements, 2005a; McClements et al., 2009).

Elektrostatik kuvvetler, isareti ve siddeti emiilsiyonun stabilitesini

saglayan emiilgor cinsi, ara ylizeydeki konsantrasyonu ve cevresel
sartlar (pH, sicaklik, iyonik kuvvet) tarafindan belirlenmektedir. Her
gida emiilsiyonundaki yag damlaciklar1 6nemli derecede elektrik
yiikiine sahiptir. Bir ¢ok gida bileseni zayif asit (-COOH) ya da baz
(-NH2) grubu igerir ve iyonize olan bu gruplarin pK; noktlarina gore
ortamin pH’1 degistikce elektriksel yiik ile yiiklenirler. Elektrostatik
etkilesimler yiike sahip gruba bagl olarak ¢ekme veya itme kuvveti
olabilmektedir (McClements, 2005a; McClements et al., 2009).

Emiilsiyon ortaminda bulunan damlaciklarin yiizey yiik yogunluklari,
stirekli fazda ya da dispers fazda bulunana iyonik bilesiklerin (iyonik

yiizey aktif maddeler (fosfolipid, yag asitleri), mineral iyonlar (Ca+2,
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Cu*? Fe™), yiikli biyopolimerler (protein ve polisakkaritler)
adsorpsiyonu ile degismektedir. Iyonik bilesigin yapisina bagl olarak
elektriksel yiik yogunlugu artmakta, azalmakta veya bazi durumlarda

oldugu gibi tersine donmektedir (McClements, 2005a).

Gergek emiilsiyon sistemlerinde, elektriksel yiikiin biitiin damlacik
yiizeyine esit dagilmadigi, bazi kisimlarin pozitif, bazi kisimlarin
negatif, baz1 kisimlarin ise notral yiiklendigi bilinmektedir. Damlacik
yiizeyinde heterojen bir yiikk dagilmasi, net yiikkii sifir olan iki
damlacigin arasinda ¢ekim kuvvetinin olugmasina veya belirli bir net
yiike sahip damlacigin yiizeyine yine ayn1 net yiike sahip bir polimerin
adsorplanmasina sebep olabilmektedir (McClements, 2005a).

Emiilsiyon ortaminda bulunana polivalent iyonlar (Ca*?, Mg™, AlI*%)
ya da yiiksek molekiil agirligina sahip biyopolimerler (polisakkarit ya
da protein), kendisi ile zit yiiklii yag damlaciklarindan birden fazlasina
elektrostatik olarak arada bir koprii olusturabilmektedir. Bdylece
damlaciklar bir arada durarak koprii flokiilasyona sebep olmaktadir

(McClements, 2005a; McClements et al., 2009).

Ozellikle protein kullanilarak ~stabilitesi saglanmis emiilsiyon
yapilarinda elektrostatik etkilesimler olduk¢a Onemli bir rol
oynamaktadir. Bazi belirli kosullar altinda van der Waals c¢ekim
kuvvetini  yenerek, sistemin agregasyona kars1 dayamiklilik
kazanmasimi saglayabilmektedir (McClements, 2005a; Dickinson,
2010).

Sterik etkilesim, iki damlacik arasindaki mesafe yeterli diizeyde

azaldiginda, emiilgatdr tarafindan olusturulan ara yiizeylerin
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birbirleriyle etkilesime geg¢mesi ile olusmaktadir. Ara yiizeyler
birbirlerine karisabilir ve/veya birbirleri lizerinde baski olusturabilir.
Olusan sterik etki damlaciklar aras1 mesafe az ise kuvvetli itme
yoniinde, belli bir mesafe de ise ortamin kalitesine gdre itme veya
¢cekme yoniinde olabilmektedir. Damlacik yiizeyine adsorplanan
emiilgator tabakasinin kalinligi ve damlacik biiyiikligiindeki artis

sterik kuvvetin artmasina sebep olmaktadir (McClements, 2005a).

Deplesyon etkilesimi, birgok emiilsiyonda siirekli fazda bulunan kiicilik

kollodial partikiiller tarafindan olusturulmaktadir. Eger ortama
damlacik ylizeyine adsorplanan yiizey aktif maddenin gerekli olan
miktarindan  daha  fazlasi  konulursa, damlacik  yiizeyine
adsorplanmayan ve siirekli fazda kalan molekiiller, damlaciklar
arasinda ¢ekim kuvveti olusturabilmektedir. Bu molekiiller osmatik
basing farkindan dolayi, damlaciklar arasinda kalan alandan, ¢evredeki
sirekli faza dogru hareket eder ve c¢ekim kuvveti olustururlar.
Emiilsiyon yapisinda olusan agregasyon, damlacik c¢evresindeki
deplesyon bolgesini  kiiclilterek, deplesyon etkilesimi olarak
damlaciklar aras1 ¢ekim kuvveti yaratmaktadir. Partikiil biiytikliigiiniin
ve siirekli fazda adsorplanmadan kalan kolloidal partikiil

konsantrasyonunun artmasi, deplesyon kuvvetini arttiran baglica

nedenlerdir (McClements, 2005a).

Hidrofobik etkilesim, damlacik yiizeyi apolar karakter tasidiinda,

emiilgator tarafindan tam olarak kaplanmadigi durumlarda veya
emiilgator yapisinda bazi hidrofobik gruplar icerdigi zaman 6nemli
olmaktadir. Hidrofobik etkilesim, ortam sicakli§inin artirilmasi ve sulu
fazin dielektrik sabitinin diisiiriilmesi (ortama alkol eklenmesi vb.) ile
arttirllmaktadir (McClements et al., 2009).
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Belirli bir sistem igerisinde s6zii edilen bu etkilesimlerin énem derecesi,
ortamda bulunan gida bilesenlerinin tiiriine (molekiiler agirlik, net yiik, pH profili,
hidrofobik 6zellik), ¢ozeltinin kompozisyonuna (pH, iyonik kuvvet ve dielektirk
sabit) ve ¢evresel kosullara (sicaklik vb.) bagli olarak degismektedir (McClements
et al., 2009).

2.3. Emiilsiyon Stabilitesi

Emiilsiyon stabilitesi, bir emiilsiyonun zamana bagli olarak yapisindaki
gerceklesen degisimlere  gosterdigi  diren¢ olarak  tanimlanabilmektedir.
Emiilsiyonlarin kararliligin1 bozabilen etkenler fiziksel ve kimyasal olmak iizere
iki grupta toplanabilir. Kimyasal etkenler ile ortamda bulunana molekiillerin tiirii
degisirken, fiziksel etkenler ortamda bulunana molekiillerin  yapisal
organizasyonunu ve dagilimini degistirmektedir. Kremalasma, flokiilasyon,
koalesans, faz ayrimi, Ostwalt damlacik biiylimesi, emiilsiyonlarda ger¢eklesen en
onemli fiziksel stabilite sorunlaridir. Oksidasyon ve hidroliz olaylar1 ise kimyasal
stabilite sorunlarina Ornek olarak verilebilir (Dickinson, 2003; McClements,
2005a).

Bir emiilsiyonun stabilitesinden bahsederken “termodinamik stabilite” ve
“kinetik stabilite” arasindaki ayrim iyi yapilmalidir (McClements, 2005a).
Emiilsiyon sistemleri termodinamik olarak stabil kalamayan sistemlerdir ve eger
yeterli siire gegerse, emiilsiyonun homojen yapist kirilmaktadir (Goniil, 2000b;
McClements, 2005a; McClements et al., 2007; McClements and Rao, 2011). Bu
sebepten dolayi, emiilsiyonlarin fizikokimyasal ve duyusal 06zelliklerinde
meydana gelen degisimlerden biiyiik Olciide kinetik stabiliteleri sorumludur.
Emiilsiyon yapilar1 termodinamik olarak kararli kalamasa da bircogu aylarca veya
yillarca kinetik olarak stabil kalabilmektedir. Emiilsiyonlarin kinetik kararliliklar

ise biiylik oOlgiide emiilsiyon igerisinde dispers halde bulunan damlaciklarin
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dinamikleri ~ ve aralarindaki  etkilesim  kuvvetlerince  belirlenmektedir
(McClements, 2005a).

Emiilsiyon yapilarinda Kkarsilasilan baslica fizikokimyasal stabilite
mekanizmalari; yergekimi etkisi ile ayrisma (kremalagsma ve sedimentasyon),
flokiilasyon, koalesans, Ostwald damlacik biiyiimesi ve faz degisimidir (Sekil 2.6)
(McClements, 2005a; McClements et al., 2007).
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Sekil 2.6. Emiilsiyon yapilarinda gézlemlenen baslica stabilite sorunlari

2.3.1. Yer cekimi etkisi ile ayrisma

Bir emiilsiyonda dispers halde dagilmis partikiiller yani damlaciklar, yer
cekiminin etkisi altinda ve i¢ ile dis faz arasindaki yogunluk farkina bagli olarak

dibe ¢okme ya da {lstte toplanma egilimi gosterirler (Goniil, 2000b). Eger
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damlaciklar ¢evrelerini saran sivi fazdan daha diisiik yogunluga sahip ise yukari
dogru (kremalagma), eger damlacik yogunlugu sivi fazdan daha fazla ise asagi
dogru (sedimentasyon) hareket etmektedir. Birgok yemeklik yagin yogunlugu
yag/su emiilsiyonu igerisinde cevresini saran sulu fazdan daha diisiiktiir. Bu
yiizden yag/su emiilsiyonlar1 kremalagmaya yatkin iken su/yag emiilsiyonlari

sedimentasyona yatkin olmaktadir (Sekil 2.7) (McClements, 2005a, 2007).

Sekil 2.7. Polidispers bir yag/su emiilsiyonunda kremalasma olayinin sematik adimlart

(McClements, 2007)

Bir emiilsiyonun kremalagsmasi, Stokes yasasi ile agiklanabilmektedir. Bu
denklemdeki faktorler degistirilmek suretiyle, bir emiilsiyonun kremalasma hizi

disirilebilir;

v = 29r(p2 — p1) / 9

Bu denklem igerisinde v, kremalagma hizi, r, partikiillerin yaricapi, g,
yergekimi ivmesi, p, yogunluk, 1, viskozite, 1 ve 2 numaral ise sirasiyla siirekli
faz ve dispers fazi ifade etmektedir (Goniil, 2000b; McClements, 2005a, 2007).
Iki fazin yogunluk farki ve yag globiilleri ne kadar biiyiik ise, dis faz ne kadar az

viskoz ise kremalagsma o kadar hizlidir.
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Kremalagsma olayinda yag globiilleri yukar1 dogru hareket -ettikce,
emiilsiyonun alt kisminda globiilce fakir olan “serum” tabakasi, yukarisinda ise
globiilce zengin “krema” tabakasi olusmaktadir. Serum ve krema tabakalarini
birbirinden ayiran orta kisim ise orijinal emiilsiyona benzer bir yapida oldugu i¢in

“emiilsiyon tabakas1” olarak adlandirilir (Sekil 2.8) (McClements, 2007).
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Sekil 2.8. Kremalagsmaya kars1 kararli olmayan bir yag/su emiilsiyonun dikey diizlemde yag

globiillerinin dagilisinin sematik gosterimi (McClements, 2007).

Yer ¢ekimine bagh stabilite sorunlarmin karakterizasyonu igin birgok
yontem kullanilmaktadir. Bunlardan ilki, Stoke kanunu kullanilarak, emiilsiyonun
uzun donemli stabilitesinin matematiksel olarak tahmin edilmesidir. Fakat
matemetik modellerin bir¢ok gida emiilsiyonunun sahip oldugu sofistike yapiy1
tam olarak yansitamamasi, depolama sirasinda damlaciklarin biiyiikliigiinde,
flokiilasyon, koalasens ve Ostwald damlacik biiylimesi vb. faktorler ile olusan

degisim ve kremalagma hizinin artmasi bu yontemi kisitlayan faktorlerdir.
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Yer ¢ekimine bagli ayrigmanin tespit edilmesi i¢in kullanilan en basit ve
ucuz yontem gorsel gozlem yontemidir (Guzey and McClements, 2006;
McClements et al., 2007). Transparan test tiiplerine belli miktarda koyulan
ornekler, belirli bir siire bekletilerek, emiilsiyon yapisinda olusan katmanlar
gozlemlenir. Baz1 sistemler krema, serum ve emiilsiyon olmak {izere ii¢ faza
ayrilirken kimi sistemler, krema ve serum olmak {izere iki faza ayrilir. Olusan
katmanlarin yiikseklikleri Olctlilerek asagidaki formiil yardimi ile kremalagsma

indeksi hesaplanir.

Cl=100 X (Hs/ Hy)

Bu formiildeki Hs serum katmanmin yiiksekligi, Hr ise emiilsiyonun
toplam yliksekligidir. Kremalasma indeksi genellikle bir emiilsiyon sistemi igin
sifirdan baslar ve zamana bagl olarak belirli bir CI degerine kadar artarak devam
eder. Bu yontemde, bazi durumlar i¢in emiilsiyon katmanlarinin birbirinden
ayirmanin zorlugu ve damlacik konsantrasyon profili hakkinda bilgi vermemesi

baslica karsilagilan kisitlamalardir (McClements et al., 2007).

Sistemin kremalasma derecesi daha sofistike bir yontem olan 151k sagilim
yontemi ile de Olgiilebilmektedir (Davis 1996; McClements’den, 2005a). Bu
yontemde herhangi bir yiikseklikteki yag globiillerinin biiyiikligi ve
konsantrasyonu tespit edilebilmektedir. Fakat bazi1 konsantre emiilsiyonlarda
Olglim yapma zorlugu ve yiikseklige bagli damlacik konsantrasyon profilinin
dogru yapilmasinda karsilasilan giicliikler bu yontemin temel kisitlamalaridir

(McClements, 2005a).

Son donemlerde konsantre emiilsiyonlarda yer ¢cekimine bagl ayrismayi
gozlemleyebilecek, niikleer manyetik rezonans, ultrasound, elektriksel iletkenlik

gibi yeni yontemler de kullanilmaya baslanmistir. Bu metotlar herhangi bir
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seyreltme yapilmadan damlacik konsantrasyonunun ii¢ boyutlu goriintiilerini
saglayabilmektedir. Fakat yontem olarak pahali olmalar1 ve egitimli personel

gerektirmeleri bu metotlarin kullanimini kisitlayan ana faktorlerdir (McClements,

20054).

2.3.2. Flokiilasyon

Flokiilasyon, i¢ faz damlaciklarinin ii¢ boyutlu kiimeler halinde tersinir
olarak ve kendi bireysel smirlarini kaybetmeden bir araya gelmesidir. Ara
yiizeyde mekanik koruyucu bir bariyerin bulunmamasi halinde globiillerin
agregasyonu ve hizli koalesans olusur (Goniil, 2000b). Flokiilasyon, damlaciklar
arasinda olusan ¢ekim kuvvetlerinin, kisa donemli olmasa da uzun dénemli itme
kuvvetlerine karst baskin oldugu durumlarda olusmaktadir. Damlaciklar
birbirlerine ¢ok yakin dursa da koalesans olusumuna sebep olacak sekilde
birbirlerine karismamaktadir. Emiilsiyon igerisinde damlacik konsantrasyonunda
ve damlacik biiyiikliglindeki azalma, siirekli fazin viskozitesindeki azalma,
partikiil ¢cap dagilimda gozlenen genis dagilim, emiilsiyona uygulanan karistirma
ve damlaciklar arasi gergeklesen etkilesim Kuvvetleri flokiilasyon olusumuna etki

eden baslica faktorlerdir (McClements, 2007).

Damlacik biiytikliigli sub-mikron degerde olan emiilsiyon sistemlerinde
flokiilasyon olusumu sterik kuvvetler vasitasiyla engellenmektedir (Anton et al.,
2008). Partikiil boyut dagilimi genis bir alan1 kapsayan emiilsiyonlarda goreceli
biiyiik damlaciklar, kiigiiklere kiyasla daha hizli hareket etmekte ve yukar1 veya
asag1 (kremalasma veya sedimentasyon) hareket ederken diger globiillere ¢arparak
flokiilasyon olusumunu hizlandirmaktadir. Emiilsiyon igerisinde bulunan kollodial
etkilesimlerden itme kuvvetlerinin ¢ekme kuvvetlerinden daha biiylik oldugu bir
sistemde, flokiilasyon olusumu 6nlenebilmektedir (McClements, 2005a). Bir¢ok
gida emiilsiyonunda elektriksel yiike sahip emiilgatorler kullanilarak (protein,

polisakkarit veya iyonik yilizey aktif madde) damlaciklar arasinda elektrostatik
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itme kuvveti yaratilmakta ve flokiilasyona karsi stabilite saglanmaktadir.
Proteinlerin emiilgator olarak kullanildigi emiilsiyonlarda diisiik pH degerlerinde
pozitif, izoelektrik noktaya dogru notral ve yiikksek pH degerlerinde negatif
yiklenen damlaciklar ile flokiilasyona karst  emiilsiyona  kararlilik

kazandirilabilmektedir.
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Sekil 2.9. Protein-stabilize emiilsiyonlarin flokiilasyonunu etkilen faktorlerin sematik gosterimi
(Dickinson, 1998).

Fakat protein/yag orani diisiik olan sistemlerde homojenizasyon sirasinda
ortamda yeterli protein bulunmamasi ve yag/su ara yiizeyinin protein ile
doyurulamamasi, adsorplanan proteinlerin birden ¢ok yag globiilii tarafindan

paylasilmasina sebep olmaktadir. Boylece emiilsiyon sisteminde kopri
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flokiilasyon gozlenmektedir (Sekil 2.9) (Dickinson, 1998, 2010; McClements,
2005a, 2007). Tersi bir durum olan, emiilsiyon yapisinda adsorplanmayan
kolloidal partikiillerin bulunmasi (biyopolimer, ylizey aktif madde, protein)
strekli fazda olugan osmatik kuvvet sebebiyle damlaciklar arast ¢ekme
kuvvetinde artmaya sebep olmaktadir. Kolloidal partikiillerin konsantrasyonu
arttikca bu ¢ekim kuvveti ortamdaki itme kuvvetlerini yenerek deplesyon
flokiilasyonuna sebep olmaktadir (Sekil 2.9) (McClements, 2005a; Dickinson
2010).

Emiilsiyon yapisinda olusan flokiilasyonu ve miktarini degerlendirmek
i¢in li¢ temel deneysel teknik kullanilmaktadir. Bunlar; mikroskobik goriintiileme,
reoloji ve 1sitk sacilim yontemiyle Olgiimlenen partikiil boyut dagilimidir
(Dickinson, 2010). Ortalama partikiill ¢ap Ol¢imii ve dagilimi, deneysel
arastirmalarda uygulanan standart bir uygulamadir fakat flokiilasyonun
gerceklestigi ve bimodal bir partikiil dagilimina sahip emiilsiyonlarin yapisinin
gozlenmesi, monodispers stabil emiilsiyonlar kadar kolay olmamaktadir.
Oncelikle 151k sag1lim teknolojisinden elde edilen veriler flokiillerin tek tip kiireler
oldugunu varsaymaktadir ve bu varsayim Ornek alimini problematik bir hale
getirmektedir. Analiz sirasinda sistemin kremalagmaya ve/veya faz ayrimina karsi
meyilli olmasi alinan 6rnegin biitiin emdiilsiyon yapisim1 temsil edilecek sekilde
secilmesini Onemli kilmaktadir. Ayrica 151k sacilim teknolojisinde analizi
yapilacak orneklerin seyreltilmesi, Ozellikle deplesyon flokiilasyonu olusan
yapilarda, flokiilasyona tersinir bir yapt kazanmaktadir. Isik mikroskobu ile
gorlntiileme, flokiilasyon yapilarinin belirlenmesinde kullanilan en direk
yontemlerden biridir. Ayrica flokiilasyon yapilarinin koalesans ve Ostwald
damlacik biiylimesi gibi siireclerden ayrilmasinda kullanilabilecek giivenilir bir
yontemdir. Emiilsiyon reoloji ise konsantre emiilsiyonlarda olusan flokiilasyon
yapilarinin dogasimi ve miktarmni belirleyebilmek igin kullanilan giiglii indirek
yontemlerden birisidir. Akis gerilimine ve akis hizina bagl olarak siirekli 6l¢iilen
viskozite degeri, flokiile olmus damlaciklar arasindaki ¢ekim kuvvetleri hakkinda

bilgi vermektedir (Dickinson, 2010).
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2.3.3. Koalesans

Koalesans, emdiilsiyon damlaciklarinin bliyiik damlaciklar olusturacak
sekilde birlesmesi, bliyiimesidir (Goniil, 2000b). Damlacik biiyilikligliniin
koalesans ile artmasiyla sistemde krema veya sediment olusumu hizlanmaktadir.
Yag/su emiilsiyonlarinda koalesans olusumu, emiilsiyonun yilizey kisminda bir
yag tabakasmin olusmasina sebep olabilmektedir (Sekil 2.10). Emiilsiyon
sistemlerinde iki veya daha ¢ok sayida yag globiiliiniin uzun siire birbirleriyle
yakin temasta kalmasi (flokiilasyon, kremalagma vb.) ya da yag globiillerinin
birbirleriyle ¢arpismasi sonucu aralarindaki itme kuvvetlerinin yetersiz kalmasi
koalesans olusumunun baslica nedenleridir (McClements, 2007). Koalesans
olusumuna kars1 emiilsiyon yapisinin stabilitesi, flokiilasyonun 6nlenmesi, krema
tabakasinin dnlenmesi, damlacik konsantrasyonunun azaltilmasi ve ara ylizeyin

ozelliklerinin degistirilmesi ile saglanabilmektedir (McClements, 2005a).

L = - B e e e
r 5 . mw
o O a |
o Qe .
el P41 o] |
I}ED EQ 8 i
o o O 2
8 | - =
ﬂ:::ll.' Gﬂ' o o
s G '-"l?':" O o
ed ©J UJ U
| N o i N
il e - St

Sekil 2.10. Emiilsiyonlarda koalesans olusumunun sematik gosterimi

Koalesans olusumunun karakterizasyonu icin bir¢ogu flokiilasyon
yapisinin zamana bagli izlenmesine dayanan ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Bu
amacla optik mikroskop, lazer veya elektron mikroskoplart kullanilmaktadir. Bir

diger yontem ise zamana bagli olarak partikiil ¢ap dagiliminin, 151k sagilima,
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ultrasonik spektrometre veya NMR teknolojileri ile dl¢iilmesidir (McClements,
2007).

2.3.4. Ostwald damlacik biiyiimesi

Ostwald damlacik biiytimesi, bir damlaciktan diger bir damlaciga
aralarindaki siirekli fazin vasitasiyla gerceklesen kiitle transferi ile kiicilik

damlaciklardan daha biiyiik damlaciklar olugsmasidir (Sekil 2.11).

Biiyiik globiillerin olugumu
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Sekil 2.11. Ostwald damlacik biiyiimesi sematik gésterimi

2.4. Cok Tabakal Emiilsiyonlar

Geleneksel emiilsiyon sistemleri bir¢ok avantaja sahip olmasina ragmen
giinlimiizde daha sofistike yapilara ihtiyag duyulmasma sebep olan bazi
kisitlamalar sahiptir. Geleneksel emiilsiyonlar g¢esitli cevresel stres faktorleri olan
1sitma, sogutma, PpH degisimi, kurutma, dondurma, yiiksek mineral

konsantrasyonu vb. durumlar karsisinda fiziksel kararliliklarin1 kaybetmeye
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egilimlidir. I¢ fazinin veya i¢ fazinda bulunana fonksiyonel bilesiklerin
korunmasinda ve kontrollii saliniminda, goreceli kiigiik olan partikiil ¢ap1 (um) ve
olusturulan ara yiizeyin inceligi (nm), i¢ fazin disartya dogru molekiiler difiizyon
stiresini kisaltmaktadir. Ayrica smirli sayidaki emiilgatdr varligi, fonksiyonel
bilesenler i¢in, emiilsiyonlar ile olusturulacak c¢esitli tasima sistemlerinin
gelistirilmesini kisitlamaktadir (Aoki et al., 2005; Guzey and McClements, 2006a;
McClement et al., 2007; McClements et al., 2009).

Giliniimiizde geleneksel yag/su emiilsiyonlarinin  stabiliteleri  ve
fonksiyonel 6zellikleri, yag damlaciklarinin etrafini kaplayan ve kat-kat (layer-by-
layer) elektrostatik depolama yoOntemiyle olusturulan ara yiizeyler ile
iyilestirilmektedir (Ogawa et al., 2003b; McClements, 2005a; Gu et al., 2005;
Guzey and McClements, 2006b; McClements et al., 2009, Hu et al., 2011,
Perrechil and Cunha, 2013). Kat-kat (LBL) elektrostatik depolama yontemi, ara
yiizeylerin karakteristik ozellikleri olan kimyasal kompozisyon, kalinlik,
elektriksel yiik, reoloji, gegirgenlik, ¢evresel faktorlere verdikleri tepki vb. birgok
ozelligin manipiile edilmesinde kullanilan giiclii bir yontemdir (McClements,
2005b).

Gu et al. (2005), B-laktoglobiilin, karragenan ve jelatin kullanarak LBL
yontemi ile olusturduklan tek, cift ve {i¢ tabakali emiilsiyon yapilarinin c¢esitli
cevresel kosullar (pH, NaCl, CaCl, ve sicaklik) altindaki yapisal 6zelliklerini ve
stabiliteslerini arastirmistir. Mevcut kosullar altinda, tek tabakali emiilsiyon
yapisina gore ¢ok tabakali emiilsiyonlarin daha iyi bir stabilite gosterdikleri ve
baz1 kosullar altinda (yliksek tuz ve sicaklik), biyopolimer katmanlarin

desorplanarak yag fazin kontrollii saliniminin gergeklestirilebildigi belirtilmistir.

Guzey and McClements (2004), B-laktoglobiilin ve pektin kullanarak LBL
yontemi ile olusturduklar ¢ift tabakali emiilsiyonun 100 mM NacCl varliginda ve
diisik pH ortaminda (3-4) tek tabakali yapiya kiyasla daha stabil kaldigim
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belirlemistir. Ara yiizey miihendisligi ile hazirlanan c¢ok tabakali emdiilsiyon
yapilarinin, genellikle proteinlerin fonksiyonlarini yitirdikleri orta diizey pH

kosullarinda stabil emiilsiyonlarin hazirlanmasini sagladigi gézlemlenmistir.

Guzey and McClements (2006b), LBL yontemiyle B-Laktoglobiilin, pektin
ve kitosan kullanarak hazirladiklari ¢ok tabakali emiilsiyon yapilarinin pH (3-7),
NaCl (0-500 mM) ve 1sisal islem (30-90°C de 30 dk.) faktorlerine karsi
gosterdikleri stabiliteyi arastirmistir. Protein ile olusturulan tek tabakali yapinin
biitlin stres faktorleri karsisinda stabilitesini koruyamadigi belirlenmistir. Buna
karsin pektin ile olusturulan gift tabakali yap1 30-90°C arasinda, <100 mM NacCl
varliginda, ve pH 3-5 arasinda stabil kaldigi, kitosan ile olusturulan {i¢ tabakali
emiilsiyonun ise 30—60°C arasinda, <100 mM NaCl varliginda ve pH 3-6 arasinda
stabil kaldig1 belirlenmistir. Bdylece kullanilan biyopolimerlerin  yag/su

emiilsiyonun fiziksel stabilitesini arttirdig1 gosterilmistir.

Ogawa et al. (2003b), LBL yontemini kullanarak lesitin ve kitosan ile ¢ok
tabakali emiilsiyon olusturduklari ¢aligsmalarinda; birincil (tek tabakali) ve ikincil
(cok tabakal1) emiilsiyonlarin, isisal islem, dondurma, yiiksek kalsiyum kloriir
konsantrasyonu ve lipid oksidasyonu acgisindan gosterdikleri stabiliteyi
karsilagtirmistir. Ikincil emiilsiyonun 1sisal islem altinda (30-90 °C, 30dk),
dondurma isleminde (-10 °C, 22saat - 30 °C, 2saat) ve yiiksek tuz
konsantrasyonunda (<500 mM CaCl,) gozlemlenen stabilitesinin  birincil
emiilsiyona gore daha 1yi oldugu belirlenmistir. Ayrica birincil emiilsiyona kiyasla
daha az peroksit olusumu gozlemlenerek daha iyi oksidatif stabilite sagladigi

belirtilmistir.

LBL  yoOnteminde, emiilsiyon mevcut emiilgatér tabakasina
adsorplanabilecek bir bilesik ile karistirtlmaktadir. Eger damlaciklar elektriksel
yiike sahip bir emiilgator ile kaplanmis ise ortama zit yiiklii bir polielektrolitin

eklenmesi, aralarinda gii¢lii bir ¢ekim kuvveti olusmasina sebep olur ve boylece
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polielekrolit damlacik yiizeyine adsorplanmaktadir (McClements and Rao, 2011).
Zit yiike sahip polielektrolitin yeterli konsantrasyonunda, yiizeye adsorplanma
sonucu ara ylizeydeki net yiik degiserek ters isaret almaktadir (net ylik pozitiften
negatife veya tam tersi) (Weiss et al., 2006; Guzey and McClements, 2006a,
2006b; McClements, 2005b, McClements et al., 2009). Damlacik yiizeyinde
gerceklesen yiikk degisiminin iki énemli sonucu bulunmaktadir. Bunlardan ilki,
adsorplanan polielektrolitin emiilgator tizerinde ikinci bir tabaka olusturmasi ve
yiizey doygun hale geldiginde, yiizeyin polielektrolit ile ayni yiikii tagimasi,
aralarinda bir itme kuvveti olusturarak daha fazla polielektrolitin yiizeye
adsorplanmasina engel olmaktadir. Ikinci olarak, olusturulan bu ikinci tabaka
iizerine ortama zit yliklii bagka bir polielektrolit eklenerek iiciincii, dérdiincii vb.
birgok katman elde edilebilmektedir. En iist tabaka da bulunan polielektrolit yiikii,
biitiin ylizeyin net yiikiinii olusturmaktadir (Sekil 2.12) (Guzey and McClements,
20063).

Belli bir elektriksel yiikse sahip emiilgator homojenizasyon sirasinda yag
globiillerinin etrafina hizli bir sekilde adsorplanmaktadir ve bdylece birincil
emiilsiyon yapisi olusturulur. Daha sonra ortama eklenen zit yiiklii polielektrolit,
emiilgator yiizeyi tarafindan ¢ekilerek yag globiilleri etrafina adsorplanir ve ikinci
tabakay1 olusturarak ikincil emiilsiyon yapisini meydana getirir. LBL yontemiyle

cok tabakali emiilsiyon olusturmak i¢in birden fazla yontem kullanilmaktadir.

- Doyurma yontemi: Cok katmanli emiilsiyon i¢in igerisine biitiin yag
globiillerinin etrafin1 sarmaya yeterli tam miktarda polielektrolitin
eklenmesi ile olusturulan sistemlerdir. Polielektrolit miktarnin tam
olarak belirlenmesi i¢in zeta-potansiyel vb. empirik dl¢ciim yontemleri

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.12. Cok tabakali emiilsiyon yapisi (McClements, 2010).

- Santrifiij Yontemi: Emiilsiyon ortamina sistemdeki biitliin yag
globiillerinin sarmaya yeterli polielektrolit miktarindan daha fazla
konsantrasyonlarda polielektrolit eklenerek, biyopolimerin fazlasinin
santrifiij ile sistemden uzaklastirilmas: prensibine dayanmaktadir. Bu
yontemdeki ana problem santrifiij ile sisteme uygulanan Kkuvvetin

emiilsiyonda agregasyona yol agabilmesidir.

- Filtrasyon yOntemi: Emiilsiyon sistemine eklenen fazla miktardaki
polielektrolitin ~ membran  filtrasyon yontemi ile ortamdan

uzaklastirilmasidir.

- pH Degisimi: Bu yontem, yukaridaki metotlardan farkli olarak iki
basamakta gerceklestirilmektedir. Oncelikle, kolloidal partikiiller ile
ortama eklenen polieletrolitin aym isaretli yiike sahip oldugu bir pH
degeri segilerek, emiilsiyon igerisine Yyeterli miktar polielektrolit

eklenir. Daha sonra pH degeri ayarlanarak hem polielektrolitin hem de
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kolloidal partikiillerin birbirleriyle zit yiiklendikleri bir pH degerine
getirilir ve partikiil yiizeyine adsorplanma gergeklestirilir. Bu yontem
kollodial partikiillerin ve kullanilan polielektrolitin elektriksel yiikleri
pH’a bagli degisen sistemlerde uygulanabilmektedir. Iki basamakta
gerceklestirilen bu metottun en biiyllk avantajlari, polielektrolitin
adsorplanmadan Once emiilsiyon sistemine iyice yayilmasi ve pH
degisimiyle beraber hizli bir sekilde agregasyona firsat birakmadan
damlacik yiizeyine adsorplanmasidir. Ayrica, diger tek basamakli
yontemlere gore protein ve bir anyonik biyopolimer (pektin,
karragenan, aljinat) ile hazirlanan ¢ok tabakali emiilsiyon yapilarin i¢in
daha stabil bir emiilsiyon sistemi elde edilmektedir (Guzey et al., 2004;
Guzey and McClements, 2006b; McClements et al., 2007;
McClements, 2012).

Cok tabakali emiilsiyon sistemlerinin yapisini ve fonksiyonelligini kontrol
etmek i¢in bir¢cok yol bulunmaktadir. Emiilgator tiirtiniin degistirilmesi, kullanilan
polielektrolitin  degistirilmesi, katman sayisinin degistirilmesi, katmanlari
olusturan biyopolimerlerin sirasinin  degistirilmesi, sulu ¢6zelti ortaminin
ozelliklerinin (pH, iyonik kuvvet) degistirilmesi ve katmanlar arasinda fiziksel,
kimyasal veya enzimatik yontem ile g¢apraz baglarin olusturulmas sayilabilecek

basglica yontemlerdir (McClements, 2012).

Belli kosullar altinda ¢ok tabakali ara ylizeye sahip emiilsiyon yapilarinin
cevresel stres faktorleri olan pH degisimi, yiiksek iyonik kuvvet, 1sisal islem,
dehidrasyon ve donma gibi faktorlere karsi daha stabil ve koruyucu bir yapi
sagladiklar1 goriilmektedir (Ogawa et al., 2003b; Gu et al., 2004; Aoki et al.,
2005; Klinkesorn et al., 2005; Surh et al., 2005; Guzey and McClements, 2006b;
McClements, 2010). Enkapsiilasyon yontemi olarak cok tabakali emiilsiyon
yapilarinin kullanilmas: ile enkapsiile edilen komponenetin kimyasal stabilitesi
artirllabilmektedir. Literatiirdeki bazi calismalarda yag fazi ile gecis metal

iyonlarinin emdiilsiyon igerisindeki etkilesimleri, ara yiizey ylkiiniin ve



33

kalinliginin kontrol edilmesi ile azaltilmig ve boylece -3 yag asitlerinin oksidatif
stabilitelerinde iyilesme saglanmistir (McClements and Decker, 2000; Klinkesorn
et al., 2005; McClements et al., 2007). Cok tabakali emiilsiyon iiretiminde
kullanilan ara yiizey miihendisligi sadece gida sinifina giren komponentlerden
(ylizey aktif madde, protein, polisakkarit ve fosfolipid) yararlanmakta ve
kullanilan proses yontemleri ise halihazirda gida sanayinde kullanilmaktadir

(McClements et al., 2007).

Proteinler ve anyonik polisakkaritler arasinda gergeklesen elektrostatik
kompleksler, proteinlerin  ¢oziiniirliigiinii  artirarak  izoelektrik noktalarinda
yasanan c¢okmeyi engellemektedir. Ayrica anyonik polisakkaritler koruyucu
hidrokolloidler gibi davranarak yiiklii protein partikiillerinin agregasyonunu Ve
cokelmesini engeller. Bu koruyucu etki yag/su emiilsiyonlarinda stabilitenin

korunmasina da yardimci olmaktadir (Ye, 2008).

Cok tabakali emiilsiyon sistemleri kararlilik ve performans bakimindan
geleneksel emiilsiyon sistemleri kiyasla umut verici iyilesmeler igerse de, sistemin
koprii ve deplesyon flokiilasyonu vasitasiyla olusan agregasyona ve diger etkilere
kars1 stabilitesinin saglanmasi i¢in kullanilan emiilgatér ve biyopolimer
kombinasyonunun uygun secilmesi ve hazirlama kosullarinin (damlacik
konsantrasyonu, biyopolimer konsantrasyonu, pH, iyonik kuvvet, polimer sirasi,

karistirma hizi, sicaklik vb.) optimum olarak belirlenmesi gerekmektedir.
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24.1. Cok tabakalh emiilsiyonlarin stabilitesine etki eden

faktorler

2.4.1.1. Polielektrolit karakteristigi

Cok tabakali emiilsiyon sistemlerinin olusumu, stabilitesi ve ozellikleri
yiiklii kollodial partikiillerin yiizeyine adsorplanan polielektrolitlerin yapisina
bagli olmaktadir. Zincir uzunlugu, yiikk yogunlugu ve dagilimi, dalli yapist vb.
ozellikler biyopolimerin yiizeye adsorplanmasini ve yilizey kalinligi, yapisi,
porozite gibi yiizey 6zelliklerini etkilemektedir (McClements, 2012).

Emiilsiyon damlaciklarint veya dispers partikiillerin kararliligin1 saglayan
biyopolimerlerin dort temel 6zelligi bulunmalidir. Bunlar; partikiil yiizeyine giiglii
adsorplanma, partikiil yiizeyine tamamen kaplayarak sarma, kalin, sterik ve stabil
bir katman olusturma ve olusturduklar1 ara yiizeyde belli bir elektriksel yiik
degerine sahip olma yetenekleridir (Dickinson, 2003).

Polielektrolit tarafindan olusturulan ara yiizeyin kalinligi, polielektrolitin
tasidigr yiik yogunluguna baghdir. Diisiik tuz konsantrasyonunda fazla miktarda
yikli polielektrolitler damlacik ylizeyine adsorplanirken ara yilizey ile
aralarindaki giiglii elektrostatik etkilesim sonucu goreceli ince bir tabaka
olusturmaktadir (Schonhoff, 2003; Guzey and McClements, 2006a). Ayrica
polielektrolitin emiilsiyon icerisindeki konformasyonu ara yiizeyde olusturulacak

tabakanin kalinligin1 belirlemektedir.

Yag globiilleri etrafina adsorplanan polielektrolit miktar1 ve olusturdugu
katmanin kalinligi, yapisi ve porozitesi polielektrolitin ¢evreye karsit gosterdigi

hassasiyete baghdir. Iyonik kuvvet, pH ve sicaklik ile degisik hassasiyete sahip
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polielektrolit kullanilarak, istenilen dogrultuda ¢ok tabakali ara yiizeylerin

olusturulmas1 miimkiindiir (Guzey and McClements, 2006a).

LBL yontemiyle olusturulan ¢ok tabakali emdiilsiyonlarin flokiilasyona
karst meyilli olmalar1 en biiylik problemlerden biridir. Bazi durumlarda olusan
flokiilasyonlarin  kirilmasi i¢in sisteme ek mekanik islemler (sonikasyon,
homojenizasyon, karistirma) uygulanabilmektedir. Alternatif olarak polimer ve
kolloidal partikiil karakteristikleri, ¢oziicii 6zellikleri, hazirlama yontemi vb.
kosullar kontrol edilerek flokiilasyon olusumu Onlenebilmektedir (McClements

2005D).

Cok tabakali emiilsiyonlarda flokiilasyon olusumuna sebep olan iki ana

mekanizma bulunmaktadir;

-Koprii flokiilasyonu, ortamda yag/su ara yiizeyini tamamen kaplayacak
miktarda polielektrolit bulunmadigi durumlarda ve kollodial partikiiller arasi
carpisma, polimerin yiizeye adsorplanmasindan daha hizli gergeklestigi kosullarda

meydana gelmektedir.

-Deplesyon flokiilasyonu, emiilsiyon icerisinde yag/su ara yiizeyini
tamamen kaplayabilecek polielektrolit konsantrasyonundan daha fazla polimer

bulunmasi durumunda olugmaktadir.

Yeterli biyopolimer konsantrasyonunda, protein ile sarilmis yag globiilleri
ile biyopolimer arasinda giiglii bir ¢ekim kuvveti olusmakta ve globiillern
etrafinda sterik olarak sistemi stabilize eden ikinci bir katman olusmaktadir.
Sisteme eklenen polimer miktar1 kritik bir seviyeye ulastiginda, adsorplanmayan

ve siirekli fazda bulunan polimerler, artan partikiil hacim fraksiyonu ve polimerin
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molekiiler kiitlesi ile sistemde deplesyon flokiilasyonunun olusmasina sebep
olmaktadir. Asir1 miktarda eklenen biyopolimer konsantrasyonlarinda ise sistemde
jel  olusumu  gozlenebilmektedir. Buna karsin  gerekli  biyopolimer
konsantrasyonundan daha az miktarlarda ise sistemde koprii flokiilasyonu
gozlenmektedir (Dickinson 2003).

Emiilsiyon igerisindeki kollodial partikiillerin flokiilasyon/agregasyona
kars1 stabilitesi polielektrolit konsantrasyonuna (C) bagli olarak degismektedir
(Sekil 2.13). Uygun konsantrasyonun elde edilmesi i¢in matematiksel modelleme

ve baz1 denklemler kullanilmaktadir;

- C=0 durumunda partikiiller aras1 emiilgatdor katmani tarafindan
olusturulan kuvvetli bir itme kuvveti bulunmaktadir ve sistem

agregasyona karsi dayaniklidir.

- 0<C<Cgs. Polielektrolit konsantrasyonu yag globiillerinin hepsini
kaplayacak yeterli konsantrasyondan (Css) diisiik ise polielektrolit
birden fazla damlacik tarafindan adsorplanir ve sistemde koprii

flokiilasyonu olusmaktadir.

- Csa<C<Cpyep. Ortamda yag/su ara yiizeylerini kaplayacak yeteri kadar
polielektrolitin olmasi fakat deplesyon flokiilasyonun sebep olacak
konsantrasyona daha erismemesi ile stabil bir emiilsiyon sistemi elde
edilebilmektedir. Kararli emiilsiyon sartlarinda kollodial partikiillerin
birbirleriyle ¢arpigma hizlar, polielektrolitin damlacik yiizeyine
adsorplanma hizindan daha yavas olmalidir ve dengenin elde edildigi

polielektrolit konsantrasyonu Csgs olarak tanimlanmaktadir.
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- C>Cyep. Emiilsiyon ortaminda adsorplanmadan kalan polielektrolit
miktar1 belli bir konsantrasyonu astiginda ortamda deplesyon

flokiilasyonu goriilmektedir (McClements, 2005b).

Polimer
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Kolloidal Partikuller

Sekil 2.13. Birbirleriyle zit elektriksel yiike sahip kolloidal partikiillerin ve biyopolimerin ortama

eklenmesi ile gerceklesen olaylarin sematik gosterimi (McClements, 2005b).

Flokiilasyona kars1 kararli ¢ok tabakali emiilsiyonlarin yapisinda
polielektrolit konsantrasyonu Cs,: konsantrasyonunu gegse bile sistemde hala
koprii flokiilasyonu olusabilmektedir. Stabil bir emiilsiyon yapisi igin, ortamda
yag/su ara ylizeyini tamamen kaplayabilecek konsantrasyonda polimer
bulunmasinin yani sira polimerin yag globiillerinin yiizeyine adsorplanma hizinin,
kolloidlerin birbirleriyle carpisma hizindan fazla olmasi gerekmektedir. Bu
sebepten dolay1 stabil bir sistem i¢in ortamdaki polielektrolit konsantrasyonunun
Cads<C<Cyep araliginda olmasma dikkat edilmelidir. Mevcut konsantrasyon
limitlerinin hesaplanmasi i¢in giinlimiizde matematiksel modelleme ve denklikler
kullanilmakta ve emiilsiyonlar icin stabilite haritalar1 olusturulabilmektedir

(McClements, 2005b, Guzey and McClements, 2006a).
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Sekil 2.14. Cok tabakali emiilsiyonlarda karakterizasyon yontemleri (pH 3.5’da hazirlanan musir
yag1 ve B-laktoglobiilin ile olusturulan birincil emiilsiyon sistemine pektin eklenmesi)

( Cho and McClements, 2009; McClements, 2010).

Matematiksel modelleme ve stabilite haritalar1 disinda, biyopolimerlerin
damlacik yiizeyine adsorplanma durumlar1 zeta-potansiyel Ol¢iimii ile takip
edilebilir. Ayrica emiilsiyonun flokiilasyona karsi stabilitesi ise 151k sagilimi,
mikroskobik goriintiileme ve kremalasma stabilitelerinin Olgiilmesi ile takip

edilebilmektedir (Sekil 2.14) (McClements, 2010).

2.4.1.2. Emiilgator karakteristigi

Cok tabakali emiilsiyon sistemlerinde ilk katmanin 6zelikleri kullanilan

emiilgator tarafindan belirlenmektedir. Her bir emiilgatér cok tabakali yapinin
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olugmasina ve Ozelliklerine etki eden elektriksel karakteristikler tasimaktadir

(Guzey and McClements, 2006a).

Birincil emiilsiyonun hazirlanmasi i¢in kullanilabilecek bir¢ok anyonik,
gida sinifina giren ylizey aktif madde ve fosfolipid bulunmaktadir. Lesitin, yag
asit tuzlari, monogliseridlerin diasetil tartarik asit esterleri (DATEM) vb.
emiilgatorler ile negatif yiiklii emiilsiyon damlaciklar1 olusturulabilmektedir
(McClements, 2005a; Guzey and McClements, 2006a). Pozitif yiikli katyonik
yiizey aktif maddelerden ise gida sinifina girebilen sadece birkag¢ tane bulunmasi
cok tabakali emdiilsiyonlarda yilizey aktif maddeler ile katyonik bir yap1
olusturmasini kisitlamaktadir (Guzey and McClements, 2006a).

Ortamin pH degerine bagli olarak isareti ve elektriksel yiikii degisen
proteinlerin emiilgatér olarak kullanilmasi ile ¢ok tabakali yapilarda birinci
katmanin fonksiyonel oOzellikleri kolayca ayarlanabilmektedir. Ayrica yine
emiilsiyon pH degeri ayarlanarak emiilgator ve polielektrolit arasindaki
elektrostatik etkilesim istege bagli olarak degistirilebilmektedir (McClements,
2005a).

Gida endiistrisinde emiilgator olarak yaygin kullanim alanina sahip baslica
iki polisakkarit bulunmaktadir. Bunlar akasya gami ve modifiye nisastadir. Bu
emiilgatorler goreceli kalin bir ara yiiz olusturarak cevresel stres faktorlerine

dayanikli emiilsiyon yapilari olusturabilmektedir.

Cok tabakal1 yapilarda ilk katmanin 6zelliklerinin belirlenmesinde sadece
elektriksel karakteristikler Onem tagimamaktadir. Olusturulan ara yiizeyin
kalinlig1, yapisi, emiilgatoriin cevresel faktorlere karsi tasidigi hassasiyette onemli

parametreler arasindadir (Guzey and McClements, 2006a).
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2.4.1.3. pH

Cok tabakali emiilsiyonlarda olusan yag/su ara yiizeyinin olusumunu ve
ozelliklerini etkileyen en onemli faktorlerden biri ortamin pH degeridir. LBL
tekniginde ortamin pH degeri segilirken partikiil yiizeyi ile polielektrolitin zit
yiiklere sahip olacagi ve iki taraf i¢inde sahip olduklar1 bu zit yiik degerlerinin
yeterince yliksek oldugu bir deger se¢ilmektedir. Emiilsiyon ortaminin pH degeri
degistirilerek kollodial partikiillerin yiizeyine ne derecede polielektrolit
adsorplanacagi belirlenebilmektedir. Ayrica bazi durumlarda bir polielektrolit
kendisiyle ayni yiikii tasiyan bir ylizeye de adsorplanabilmektedir. Boyle bir
durum, ylizeyde heterojen yiik dagiliminin olmasi sonucu polielektrolit ile zit
yiikse sahip olan bolgelerin olusmasi ile gergeklesebilir (Gu et al., 2005; Guzey
and McClements, 2006a).

Gu et al. (2004), B-laktoglobiilinin emiilgator olarak kullanilmasiyla elde
edilen birincil emiilsiyona, degisen konsantrasyonda karragenan ekleyerek
sistemin pH degerlerini 3-8 arasinda degistirdigi ¢alismasinda, pH 3 degerinde
emiilgator ile polimer arasinda siilfat gruplarinin sebep oldugu zayif elektrostatik
bagin olustugu belirlenmistir. pH 4-5 araliginda zeta-potansiyel degerinin pozitif
alandan negatif alana kaymasi ile B-laktoglobiilin ile karregenan arasinda giiclii
bir ¢ekim kuvveti gerceklesmis ve damlaciklar cevresinde ikinci tabakanin
olustugu gozlenmistir. Ortamin pH degerinin 6 olmasi ile ¢ok tabakali emiilsiyon
yapisinin bir haftalik depolama siireci boyunca stabil kaldig1 belirlenmistir. pH
degeri 7-8 arasinda ise zeta-potansiyel degerinde bir degisme goézlemlenememis

ve karregenanin damlacik ara yiizeyine adsorplanmadig: belirtilmistir.

Hong and McClements (2007), misir yagi ile B-laktoglobiilin ve pektin
kullanarak pH 3 ortaminda hazirladiklar1 ¢ok tabakali emiilsiyon yapisinda,
protein ile polimer arasinda pH 4.5 ile 7.5 arasinda kuvvetli bir elektrostatik

cekim olustugunu gostermistir. Ayrica B-laktoglobiilinin izoelektrik noktasina
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yakin pH degerlerinde (4.5-5.5), ¢ift tabakali emiilsiyon yapisinin flkoiilasyona
kars1 yiiksek stabilite gosterdigi belirtilmistir.

24.1.4. Tuz

Bir emiilsiyon sisteminin sahip oldugu iyonik kuvvet, molekiiller i¢i ve
molekiiller aras1 elektrostatik etkilesimlerin kuvvetini ve siiresini belirleyerek ¢ok
tabakali yapimin olusmasini, yapisal Ozelliklerini ve kalinligimi etkilemektedir.
Yag damlaciklart ve polielektrolit arasindaki elektrostatik etkilesim ortamin
iyonik kuvveti artttkga azalmaktadir. Elektrostatik perdeleme olarak da
adlandirilan olay yiizey ¢evresinde karsit yiikli iyonlarn birikmesi ile
gerceklesmektedir.

Ortamda tuz bulunmadigi durumlarda polielektrolitler yiizey cevresinde
daha ince ve diiz bir katman olusturmaya meyillidir. Polielektrolit ile yiizey
arasindaki elektrostatik etkilesim maksimum seviyesindedir ve adsorpsiyon
sonras1 molekiilerin yiizey lizerinde tekrar diizenlenmesi siirli bir diizeydedir.
Tuz bulundugu durumlarda ise polielektrolitler daha siki bir konformasyon alarak,
partikiiller etrafinda kalin bir ara yiizey olustururlar. Polielektrolit ile yiizey
arasindaki etkilesim diisiik diizeydedir ve adsorpsiyon sonrasi yilizeydeki
molekiillerin tekrar diizenlenmesi ger¢eklesebilmektedir (Guzey and McClements,
2006a). Ayrica ¢ok tabakali emiilsiyon yapilarinda ortamdaki tuz miktar arttikga
katmanlar arasinda azalan elektrostatik etkilesim sonucu katmanlarin gecirgenligi

artmaktadir.
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2.4.1.5. Coziicii kalitesi

Coziici maddenin  dielektrik  sabitinin  degistirilmesi, emiilsiyon
icerisindeki  elektrostatik  etkilesimleri  etkilemektedir. Literatiirdeki bazi
caligmalarda ortama ethanol eklenmesinin ara yiizey kalinligin1 ve adsorplanan
materyal miktarint arttirdig, zincir i¢i elektrostatik itme kuvvetini ise azalttig1

belirtilmektedir (Poptoshev et al., 2004; Guzey and McClements, 2006a).

2.5. Emiilsiyonlarin Oksidatif Stabilitesi

Emiilsiyon yapilarinda artan yiizey alani1 sayesine yag fazinin ve suda
coziinen prooksidan bilesiklerin birbirleriyle etkilesimlerinin artmasi, yag/su
emiilsiyonlarinda lipid oksidasyonunun hizli bir sekilde ger¢eklesmesine sebep

olmaktadir.

Yag/su emiilsiyonlarinda gergeklesen oksidasyonun hizina etki eden
bir¢cok faktdr bulunmaktadir. Bunlar; yag asidi kompozisyonu, stirekli fazin pH
degeri ve iyon kompozisyonu, prooksidan ve antioksidan konsantrasyonlari,
oksijen konsantrasyonu, yag damlaciklarmin o6zellikleri (damlacik boyutu,
konsantrasyonu ve fiziksel durumu), yag/su ara yiizey ozellikleri ( ara yiizey
kalinlig, yiikii, reolojisi ve gegirgenligi) olarak siralanabilmektedir (Coupland and
McClements, 1996; Waraho et al., 2011).

Emiilsiyon yapilarinda dispers halde bulunan yag damlaciklar1 sayesinde
yag fazinin yiizey alaninda ciddi bir artis bulunmaktadir. Fakat bu konuda yapilan
bir ¢ok ¢alisma damlacik boyutundan kaynaklanan ylizey alani artiginin tek basina
oksidasyon hizina minimal etkisi oldugunu belirtmektedir (Osborn and Akoh,
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2004: Dimakou et al., 2007; Kiokias et al., 2007; Sun and Gunasekaran, 2009;
Waraho et al., 2011).

Lipit oksidasyon hiz1 siirekli fazda bulunan prooksidanlar (metal iyonlar1)
ile lipid fazda bulunan oksidasyona yatkin substratlarin (hidroperoksitler)
arasindaki etkilesimden etkilenmektedir. Bu sebepten dolayr damlaciklarin ytlizey
Ozellikleri onem tasimaktadir. Damlacik yiizey yiikii katyonik metaller ile
aralarinda olusan itme veya ¢ekme kuvvetlerini belirleyen en 6nemli faktorlerden
biridir (Mei et al., 1998a, 1998b; Mancuso et al., 1999; Waraho et al., 2011).
Kullanilan emiilgator veya emiilsiyon ortaminin pH degeri damlacik net yiikiinii

belirlemektedir (Hu et al., 2002;_Klinkesorn et al., 2005; Waraho et al., 2011).

Emiilsiyon yapilarinda yag ve su fazlari arasindaki ara yiizeyin kalinlig
kullanilan emiilgatoriin konformasyonu ve molekiiler agirligina veya ortamda
bulunan biyopolimerlerin damlacik c¢evresinde olusturabildikleri katmanlarin
ozelliklerine gore degismektedir. Genel olarak yiiksek molekiil agirligina sahip
emiilgatorler lipid faz ile siirekli fazda bulunan prooksidanlarin etkilesimlerini
engelleyebilecek kalinlikta ara ylizey olusturmaktadir (Silvestre et al., 2000;
Waraho et al., 2011). Cok tabakali emiilsiyon teknolojisi, lipidlerin etrafin1 saran
ara ylizeyin kalimhigini ve elektriksel net yiikiinii degistirerek oksidasyona kars1
sahip olduklar1 stabiliteyi artiran gii¢lii araglardan biridir (Guzey and
McClements, 2006a). Polisakkaritlerin serbest radikalleri siipiiriicti etkileri, gecis
metallerini baglayabilmeleri ve sistemin viskozitesini arttirmalari, yag/su
emiilsiyonlarinda gerceklesen lipid oksidasyonunu engellemelerini saglamaktadir.
Ksantan Gam, diistik/yiiksek metoksilli pektin, a-karregenan ve sodyum aljinatin
metaller ile selat olusturma ozellikleri, yag/su emiilsiyonlarinda oksidatif

stabiliteyi arttirmaktadir (Shimada et al., 1994; Chen et al., 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hammaddeler

Calismada kullanilan sodyum kazeinat, Tandem Gida Sanayi ve Ticaret
Ltd. Sti. BBA Lactalis Ingredients iiriinii olarak; pektin, Biokim Ozsezen Kimya
Sanayi ve Ticaret A.S. den; yiiksek metoksilli pektin APC 102 iiriinii olarak ve
keten tohum yag1, Mecitefendi markali soguk pres ile iiretilmis {iriinii izmir’deki

bir aktardan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Monosodyumdihidrojenfosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0,) (Sigma-Aldrich,
04269), Disodyum monohidrojenfosfat dodekahidrat (Na;HPO4.12H,0) (Carlo
Erba reagenti, 480137), sodyum hidroksit (Riedel-de Haen, 06203), hidroklorik
asit (Merck, 100317.2501), trikloroasetik asit (Carlo Erba reagenti, 411527),
tiyobarbitiiriikk asit (Merck, 550480), izooktan (Merck, 104717), 2-propanol
(Merck, 109634), demirsiilfat heptahidrat (Riedel-de Haen, 12354), baryumkloriir
dihidrat (Merck, 101719), amonyum tiyosiyanat (Merck, 101213), 1-butanol
(Riedel-de Haen, 24124), 1,1,3,3 Tetraetoksipropan, (Merck, 820756), kiimen
hidroperoksit (Merck, 820502).
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3.1.3. Kullanilan alet ve ekipmanlar

e Blender (Waring Commercial blender, 7011S)
¢ Yiiksek basing homojenizatorii (Microfluidizer, M-110L, microfluidics)
e pH metre (Hanna Instruments, HI221)

e Etiiv (Niive, ES500)

e Cary 50 Scan UV-Vis spektrometre (Varian)
e Mikro Santrifiij (Niive NF 048)

e Su banyosu (Clifton)

e Malvern Zetasizer Nano-ZS

e Malvern Mastersizer 2000

e OLYMPUS-CX31 optik mikroskop

e Manyetik karistirici (Stuart CC162)

e Yellowline TT3 Dijital model vorteks karistirici

3.2. Yontem

Mevcut calisma iki ana boliimden olugmaktadir. Calismanin birinci
boliimiinde, bulundugu ortamda kararliligini siirdiiren tek tabakali (geleneksel
emiilsiyon) yapisi ile ¢ok tabakali emiilsiyon yapilarimin olusturulmasi ve bu
yapilarin karakterizasyonu gercgeklestirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, keten
tohum yagi kullanilarak olusturulan ve fiziksel stabilitesini koruyan yag/su
emiilsiyonu i¢in gerekli sodyum kazeinat miktari; partikiil boyut dagilimi, zeta-

potansiyel Ol¢limii, bulaniklilik degeri, kremalagma indeksi ve optik mikroskop
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goriintiileme yontemleri ile tespit edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
ortama eklenmesi gereken emiilgator miktar1 saptandiktan sonra c¢ok tabakali

emiilsiyon yapisina gecilmistir.

Cok tabakali emiilsiyon olusumunda kat-kat (layer-by-layer) elektrostatik
depolama yontemi kullanilmistir. Biyopolimer olarak pektin, ortam pH degeri
olarak da 6n denemeler sonucunda belirlenen pH 3 degeri se¢ilmistir. Yag/su
emiilsiyonu igerisinde dispers halde bulunan damlaciklarin etrafina olusturulacak
ikinci katman igin gerekli pektin miktari; partikiil boyut dagilimi, zeta-potansiyel
Ol¢iimii, bulaniklilik degeri, kremalagsma indeksi ve optik mikroskop goriintiileme
yontemi ile tespit edilmistir. Boylece yag/su ara ylizeyini tamamen kaplamaya

yeterli olacak pektin konsantrasyonu belirlenmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde, elde edilen tek tabakali birincil emiilsiyon
ile ¢cok tabakali ikincil emiilsiyonun ¢evresel stres faktorlerinden pH degisimine
olan hassasiyetleri ve oksidatif stabilite degerleri karsilastirilmistir. pH degeri 3-7
arasinda degisen ortamlarda birincil ve ikincil emiilsiyon yapilarinin stabiliteleri;
partikiil boyut dagilimi, zeta-potansiyel Olgiimii, kremalasma indeksi ve optik
mikroskop goriintiileme yontemi ile tespit edilmistir. Oksidatif stabiliteleri ise
55°C etiiv ortaminda 22 giin bekletilerek 6l¢iilen hidroperoksit degeri ve TBARS
(tiyobarbutirik asit reaktif maddeleri) oOlgtimleri ile belirlenmistir. Yapilan

analizler 2 tekrar, 2 paralel seklinde ger¢eklestirilmistir.
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3.21. Tek tabakali ve ¢ok tabakali emiilsiyon olusumu ve

karakterizasyonu

3.2.1.1. Tek tabakali emiilsivon olusumu

10 mM, pH 6.8, sodyum fosfat tampon c¢ozeltisi hazirlanmasi: 0.78 g

NaH,P0O4.2H,0 alinarak bir miktar distile su igerisinde ¢Oziinmiistiir. Uzerine

1.799 Na;HPO4.12H,0 eklenerek son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

Na-kazeinat cozeltisinin hazirlanmasi: Bir miktar Na-kazeinat toz urinu

% 2.0 (a/a) konsantrasyonunda olacak sekilde 10 mM sodyum fosfat tampon
cozeltisi igerisinde 7 saat manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmiistiir.

Kullanim zamanina kadar +4°C’de saklanmustir.

Na-kazeinat cozeltisi kullamilarak tek tabakali vag/su emiilsivonunun

olusturulmasi: % 2.0 (a/a) konsantrasyona sahip Na-kazeinat ¢6zeltisi sirasiyla
son konsantrasyonlar %0.1, %0.2, %0.3, %0.4, %0.5, %0.6, %0.7, %1.0 ve %1.5
a/a olacak sekilde 10 mM tampon c¢ozelti ile seyreltilmistir. Elde edilen Na-
kazeinat ¢ozeltileri 1 M NaOH ile pH degeri 6.8 olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
cozeltilerin igerisine son konsantrasyon % 10 a/a olacak sekilde keten tohum yag:
eklenmistir. Degisen konsantrasyonlarda Na-kazeinat, % 10 keten tohum yagi
iceren ¢ozeltiye, 3 dakika boyunca 22000 rpm (devir/dk) hizla Waring marka
laboratuar blenderi kullanilarak 6n homojenizasyon islemi uygulanmistir. Elde
edilen emiilsiyonlar 10000 psi basing altinda 5 dongli olacak sekilde
mikrofluidizerden gegcirilerek son emiilsiyon yapisi elde edilmistir (Moreau et al.,
2003).
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3.2.1.2. Tek tabakali emiilsivon yapisinin karakterizasyonu

Partikiil boyut dagilimi: Degisen konsantrasyonlarda (%0.1, %0.2, %0.3,
%0.4, %0.5, %0.6, %0.7, %1.0 ve %15 a/a) Na-kazeinat igeren yag/su

emiilsiyonlarinin, 24 saat sonra Malvern Nanosizer cihazi ile partikiil boyut
dagilimlar1 Olgiilmistiir. Dinamik 151k sag¢ilim prensibine gore hesaplanan Z-
ortalama c¢ap degerleri ve ¢oklu dagilim indeks degerleri belirlenmistir. Siirekli
fazin refraktif indeks degeri 1,333, yag fazinin ise 1,48 alinmistir. Ornekler 1:100
oraninda 10 mM, pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisiyle seyreltilerek cihazda okuma
yapilmistir (Anal et al., 2008).

Zeta-potansivel 6lciimii: Degisen konsantrasyonlarda (%0.1, %0.2, %0.3,
%0.4, %0.5, %0.6, %0.7, %1.0 ve %15 a/a) Na-kazeinat igeren yag/su

emiilsiyonlarinin, 24 saat bekletildikten sonra Malvern Nanosizer cihazi ile zeta-
potansiyel degerleri 6lgiilmiistiir. Ornekler 1:100 oraninda 10 mM, pH 6.8 fosfat

tampon ¢ozeltisiyle seyreltilerek cihazda okuma yapilmaistir.

Bulaniklik  Olciimii: Degisen konsantrasyonlarda (%0.1, %0.2, %0.3,
%0.4, %0.5, %0.6, %0.7, %1.0 ve %1.5 a/a) Na-kazeinat iceren yag/su

emiilsiyonlari, 7 giin boyunca oda sicakliginda depolandiktan sonra 1:500
seyreltilerek (10 mM, pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisi) 660 nm dalga boyundaki

absorbans degerleri ol¢lilmiistiir.

Kremalagma indeksi: Degisen konsantrasyonlarda (%0.1, %0.2, %0.3,
%0.4, %0.5, %0.6, %0.7, %1.0 ve %1.5 a/a) Na-kazeinat igeren yag/su

emiilsiyonlari, toplam ylikseklik 10 cm olacak sekilde cam tiiplere alinarak,
agizlar1 sikica kapatilmis ve 7 giin boyunca oda sicakliginda depolanmaistir.
Olusan krema ve serum tabakasi bir cetvel yardimiyla dl¢lilmiistiir. Kremalasma

indeks hesaplamasinda asagidaki esitlikten yararlanilmistir (Surh et al., 2006).
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Cl= 100 X (HS / HT)

HS= Serum katmaninin yiiksekligi,

HT= Emiilsiyonun toplam ytiksekligi.

Optik mikroskop ile goriintilleme: Degisen konsantrasyonlarda (%0.1,

%0.2, %0.3, %0.4, %0.5, %0.6, %0.7, %1.0 ve %1.5 a/a) Na-kazeinat igeren

yag/su emiilsiyonlarinin yapisi,7 gilinliik oda sicakliginda depolama sonunda 1s1k

mikroskobu (OLYMPUS-CX31) yardimiyla goriintiilenmistir.

3.2.1.3. Cok tabakali emiilsivon olusumu

Na-kazeinat cozeltisinin hazirlanmasi: Bir miktar Na-kazeinat toz uriini

son konsantrasyon % 1.0 (a/a) olacak sekilde 10 mM, pH 6.8 sodyum fosfat
tampon c¢ozeltisi igerisinde 7 saat manyetik karistiricida  karistirlarak

¢Oziilmiistiir. Kullanim zamanina kadar +4°C’ de saklanmustir.

Pektin _¢ézeltisinin _hazirlanmasi: Bir miktar pektin alinarak son

konsantrasyon % 3.0 (a/a) olacak sekilde 10 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tampon
coOzeltisi icerisinde 7 saat manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmiistiir.
Cozeltinin pH degeri tekrar 1 M NaOH kullanilarak, 6.8 olarak ayarlanmig ve

kullanim zamanina kadar +4°C’de saklanmustir.

Na-kazeinat cozeltisi  kullamilarak birincil yag/su emiilsivonunun

olusturulmasi: Son konsantrasyon % 0.7 Na-kazeinat olacak sekilde % 1.0’lik
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stok kazeinat ¢ozeltisinden alinarak tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir. Cozeltinin
pH degeri 1 M NaOH ile 6.8 degerine ayarlanmistir. Son konsantrasyon % 10
olacak sekilde igerisine keten tohum yagi eklenen ¢ozeltiye 3 dakika 22000 rpm
(devir/dk) hizla Wering marka laboratuar blenderi ile 6n homojenizasyon islemi
uygulanmistir. Elde edilen emiilsiyonlar 10000 psi basing altinda 5 dongii olacak

sekilde mikrofluidizerden gegirilerek son emiilsiyon yapisi elde edilmistir.

Pektin ile cok tabakali emiilsiyon yapisinin_olusturulmasi. Cok tabakali

emiilsiyon yapisinda, son konsantrasyon degerleri %0.05, %0.1, %0.15, %0.2,
%0.3, %0.5, %0.7, %1.0 ve %1.5 a/a olacak sekilde %3.0 (a/a) konsantrasyonlu
pektin stok ¢ozeltisinden uygun miktarda alinarak 10 mM, pH 6.8 tampon ¢ozelti
ile seyreltilmistir. Almnan pektin ¢ozeltisi lizerine, manyetik karistiricida
karigtirilarak esit agirlikta birincil emiilsiyon yavasg¢a eklenmistir (pH 6.8).
Karistirma islemi devam ederken 1 M HCI asit ile ortamin pH degeri 3 olarak
ayarlanmistir. Her bir 6rnek bu pH degerinde 30 dakika boyunca karigtirilmistr.
Boylece kompozisyonlari; % 5 keten tohum yagi, % 0.35 Na-kazeinat ve degisen
konsantrasyonlarda (%0.05, %0.1, %0.15, %0.2, %0.3, %0.5, %0.7, %1.0 ve %1.5

a/a) pektin iceren ¢ift tabakali emiilsiyon yapisi elde edilmistir.

3.2.1.4. Cok tabakal emiilsivon vapisinin karakterizasvonu

Partikiil _boyut dagilimi: Degisen konsantrasyonlarda (%0.05, %0.1,
%0.15, %0.2, %0.3, %0.5, %0.7, %1.0 ve %]1.5 a/a) pektin iceren ¢ift tabakali

emiilsiyon yapisi 24 saat oda sicakliginda bekledikten sonra Malvern Mastersizer

cihaz ile partikiil boyut dagilim analizi yapilmistir. Statik 151k sagilim prensibine
dayanan ol¢iim yonteminde ortalama partikiil cap degerleri ds, (Sauther ortalama
cap) ve ds3 (De Brouckere ortalama cap) olarak ifade edilmistir. Cihaz icerisindeki

seyreltme icin pH degeri 3°e ayarlanmis distile su kullanilmistir.
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Zeta-potansiyel olciimii: Degisen konsantrasyonlarda (%0, %0.05, %0.1,
%0.15, %0.2, %0.3, %0.5, %0.7, %1.0 ve %]1.5 a/a) pektin iceren ¢ift tabakali

emiilsiyonlar, 24 saat bekletildikten sonra Malvern Nanosizer cihazi ile zeta-
potansiyel degerleri 6l¢iilmiistiir. Ornekler 1:100 oraninda tampon ¢ozelti (10mM,
pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisinin pH degeri 1 M HCI ile 3’e ayarlanmis) ile

seyreltilerek cihazda okuma yapilmistir.

Bulaniklik degeri: BoOlim 3.2.1.2.°de anlatildig1 {izere olglim yapilmistir.

Pektin igeren ¢ok tabakali emiilsiyon orneklerinde 1:500 oraninda yapilan
seyreltme kullanilan tampon ¢ozelti 10 mM, pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisinin pH
degeri 1 M HCl ile 3 ayarlanarak hazirlanmustir.

Kremalasma indeksi: Boliim 3.2.1.2°de anlatildigi iizere 6l¢iim yapilmistir.

Optik _mikroskop ile gériintiileme: Bolim 3.2.1.2°de anlatildigi tizere

Olctim yapilmustir.

3.2.2. Tek tabakal ve cok tabakalh emiilsiyon yapilarinin oksidatif
stabilite ve pH stabilitesi

3.2.2.1. Tek tabakal ve cok tabakali emiilsivon vapilarinda peroksit
tayini

Tzooktan / 2-propanol (3:1 h/h) hazirlanmasi: 75 ml izooktan iizerine 25

ml 2-propanol eklenmistir.
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0.144 M FeS04.7H,0 cozeltisinin _hazirlanmasi: 0.4 g FeSO4.7H,0

tartilarak 10 ml distile suda ¢oziinmiistiir.

0,132 M BaCl,.2H,0 ¢ézeltisinin _hazirlanmasi: 0.323 g BaCl,.2H,0
tartilarak 10 ml 0.4M HCI asit igerisinde ¢oziinmiistiir.

3.94 M amonyum tiyosiyanat c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 30 g amonyum

tiyosiyanat tartilarak bir miktar suda ¢oziinmiis ve toplam hacim 100 ml’ye

tamamlanmustir.

Metanol/1-butanol (2:1 h/h) hazirlanmasi: 100 ml metanol {izerine 50 ml

1-butanol eklenmistir.

Fe*? cozeltisinin hazwrlanmasi: 1ml 0.144 M FeSQ, ¢ozeltisi lizerine 1 ml

0,132 M BaCl; yavasga eklenerek karistirtlmistir. 2ml ¢ozelti 5000 rpm (devir/dk)
hizla 5 dakika siireyle santrifiijlenmis ve slipernatan faz ayrilmistir. Fe*? ¢ozeltisi

her analiz 6ncesi taze olarak hazirlanmistir.

30 ul Fe*? cozeltisi + amonyum tiyosiyanat cozeltisi hazirlanmasi: Bir

behere Fe*? ¢ozeltisinin stipernatan fazindan 1 ml alinarak iizerine 1 ml 3.94 M

amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi eklenmistir.

Metot

55°C deki etiiv icerisinde 22 giin depolanan birincil (tek tabakali) ve
ikincil (¢ok tabakali) emiilsiyon Orneklerinde olusan oksidasyon seviyesinin
tespiti i¢in peroksit tayini asagidaki adimlara uygun olarak gergeklestirilmistir

(Shanta and Decker, 1994).
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e Bir tiipe 1,5 mL izooktan/2-propanol (3:1 h/h) alinmistr.

e Uzerine 0.3 mL emiilsiyon 6rnegi yavasca eklenmistir. Tiipler 10 saniye 3
kez tiip vortekslenir.

e Orneklere 5000 rpm (devir/dk) de 5 dakika santrifiij islemi uygulanmustir.

e Santrifiijlenen 6rneklerin iist fazindan 0.2 mL alinmistir.

e 2.8 ml methanol/1-butanol (2:1h/h) konulan tiiplere 0.2 mL alinan 6rnek
yavasg¢a eklenmis ve tiipler vortekslenmistir.

e Vortekslenen drnek tiiplerine 30ul Fe™ ¢ozeltisi + amonyum tiyosiyanat
eklenmistir.

e Ornekler karanlikta 20 dakika bekletilmistir.

e 510 nm dalga boyunda sahit drnekle sifirlanan spektrofotometrede 6lgiim
yapilmustir.

Kiimen hidroperoksit standart grafiginin cizilmesi:

Standart grafik ¢izimi i¢in kullanilan standartlar asagidaki cizelgeye gore

hazirlanmistir;
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Cizelge 3.1. Kiimen hidroperoksit standartlarini hazirlanmasi

Konsantrasyon | Kiimen hidro Fe* ¢ozeltisi + Methanol / 1-butanol
(mM) peroksit (pl) amonyum tiyosiyanat (ul)
(u)

10 5.6 30 2994.4

20 11.2 30 2988.8

30 16.8 30 2983.2

40 22.4 30 2977.6

50 28 30 2972

Konsantasyonlara kars1 gelen absorbans degerleri kullanilarak standart egri
grafigi ¢izilmis, orneklere ait hidroperoksit degerleri lineer regresyon denklemi

(y=ax+b) kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.2.2. Tek tabakalh ve cok tabakah emiilsivon vapilarinda TBARS
tayini

TBA (tiyobarbitiirik asit) cozeltisinin hazirlanmasi: 82.9 ml distile su

icerisine 1.76 ml 12 N HCI eklenmistir. 15g trikloroasetik asit ve 0.375g
tiyobarbitiiriik asit tartilarak bu ¢ozelti icerisinde ¢oziilmistiir. TBA ¢6zeltisi her

ornek analizi dncesinde taze olarak hazirlanmistir.

Metot

55°C deki etiiv igerisinde 22 giin depolanan birincil (tek tabakali) ve
ikincil (cok tabakali) emiilsiyon Orneklerinde TBARS tayini asagidaki adinlar
uygulanarak gergeklestirilmistir (McDonald and Hultin, 1987).
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e Ornek tiiplere birincil (tek katmanli) ve ikincil (¢ok katmanli ) emiilsiyon
orneklerinden 0.3 ml alinarak 0.7 ml distile su ve 2.0 ml TBA ¢ozeltisi ile

karistirilarak vortekslenmistir.

e Tiipler 15 dakika boyunca kaynayan su banyosunda tutulmustur.

e 10 dakika oda sicakliginda sogumasi beklenmistir.

e Hazirlanan Ornekler santrifiij tiiplerine alinarak 12500 rpm hizinda 15

dakika boyunca santrifiijlenmistir.

e Santrifiijlenen Ornekler siiziilerek sahit Ornek karsisinda sifirlanan
spektrofometrede 532 nm dalga boyunda absorbans = dlglimii

gerceklestirilmistir.

1,1,3,3 tetraetoksipropan standart grafiginin cizilmesi

Standart grafik cizimi i¢in kullanilan standartlar asagidaki tabloya gore
hazirlanmistir. Konsantasyonlara karsi gelen absorbans degerleri kullanilarak
standart egri grafigi cizilmis, 6rneklere ait degerler standart egri grafiginden elde

edilen lineer regresyon denklemi (y=ax+b) kullanilarak hesaplanmistir.
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Cizelge 3.2. 1,1,3,3 tetraetoksipropan standartlarinin hazirlanmasi

Konsantrasyon 1,1,33 TBA ¢ozeltisi Distile su
(nmol/L) Tetraetoksipropan (ul) (nh)
(uh
15 9 2000 991
25 15 2000 985
35 21 2000 979
45 27 2000 973
55 33 2000 967

3.2.2.3. Tek tabakali ve cok tabakali emiilsivonlarin ortamin pH

degisime karsi stabilitelerinin belirlenmesi

Tek tabakali emiilsiyon (% 10 keten tohum yagi, % 0.7 Na-kazeinat) ve
cok tabakali emiilsiyon (% 5 keten tohum yagi, % 0.35 Na-kazeinat, % 1.5 pektin)
yapilarindan olusan oneklerin pH degerleri 1 M NaOH ve 1 M HCI asit
kullanilarak 3 ile 7 arasinda ayarlanmistir. Hazirlanan orneklerin degisen pH
kosullart karsisindaki stabilitelerinin karsilagtirilmasinda, partikiil boyut dagilima,
zeta-potansiyel Ol¢limii, kremalasma indeksi ve optik mikroskop ile goriintiileme

yontemleri kullanilmistir (Surh et al., 2006).

Partikiil boyut dagilimi: Degisen pH degerlerinde (3-7) tek tabakali

emiilsiyon (% 10 keten tohum yagi1, % 0.7 Na-kazeinat) ve ¢ok tabakali emiilsiyon
(% 5 keten tohum yagi, % 0.35 Na-kazeinat, % 1.5 pektin) orneklerine
hazirlandiktan 24 saat sonra partikiill boyut dagilim analizi yapilmistir. Tek
tabakali emiilsiyon Orneklerinin damlacik boyutlar1 1pm altinda olmasindan
dolay1, bu 6rneklerin ortalama partikiil ¢cap degerleri Malvern Nanosizer cihazi ile
yapilmistir. 3-7 pH arali§inda z-ortalama ¢ap degerleri ve ¢coklu dagilim indeksleri

belirlenen 6rnekler 1:100 oraninda, ayn1 pH degerlerindeki tampon ¢ozeltiler ile
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seyreltilerek analiz gergeklestirilmistir. Siirekli fazin refraktif indeks degeri 1,333,

yag fazinin ise 1,48 alinmstir.

Cok tabakali emiilsiyon Orneklerinin damlacik boyutlar1 Ium istiinde
olmasindan dolayi, bu Orneklerin ortalama partikiil cap degerleri Malvern
Mastersizer cihazi ile yapilmistir. Statik 151k sacilimi prensibine dayanan olgiim
yonteminde ortalama partikiil ¢ap degerleri ds; (Sauther ortalama g¢ap) ve ds3 (De
Brouckere ortalama cap) olarak ifade edilmistir. Cihaz igerisindeki seyreltme igin
1 M NaOH ve HCI asit kullanilarak pH 3-7 arasinda distile su hazirlanmis ve

analizde kullanilmistir.

Zeta-potansiyel olciimii: Degisen pH degerlerinde (3-7) hazirlanan birincil

ve ikincil emiilsiyonlarin zeta-potansiyel degerleri 24 saat sonra Malvern
Nanosizer cihaz1 ile dlgiilmiistiir. Ornekler 1:100 oraninda ayni1 pH degerlerinde

hazirlanan tampon ¢ozeltiler ile seyreltilerek analiz gergeklestirilmistir.

Kremalasma indeksi: Boliim 3.2.1.2°de anlatildig: iizere 6l¢lim yapilmistir.

Optik mikroskop ile gériintiileme: Bolim 3.2.1.2°de anlatildigi iizere

Olctim yapilmustir.

istatistiksel Analiz

Analizler iki tekrar, iki paralel seklinde gerceklestirilmistir. ANOVA,

Duncan ve t-testi istatistiksel analizler i¢in kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tek Tabakah ve Stabil Bir Yag/Su Emiilsiyonu Olusturulmasi icin

Optimum Sodyum Kazeinat Miktarimin Belirlenmesi

4.1.1. Partikiil cap olciimii

Degisen yilizde a/a konsantrasyonlarda (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7, 1.0 ve
1.5) Na-kazeinat ve % 10 a/a keten tohum yagi igeren, pH degeri 6.8 olan
orneklerin bir giinliik bekleme siiresinden sonra Malvern Nanosizer cihazi ile Z-
ortalama ¢ap ol¢timii ve ¢coklu dagilim indeks 6l¢timii yapilmistir. Sonuglar Sekil

4.1°de verilmistir.

800,0 0.62 —#—7-ortalama ¢ap - 0,70
*2 0,60 deteri
- geri
700,0 . ) | 0,60
_ 713 Coklu dagilim indeksi
E 600,0 ’ Q
= 0,42 S 00 =
& 5000 £
o - 0,40 oy
E 4000 r_n%
= 0,23 - 0,30
3 3000 2\0122 0,20 0,22 0,21 -
3 2000 301,4301,6 ~ LT - 020 &
N , z
2429 231,4 237,3 231,5 z,
100,0 - 0,10
0,0 0,00
o o102 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15
Sodyum kazeinat konsantrasyonu % a/a

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda sodyum kazeinat igeren birincil yag/su emiilsiyonunun z-
ortalama cap ve ¢oklu dagilim indeks degisimi

Yapilan tek yonlii ANOVA analizi ve Duncan testine gore (p<0.05), Na-

kazeinat konsantrasyonuna bagli Z-ortalama ¢ap biiyiikliikleri arasinda anlamli bir
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fark bulunmaktadir. Buna gore, Na-kazeinat oran1 %0.1 a/a oranindan %0.3 a/a
oranina dogru artirildiginda, Z-ortalama cap degerinin 0,713+£0,27 pum den
0,301+0,053 um degerine ve ¢oklu dagilim indeksinin ise 0,62+0,15 degerinden
0,42+0,12 degerine dogru bir diisis yaptigi gozlenmistir. Na-kazeinat
konsantrasyonlart 9%0.3-1.5 a/a arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir

(p>0.05).

Na-kazeinat miktarmin artirilmasi, homojenizasyon sirasinda olusan
yag/su ara yiizeylerini kaplayabilecek yeterli emiilgatoriin ortamda bulunmasini
saglamakta ve partikiillerin ortalama c¢ap biiyilikliigliinde azalmaya sebep
olmaktadir. Belli bir Na-kazeinat oranina kadar diisiis gdsteren ortalama partikiil
capindaki degisim, bu degerden sonra yavaglayarak goreceli olarak
sabitlenmektedir. Na-kazeinat oran1 0.3 % a/a diizeyine ulastiginda emiilsiyon
icerisindeki yag/su ara yiizeyinin protein tarafindan doyurulmaya baslandigi
grafikte yer alan  sonuglardan  tespit  edilmistir.  Diisiik  protein
konsantrasyonlarinda, emiilsiyon igerisindeki yag damlaciklarinin boyutu,
ortamdaki protein tarafindan belirlenirken, yag/su ara ylizeyinin protein ile
kaplanmasindan sonra, partikiiller arasi1 kollodial etkilesim kuvvetleri 6nem
kazanmaktadir. Diisiik konsantrasyonlarda gergeklesen partikiil ¢apindaki artis
koprii flokiilasyonu ve koalesans olusumu ile agiklanabilmektedir (McClements,
2012).

Hu et al. (2003), misir yag1 kullanarak olusturulan yag/su emiilsiyonunun
sodyum kazeinat, izole peynir alti suyu proteini ve izole soya proteini ile
stabilizasyonu konusunda yaptig1 calismada, sodyum kazeinat miktarinin % 0.5
a/a oranina kadar partikiil ¢apinda keskin bir diisiise yol actigini belirlemistir.

Monomodal partikiil ¢ap dagilimi ise % 1.5 a/a Na-kazeinat oraninda saglanmistir.

Day et al. (2007), balik yagi ve degisik konsantrasyonlarda Na-kazeinat

kullanilarak stabil bir emiilsiyon yapisi elde ettigi calismasinda, %1.0 kazeinat
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miktariin yag damlaciklarinin deplesyon flokiilasyonuna ve agregasyona sebep
oldugu, % 0.1 oranindaki az miktardaki Na-kazeinatin ise yag damlaciklar

arasinda koprii flokiilasyona sebep oldugunu belirtmistir.

Rasnani et al. (2011) ; Surh et al. (2006), ¢ok tabakali emiilsiyon olusumu
iizerine yaptiklar1 calismalarinda Na-kazeinat ile olusturduklar1 birincil
emiilsiyonda sirastyla % 0.5 a/a ve % 1.0 a/a oranlarinda sodyum kazeinat

kullanmislardir.

Dickinson et al. (1997), %35 veya %45 yag i¢eren ve ortam pH degeri 6.8
olan emiilsiyon yapilarinda, stabilite i¢in gerekli Na-kazeinat miktarini
aragtirmistir. Diisliik protein miktarinda (%1.0 a/a) koprii flokiilasyon, yiiksek
protein konsantrasyonunda (%2.0 a/a) ise koalesans ve flokiilasyona kars1 birkag
hafta kararli kalabilen emiilsiyon sistemleri elde etmiglerdir. Protein
konsantrasyonunun daha da artirilmasi ile (> %3.0 a/a) deplesyon flokiilasyonu

olusarak serum ayrigmasi gozlemlenmistir.

4.1.2. Zeta-potansiyel olciimii

Degisen ylizde a/a konsantrasyonlarda (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7, 1.0 ve
1.5) Na-kazeinat, % 10 a/a keten tohum yagi igeren ve pH degeri 6.8 olan
orneklerin, bir giinliik bekleme siliresinden sonra Malvern Nanosizer cihazi ile

zeta-potansiyel Ol¢limleri Sekil 4.2°de verilmistir.

Sodyum kazeinatin izoelektrik noktasi (pI) pH 4.6 civarindadir ve
izoelektirik noktasi iizerindeki pH degerlerinde negatif yiiklenmektedir. pH degeri
6.8 olan orneklerden Na-kazeinat oran1 % 0.1 a/a dan % 0.5 a/a dogru gidildikce
zeta-potansiyel deger -43,4 mV degerinden -47,6 mV degerine yiikselmistir. Zeta-
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potansiyel sonuglarinda gézlemlenen bu yiikselme yag/su emiilsiyonunda bulunan
yag partikiillerinin ¢evrelerinin sodyum kazeinat ile giderek kaplandiginin bir
gostergesidir. Belirli bir konsantrasyondan sonra tamamiyla kaplanan yag/su ara
yiizeyinde zeta-potansiyel degerinin artisi durmakta ve sabit kalmaktadir

(McClements, 2005b).

Sodyum kazeinat konsantrasyonu % a/fa
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Sekil 4.2.Farkli konsantrasyonlarda sodyum kazeinat igeren birincil yag/su emiilsiyonunun zeta-
potansiyel degerleri

4.1.3. Bulamiklik degeri

Stabil bir yag/su emiilsiyonunun hazirlanmasi amaciyla uygun emiilgator
miktarinin belirlenmesi i¢in degisen yiizdelerde a/a Na-kazeinat (0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5, 0.7, 1.0 ve 1.5), % 10 a/a keten tohum yag1 iceren ve pH degeri 6.8 olan
emiilsiyonlar, 1 hafta boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra 660 nm dalga
boyunda 0l¢iilen absorbans degerlerinin, sodyum kazeinat konsantrasyonuna kars1

cizilen grafigi Sekil 4.3’de verilmistir.

Yapilan tek yonlii ANOVA analizi ve Duncan testine gore (p<0.05) Na-

kazeinat konsantrasyonuna bagli absorbans degerleri arasinda anlamli bir fark
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bulunmaktadir. Bir haftalik depolama siiresi sonunda Na-kazeinat miktar1 % 0.1
a/a iken 0,38+ 0,004 olan absorbans degeri konsantrasyon % 0.7 a/a oranina dogru
artirilldiginda 0,660,001 maksimum degerine ulasmistir. Sadece %0.3 a/a ile
%0.4 a/a konsantrasyonlar1 arasinda onemli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Na-kazeinat miktarinin daha yiiksek konsantrasyonlarinda ise absorbans degerleri

negatif yonde etkilenerek bu degerde diisiis gozlenmistir.

0,7
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda sodyum kazeinat igeren birinci yag/su emiilsiyonunun 660 nm

dalga boyunda absorbans degerleri

Emiilsiyon Orneklerinde artan absorbans sonuglar1 yiiksek diizeyde
bulaniklik ile iliskilidir. Emiilsiyon yapilarindaki gozlenen bulaniklik ise yag
partikiillerinin ¢ap1 ve konsantrasyonun bir fonksiyonudur. Boylece, bulaniklilik
degerinin giderek artmasi ortamda daha az koagiilasyon ve koalasans olusumunun

bir gostergesi ve stabilite artisinin sonucu olmaktadir (Rasnani et al., 2011).
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4.1.4. Kremalasma stabilite ol¢iimii

Stabil bir yag/su emiilsiyonunun hazirlanmasi amaciyla uygun emiilgator
miktarmin belirlenmesi i¢in degisen yiizdelerde a/a sodyum kazeinat, % 10 a/a
keten tohum yagi iceren ve pH degeri 6.8 olan emiilsiyonlar, 1 hafta boyunca oda
sicakliginda cam tiiplerde depolandiktan sonra gorsel degerlendirmeleri ve

kremalasma indeks Ol¢timleri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 de verilmistir.

%0.1 %0.2 %0.3 % 0.4 % 0.5 % 0.6 % 0.7 % 0.8 % 1.0 % 1.2 % 1.5

Sekil 4.4.Degisen konsantrasyonlarda sodyum kazeinat igeren yag/su emiilsiyonlarmin 1 haftalik
depolama sonuglari

Sodyum kazeinat konsantrasyonu % 0.7 a/a degerine kadar olan 6rneklerde
1 haftalik depolama sonucunda koalesans olusumu ve bunun bir sonucu olarak
yag fazinin ayrimi gorsel olarak belirlenmistir. Yag fazinin ayrildigi bu
orneklerde, ortamda bulunan sodyum kazeinat miktarinin emiilsiyonun stabilitesi

saglamak i¢in yetersiz kaldig1 diisiiniilmektedir.
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Bir hafta boyunca depolanan Orneklerin %0.7 a/a Na-kazeinat
konsantrasyonuna kadar stabilitelerini koruyamadiklari, emiilsiyonlarin st
kissmda bir krema fazinin, asag kisimda ise bir serum fazmin olustugu
belirlenmistir. Orneklerin kremalasma indeks degerlerine bakildiginda ise (Sekil
44) % 0.7 ala konsantrasyonuna kadar sifir degerine ulasmadigi, bu

konsantrasyondan sonra ise sifir degerine diiserek bu degerde devam ettigi

gozlenmistir.
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Sekil 4.5.Degisen konsantrasyonlarda sodyum kazeinat i¢eren yag/su emiilsiyonlarinin 1 haftalik
depolama sonucu kremalagsma indeks degerleri

Srinivasan et al. (2001), sodyum kazeinat ve kalsiyum kazeinatin degisen
konsantrasyonlarda kullanilmasimin emiilsiyonun kremalasma stabilitesine olan
etkisini arastirdig1 ¢calismasinda, sodyum kazeinat ile hazirlanan emiilsiyonlarda
diistiik konsantrasyona (% 0.5 ve % 1.0 a/a) sahip 6rneklerin homojen bir yapiya
sahip oldugu ve flokiilasyon olusumunun ger¢eklesmedigi, daha yiiksek

konsantrasyonlarda ise kremalagma stabilitesinde diislis gozlendigini belirtilmistir.
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4.1.5. Optik mikroskop ile goriintiileme

Degisen konsantrasyonlarda sodyum kazeinat, % 10 a/a keten tohum yagi
iceren ve pH degeri 6.8 olan emiilsiyonlarin oda sicakliginda bir haftalik
depolanmasi sonucu optik mikroskop ile elde edilen fotograflar1 Sekil 4.5°de

gosterilmektedir.

Optik mikroskop ile ¢ekilen fotograflar incelendiginde, Na-kazeinat orani
% 0.1 - % 0.5 a/a arasinda olan 6rneklerde ortamda ki protein konsantrasyonunun
yetersiz olmasi sonucu, koprii flokiilasyon ve koalesans olusumlari tespit
edilmistir. Na-kazeinat oranm1 % 0.7 a/a olan emiilsiyon Orneginde ise yag
partikiillerinin homojen bir sekilde dagildigi goriilmiistir. % 1.0 ve % 1.5 a/a
oranlarinda ise ortamda fazla miktarda bulanan protein, yag partikiilleri arasinda
deplesyon kuvveti yaratarak deplesyon flokiilasyonuna ve yag partikiillerinin

birleserek koalesans olusumuna yol agmastir.

Day et al. (2007), balik yag1 ile yaptigi ¢alismasinda optik goriintiileme
sonuglarina yer vermis, diisiik konsantrasyonda (% 0.1 a/a) veya yiiksek
konsantrasyonda (% 1.0 a/a) Na-kazeinat varliginin emiilsiyonun agregasyonuna
yol agtigini, orta diizeyde ki protein varliginin ise ( % 0.25 a/a) daha stabil bir

emiilsiyon olusturdugunu belirtmistir.

Partikiil ¢ap Ol¢iimii sirasinda seyreltilen 6rneklerde yiiksek Na-kazeinat
oranlarinda (% 1.0 ile % 1.5 a/a) deplesyon flokiilasyonu goriilememektedir.
Bunun bir nedeni; yiiksek protein konsantrasyonlarinda yag/su ara yiizeyi protein
ile kaplandiktan sonra siirekli fazda arta kalan fazla protein deplesyon
flokiilasyonuna yol agmakta fakat Orneklerin partikiil ¢ap Olglimii i¢in 1:100
oraninda seyreltilmesinin, siirekli fazda bulunan protein miktarmni azaltarak bu

flokiilasyonunu kirdig1 diistiniilmektedir (Day et al., 2007).
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Sekil 4.6. Degisen konsantrasyonlarda Na-kazeinat iceren (A; %0.1 a/a, B; %0.2 a/a, C; %0.3 a/a,
D; %0.4 ala, E; %0.5 a/a, F; %0.7 ala, G; %1.0 a%a, E; %1.5 a/a) emiilsiyonlarin 1
haftalik depolama siiresi sonunda optik mikroskop ile ¢ekilen fotograflari.
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Sodyum kazeinat kullanilarak olusturulan yag/su emiilsiyonlarinda, yag
faz1 cevresinde tek katli doymus bir tabaka olusturmaya gerekli olan protein
miktarindan daha az olan konsantrasyonlarda, zamana bagli olarak, kopri
flokiilasyonu ve koalesans olusumu ortaya g¢ikmaktadir. Ortamda yag/su ara
yizeyini doyuracak miktarda protein bulunmasi durumunda ise sistem
flokiilasyona ugramamakta, kremalasma ve koalesans olusumuna kars1 fiziksel
stabilitesini korumaktadir. Yiiksek protein miktarlarinda ise yag/su ara yiizeyi
tarafindan adsorplanmamis ve siirekli fazda bulanan fazla protein, emiilsiyon
sisteminin kremalasmaya olan direncini deplesyon flokiilasyon ile 6nemli Slgiide

azaltmaktadir ( Huck-Iriart et al., 2011).

Degisen % a/a oranlarinda Na-kazeinat iceren emiilsiyonlar i¢in;

Hazirlanan Orneklerde, sodyum kazeinat konsantrasyonu % 0.1 a/a
oranindan % 0.3 a/a cikarildiginda, partikiil cap Ol¢imii sonuglarinin ve ¢oklu
dagilim katsayisinin dnemli 6l¢iide azaldigi, zeta potansiyel degerinin ise % 0.4
a/a konsantrasyonunda maksimum degerine ulastigi gozlenmektedir. Fakat bir
haftalik depolama silireci sonunda yapilan bulaniklik, gorsel stabilite ve
kremalagma indeks degerlerine gore < % 0.5 a/a konsantrasyona sahip
emiilsiyonlarin stabilitesinin bozuldugu, yag fazinin ayrildigi ve bulaniklik
degerlerinin ise diisiik oldugu belirlenmistir. Partikiil ¢ap Ol¢iimii ve zeta
potansiyel Ol¢iimlerinde orneklerin 1:100 oraninda seyreltilmesi ile ortamdaki
daha sonradan koalesans olusumu ve takiben faz ayrismasina sebep olabilecek
flokiilasyonun kirildig1 diigiiniilmektedir. Bu yiizden optik mikroskop fotograflar
ile depolama sonucunda elde edilen veriler desteklenmistir. Bu fotograflarda < %
0.5 a/a Na-kazeinat konsantresine sahip oOrneklerde koprii flokiilasyonu ve

koalesans olusumu gézlenmektedir.

Na-kazeinat oraninin daha yiiksek konsantrasyonlarinda (% 1.0 ve %1.5

a/a) partikiil cap degerleri ve zeta-potansiyel degerlerinin kismen sabit kaldig, bir
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haftalik  depolama siireci sonunda ise gorsel stabilite testinde bu
konsantrasyonlarda herhangi bir faz ayrimi gézlenmedigi, kremalagsma indeks
degerinin ise sifir olarak hesaplandigi goriilmektedir. Fakat bu 6rneklerin optik
mikroskop fotograflarina bakildiginda, depolama siireci sonunda deplesyon
flokiilasyonun yer yer olustugu belirlenmistir. Ayrica bulaniklik degerinin
maksimum deger olan 0,66+0,001 degerinden 0,44+0,001 ve 0,39+0,002
degerlerine diismesi ile emiilsiyonun yapisinda deplesyon flokiilasyonun

gerceklestigi diistintilmektedir.

Depolama 6ncesi ve sonrasi yapilan analizlere toplu olarak bakildiginda %
0.7 a/a Na-kazeinat konsantrasyonun ortalama partikiil ¢ap1 ve zeta-potansiyel
Ol¢iimlerinde uygun sonuglar verdigi, 1 haftalik siire¢ sonunda stabilitesinin
bozulmadigi, maksimum bulaniklik degerine ise bu konsantrasyonda erisildigi
gorilmektedir. Ayrica optik fotograflarda % 0.7 a/a Na-kazeinat
konsantrasyonuna sahip O0rnegin homojen bir partikiil dagilimina sahip oldugu

belirlenmistir.

Na-kazeinatin emdiilgator olarak kullanildig1 emiilsiyonlarda emiilsiyon
stabilitesine sadece kullanilan proteinin yapisi ve damlacik biiyilikligi etki
etmemekte, bu faktdrlerin yani sira kullanilan yagin tiirli ve yag-protein orani da
onemli bir etkiye sahip olmaktadir (Fang and Dalgleish, 1993; Dickinson et al.,
1997; Day et al., 2007). Mevcut ¢alismada bulunan optimum Na-kazeinat miktari
yapilan bir¢ok arastirma ile paralel yondedir (Srinivasan et al., 2001; Hu et al.,
2003; Surh et al., 2006; Day et al., 2007; Rasnani et al., 2011). Fakat kullanilan
yag cesitlerinin farkli olmasi, emiilsiyonlarin farkli yiizde oranlarinda yag
icermesi, homojenizasyonda kullanilan yontem farklilig1 vb. noktalarda ¢aligmalar

birbirlerinden farklilik géstermektedir.

Elde edilen veriler 1sinda, keten tohum yagi ve sodyum kazeinat

kullanilarak olusturulan stabil ve homojen bir emiilsiyon i¢in gerekli olan sodyum
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kazeinat konsantrasyonu % 0.7 a/a orani olarak belirlenmistir. Calismanin bundan
sonra ki boliimiinde hazirlanan tek katmanli emiilsiyon icin bu deger

kullanilmustir.

4.2. Cok Tabakali ve Stabil Bir Yag/Su Emiilsiyonu Olusturulmasi Icin

Gerekli Optimum Pektin Miktarimin Belirlenmesi

4.2.1. Partikiil cap ol¢iimii

Degisen ylizde a/a konsantrasyonlarda (0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7,
1.0 ve 1.5) pektin, % 5 a/a keten tohum yagi, % 0.35 sodyum kazeinat igeren ve
pH degeri 3.0 olan orneklerin, bir giinlik bekleme siiresinden sonra Malvern
Mastersizer cihazi ile hacim-moment ortalama ¢ap degerlerini ( De Brouckere
ortalama cap) ifade eden d(4,3) Ol¢limleri ve ylizey alan1 ortalama cap degerini

(Sauther ortalama cap) ifade eden d(3,2) oOlgiimleri sekil 4.7 ve sekil 4.8°de

gosterilmektedir.
80
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Sekil 4.7. Cok tabakali yag/su emiilsiyonunun degisen pektin konsantrasyonlarina kars1 d(4,3)
degerleri
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda pektin iceren g¢ift tabakali yag/su emiilsiyonunun d(3,2)
degerleri

Yapilan tek yonli ANOVA analizi Duncan testine goére (p<0.05) pektin
konsantrasyonunda ki degisim ile d(4,3) ve d(3,2) degerleri arasinda anlamli bir
fark bulunmaktadir. Pektin konsantrasyonunun % 0,05 a/a degerinden % 0,15 a/a
degerine artirilmasi ile d(4,3) degerlerinde 16,23+0,9um den 57,44+1,89um ye
dogru bir artis gozlenmektedir. Pektin konsantrasyonundaki yilikselme devam
ettikce d(4,3) degerinin % 0.2 a/a icin 17,2340,22 um degerine diistligli tespit
edilmistir. Konsantrasyon degerleri > % 0.5 a/a i¢in ise partikiil ortalama cap

degerleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).

Ayn1  egilim d(3,2) degerleri i¢inde gecerli olmustur. Pektin
konsantrasyonu %0 .05 a/a degerinden % 1,5 a/a degerine dogru arttirildik¢a
3,89+0,62 um olan ortalama ¢ap degeri 6nce 22,57 +1,24 um degerine yiikselmis,
daha sonra azalarak % 0.5 a/a pektin konsantarsyonunda 9.0+0,47 pm degerine
digmiistiir. Konsantrasyon degerleri > % 0.5 a/a i¢in ise partikiil ortalama cap

degerleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).
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Diisiik  konsantrasyonlarda  gbzlemlenen partikiill ortalama ¢ap
degerlerindeki yiikselisin nedeni, sodyum kazeinat ile kapli ve pH 3 ortaminda
pozitif yiiklii yag/su ara yiizeyine negatif yiiklii pektin molekiillerinin elektrostatik
olarak baglanmasi, bu ara yiizeydeki ylik degerini nétralize etmesi ve bunun
sonucu olarak partikiiller arasi itici elektrostatik kuvvetin azalmasi ile kopri
flokiilasyonunu gergeklesmesi olarak disiiniilmektedir (Dickinson, 2003; Katsuda
et al., 2008).

Katsuda et al. (2008), balik yagi kullanarak olusturduklari ¢ok tabakali
emiilsiyon sisteminde, seker pancarindan elde edilen pektin ile turunggil pektinini
karsilastirmistir. Seker pancarindan elde edilen pektin ile olusturulan ¢ok tabakali
emiilsiyonda, diisiik konsantrasyonlarda artan ortalama partikiil ¢cap degerinin,
pektin konsantrasyonu % 0,025-% 0.2 a/a arasinda iken azaldigi goriilmiis ve
sistemde flokiilasyon olusumu tespit etmistir. Pektin konsantrasyonunun > % 0.20
a/a oldugu orneklerde ise deplesyon kuvvetinden kaynaklanan flokiilasyon ve
d(4,3) degerinde yeniden artig oldugu belirtilmistir. Turunggil pektini kullanilan
orneklerde ise % 0.4 a/a degerine kadar stabil bir emiilsiyonun elde edildigi ve

d(4,3) degerinde yiikselme olmadig goriilmektedir.

Guzey and McClements (2006), misir yagi, B-laktoglobiilin ve pektin ile
olusturulan ¢ift tabakali emiilsiyon yapisina degisen konsantrasyonlarda kitosan
ekleyerek ticlincii bir katman olusturmustur. Ortama eklenen kitosan miktar1 % 0-
0,04 a/a arasinda iken negatif ylklii ylizeye, pozitif yiikli kitosan adsorpsiyonu
sonucu yiik nétralizasyonu olugsmustur. Olusan bu yiik nétralizasyonu ds3 ve ds;
degerlerinde artisa yol agmistir. Partikiil ¢ap degerindeki bu artis, damlaciklar
arasi azalan itme kuvvetinin sebep oldugu agregasyonun bir gistergesidir. Kitosan
konsantrasyonun artmaya devam etmesi ile yiizey yiikiiniin sifirdan pozitif yone

kaymas1 sonucu partikiil ¢ap degerlerinde diislis gdzlenmistir.
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Moreau et al. (2003), p-laktglobiilin ve pektin ile olusturulan gok tabakali
emiilsiyon sisteminin karakterizasyonunu yaptiklar1 ¢alismalarinda, % 0-0.06 a/a
pektin konsantrasyonlarinda, pozitif yiiklii B-laktoglobiilin yilizeyine negatif yiiklii
pektin adsorplanmasi sonucu yiik ndtralizasyonu gerceklestigi ve bunun sonucu
ds, degerinde kiigiik ama 6nemli bir artma gozlemlendigi belirtilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda ise (% 0.08-0.2 a/a) sistemde bulunan fazla pektin sonucu
bliyiik olgiide agregasyon olustugu ve ds; degerinde ciddi bir artmaya sebep

oldugu belirtilmistir.

Ogawa et al. (2004), misir yagi, lesitin, kitosan ve pektin kullanilarak
olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon yapisinin (pH 3) karakterizasyonunu yaptiklari
caligmada, cift tabakali (lesitin-kitosan) emiilsiyon igerisine li¢iincii tabakanin
olusmasi amaciyla pektin eklemistir. Pektin icermeyen ornekte agregasyona karsi
stabil olan ortam, pektin konsantrasyonu % 0.002-0.006 a/a degerleri arasinda
bliylik Olclide agregasyona ugramis ve bunun sonucu olarak dz; degerinde ciddi
bir artig goriilmiistiir. Hem partikiillerin yiizey yiiklerinin pektin adsorpsiyonu ile
azalarak notralizasyonun gerceklesmesi hem de ortamda bulunan pektin
konsantrasyonunun yetersizligi sebebiyle olusan koprii flokiilasyonu partikiil ¢ap
Olctimiindeki bu artisin 2 6nemli sebebi olmaktadir. % 0.02 a/a degerine dogru

artirilan pektin konsantrasyonunda ise ds; degerinin tekrar diistiigii gézlenmistir.

4.2.2. Zeta-potansiyel olciimii

Degisen yiizde a/a konsantrasyonlarda (% 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7,
1.0 ve 1.5) pektin, % 5 a/a keten tohum yagi, % 0.35 sodyum kazeinat igeren ve
pH degeri 3 olan orneklerin, bir giinliik bekleme siiresinden sonra Malvern
Nanosizer cihaz1 ile Olgiilen zeta-potansiyel degerleri Sekil 4.9’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda pektin igeren ¢ok tabakali yag/su emiilsiyonunun zeta-
potansiyel degerleri

Yapilan tek yonli ANOVA analizi ve Duncan testi sonuglarina gore
(p<0.05), pektin konsantrasyonuna bagli zeta-potansiyel degerleri arasinda
anlamli bir fark bulunmaktadir. Pektin igermeyen ve pH 3 degerinde stabil olmasi
beklenen tek tabakali birinci emiilsiyonun zeta-potansiyel sonucu 29.05+£6.6 mV
dur. Emiilsiyonun pH degerinin sodyum kazeinatin pI noktasi olan 4.6 degerinden
az olmasi, proteinin ve kapladig1 yag/su ara ylizeyinin pozitif yiilklenmesine sebep
olmaktadir ve Olclimlenen zeta-potansiyel degeri beklenen bir degerdir.
Emiilsiyon ortamima pektin eklenmesi ile zeta-potansiyel degerinin pozitif
degerden negatif degere dogru degismesi, pH 3 ortaminda anyonik olan pektin
molekiillerinin sodyum kazeinat ile kapli olan yag/su ara yiizeyi tarafindan

adsorplandiginin bir gostergesidir.

% 0.05 a/a pektin konsantrasyonunda 10.68+3 mV olan net yiik
konsantrasyon artitkca negatif degere dogru  degismektedir.  Diisiik
konsantrasyonlarda emiilsiyon igerisindeki yag damlaciklarinin elektriksel yiikleri
sifira yakindir. Yik nétralizasyonun gergeklestigi bu konsantrasyonlarda

emiilsiyon ig¢inde damlacik agregasyonu olusmasi beklenmektedir. % 0.5 a/a
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konsantrasyonunda -11.2+1.2 mV net yiike kadar artan zeta-potansiyel deger, bu
degerden sonra kismen sabit kalmaktadir. % 0.1 a/a degerinden sonra
konsantrasyonlar arasinda ise Onemli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). Bu
sonu¢ % 0.1 a/a pektin konsantrasyonundan sonra emiilsiyondaki yag damlacik
yiizeyinin doymaya baslamasinin bir sonucu olarak kabul edilmistir. Emiilsiyon
icerisindeki  yag damlaciklarinin  net  yiikkiinin ~ maksimum  oldugu
konsantrasyonlarda, emiilsiyon yapisinin agregasyona karsi dayanikli olacagi
diistiniilmektedir. Negatif yiiklii pektin molekiillerinin yag/su ara yiizeyine
adsorplanmasi, net yiikiin sifirlandig1 veya negatif oldugu durumlarda bile belli
bir doygunluk seviyesine kadar devam etmektedir (Moreau er al., 2003; Katsuda
et al., 2008). Yiikli polielektrotlarin, karsit yiikle yiliklenmis kolloidal
partikiillerin yiizeyine adsorplanmasi ve yiik degerini tersine ¢evirmesi, literatiirde
birgok ¢aligmada ortaya konmustur (Kong and Muthukumar, 1998; Chodanowski
and Stoll, 2001; Moreau et al., 2003).

Katsuda et al. (2008), sodyum kazeinat ve pektin kullanarak balik yag: ile
olusturduklar1 ¢ok tabakali emiilsiyonda, turunggil pektininde % 0.1 a/a,
sekerpancarindan elde edilen pektinde ise % 0.2 a/a konsantrasyonuna kadar zeta-
potansiyel degerinin arttig1, fazla konsantrasyonlarda ise net elektrik yiikiin sabit
kaldigin1 ve bdylece bu konsantrasyonlarda yag damlalarinin yiizeyinin pektin ile

doyuruldugunu belirtmektedir.

Guzey and McClements (2006), misir yagi, B-laktoglobiilin ve pektin ile
olusturulan ¢ift tabakali emiilsiyon yapisina degisen konsantrasyonlarda kitosan
ekleyerek ticiincii bir katman olusturmuslardir. Pektin ile kapli ve pH 4 ortaminda
negatif yikli ara yiizey, kitosan konsantrasyonunu artmasiyla negatif bolgeden
once sifira dogru daha sonra ise pozitif yonde yliklenmektedir. Yiizde
konsantrasyon olarak 0.2 a/a degerini asan kitosan degerlerinde ara yiizeyin

doyuruldugu ve zeta-potansiyel degerin sabitlendigi goriilmiistiir.
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Moreau et al. (2003), B-laktglobiilin ve pektin ile olusturulan ve pH 3
ortaminda hazirlanan c¢ok tabakali emiilsiyon sisteminin karakterizasyonunu
yaptiklar1 calismalarinda, zeta-potansiyel degeri ortamda pektin bulunmadig:
ornekte pozitif iken, ortama pektin eklenmesi ile 6nce sifira dogru yaklagmis daha
sonra negatif yonde artmaya devam etmistir. Pektin konsantrasyonunun % 0.1 a/a
degerine ulastiktan sonra zeta-potansiyel degerinin sabitlendigi ve yiizeyin pektin

ile doyuruldugu belirtilmektedir.

Ogawa et al. (2004), misir yagi, lesitin, kitosan ve pektin kullanilarak
olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon yapilarimin (pH 3) Kkarakterizasyonunu
yaptiklar1 ¢alismada, tgilincli tabakayr olusturmak icin gerekli pektin
konsantrasyonunun belirlenmesinde zeta-potansiyel Olglimiinden yararlanmuistir.
Pektin olmayan 6rnegin +30 mV olan zeta degeri pektin konsantrasyonu % 0.003
a/a degerine geldiginde sifira yaklagsmis ve negatif yonde artmaya devam ederek
% 0.01 a/a konsantrasyonundan -14 mV degerine gelerek sabit bir degere

ulagmustir.

Li et al. (2010), lipofilik biyoaktif maddelerin emiilsiyon tabanli
sistemlerle enkapsiilasyonu konusunda yaptig1 ¢aligmada ¢ok tabakali emiilsiyon
yontemini kullanmistir. Ph 4.5, 5.0 ve 5.5 ortamlarinda B-laktoglobiilin ile
gergeklestirdigi  birincil emiilsiyona degisen konsantrasyonlarda Kkitosan
eklenmistir. Biitiin pH degerlerinde kitosan konsantrasyonu arttik¢a zeta-
potansiyel degerlerinin pozitif yonde arttigi, belli bir konsantrasyona kadar,
katyonik kitosan molekiillerinin protein ile stabilize edilmis ara yiizeye
adsorplandig1 ve ara yiizeyin doyuruldugu noktada zeta-potansiyel artisinin
durdugu gozlenmistir. Bir kere ylizey doygunluk noktasina ulastiginda ayni
elektriksel yiik degeri alan ylizey ile polimer arasinda giiclii bir itme kuvveti

olugsmakta ve daha fazla polimerin yiizeye adsorplanmasini engellemektedir.
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4.2.3. Bulamikhik Degeri

Degisen yiizde a/a konsantrasyonlarda (0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7,
1.0 ve 1.5 a/a) pektin, % 5 a/a keten tohum yagi, % 0.35 sodyum kazeinat iceren
ve pH degeri 3 olan orneklerin, bir haftalik depolama sonucunda o6lgiilen

absorbans degerleri Sekil 4.10’da verilmektedir.
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Sekil 4.10.Degisen konsantrasyonlarda pektin igeren ¢ift tabakali yag/su emiilsiyonunun bir
haftalik depolama sonucu 660nm de 6lgiilen absorbans degerleri.

Yapilan tek yonli ANOVA analizi ve Duncan test sonuglarna gore
(p<0.05), pektin konsantrasyonunda bagli absorbans degerleri arasinda anlamli bir
fark bulunmaktadir.  Pektin konsantrasyonu arttikca emiilsiyon bulaniklik
degerinin arttig1r goriilmiistiir. % 0.1 a/a pektin konsantrasyonunda 0,112+0,002
olan bulaniklik degeri, % 0.5 a/a konsantrasyonda 0,276+0,002, %]1.0 a/a
konsantrasyonda 0,383+0,001 ve % 1.5 a/a konsantrasyonunda 0,626+0,001
degerine yiikselmistir.
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Diisiik absorbans degerleri genis Ol¢ekli agregasyon sonucu emiilsiyon
yapisindaki serum ayrigmasimin bir gostergesidir. Kullanilan pektinin diisiik
konsantrasyonlarinda gerceklesen damlacik net yiikiindeki nétralizasyon ve
ortamda yeterli miktarda bulunmayan pektinin olusturdugu koprii flokiilasyon,

genis Olgekli agregasyonun sebepleri olabilmektedir (Anal et al., 2008).

Anal et al. (2008), sodyum kazeinat ve kitosan kullanarak olusturulan ¢ok
tabakali emiilsiyon yapisinin karakterizasyonunu yaptiklar1 ¢alismada, pH 5.5
ortaminda ve giderek artan kitosan konsantrasyonlarinda hazirlanan 6rneklerin
600nm dalga boyunda absorbans degerlerini 6l¢miistiir. Kitosan konsantrasyonu
arttikca absorbans degeri lineer bir sekilde artmaktadir. Yiiksek polimer
diizeylerinde ise ortamda olusan genis Olgekli agregasyon absorbans degerinde

diisiise yol agmustir.

4.2.4. Kremalasma stabilite ol¢iimii

Cok tabakali yag/su emiilsiyonunun hazirlanmasi amaciyla uygun pektin
miktarinin belirlenmesi igin degisen yilizdelerde a/a pektin, % 5 a/a keten tohum
yagi, % 0,35 sodyum kazeinat iceren ve pH degeri 3 olan emiilsiyonlar, 1 hafta
boyunca oda sicaklifinda cam tiiplerde depolandiktan sonra gorsel
degerlendirmeleri ve kremalagsma indeks Ol¢timleri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de

verilmistir.

Pektin icermeyen birincil emiilsiyonda 1 haftalik depolama siiresi sonunda
herhangi bir serum tabakasinin olusmadigi gozlenmistir. Emiilsiyon igerisindeki
yag kiirelerinin ¢ogunlugunun kremalagsmaya ve agregasyona dayanikli olabilecek
kadar kiigiik partikiil c¢apma ve net elektiriksel yiike sahip oldugu
diistiniilmektedir. Bunun yami sira, % 0.05 a/a ile % 0.3 a/a pektin
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konsantrasyonlar1 arasinda yer alan emiilsiyonlarda, hizli bir sekilde, {ist kisimda

bir krema tabakasi alt kisimda ise bir serum fazinin ayrildig belirlenmistir.

: » 6 '
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%0.5 %0.3 %0.25 %0.2 %0.15 %0.1 %0.05

Sekil 4.11. Degisen konsantrasyonlarda % a/a pektin iceren yag/su emiilsiyonlarinin (%5 a/a keten
tohum yagi, %0,35 sodyum kazeinat, pH 3) 1 haftalik depolama sonucu

Emiilsiyon igerisindeki yag kiirelerinin agregasyona ugramasi ve
yercekimi sebebiyle hizli bir sekilde yukari hareket etmesinin bu olusuma sebep
oldugu diisiiniilmektedir. Emiilsiyon igerisinde agregasyona ugrayan ve
kremalasmaya karsi stabil kalamayan bir kisim oldugu gibi agregasyona
ugramadan goreceli bir sekilde stabil kalan bir kismin da oldugu goriilmektedir
(Surh et al., 2006). % 0.5 a/a konsantrasyonundan itibaren ise drneklerde krema

faz1 gézlenmemistir.

% 0.5 a/a pektin konsantrasyonuna kadar yliksek degerler alan kremalagma
indeksinin, bu konsantrasyondan sonra sifir degerine diistiigii goriilmektedir
(Sekil 4.12). Bu konsantrasyonlarda agregasyona karsi emiilsiyon sisteminin
direng gosterememesinin baslica nedeni, % 0.5 a/a konsantrasyonundan diisiik
pektin oranlarinda zeta-potansiyel degerinin goreceli az olmasidir. Aralarinda

yeterince itme kuvvetine sahip olmayan yag globiilleri bir araya gelerek krema
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fazin1 olusturmustur. Pektin konsantrasyonu artirildikca, yiizeyi protein ile kapl
yag kiireleri negatif pektin molekiilleri ile doyurulmakta ve yiizey net yiikiiniin
artmasiyla, damlaciklar arasi itme kuvvetleri de artarak sisteme daha kararli bir

yap1 kazandirmaktadir.
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Sekil 4.12. Degisen konsantrasyonlarda % a/a pektin iceren yag/su emiilsiyonlarinin (%5 a/a keten
tohum yagi, %0,35 sodyum kazeinat, pH 3) 1 haftalik depolama sonucu %

kremalagma indeksleri.

Katsuda et al. (2008), balik yagi, sodyum kazeinat ve gesitli pektin tiirleri
ile cok tabakali emiilsiyon olusturduklari ¢aligmada, turunggil pektini i¢cin % 0.1
a/a ve seker pancarindan lretilen pektin i¢in % 0.15 a/a konsantrasyonlar1 ve

yukarisindaki degerler icin emiilsiyon igerisinde krema katmanin olusmadigini

belirtmektedir.
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4.2.5. Optik mikroskop ile goriintiileme

Degisen yiizdelerde a/a pektin, %5 a/a keten tohum yagi, % 0.35 sodyum
kazeinat iceren ve pH degeri 3 olan emiilsiyonlar, 1 hafta boyunca oda
sicakliginda depolandiktan sonra elde edilen optik mikroskop goriintiileri Sekil

4.13’ de verilmektedir.

Optik  mikroskop fotograflar1 incelendigine % 0.7 a/a pektin
konsantrasyona kadar, pektin eklenmis sistemlerde genis Ol¢iide flokiilasyon

olustugu gdzlenmistir (Sekil 4.13).

pH 3 degerinde negatif yiiklii pektin molekiilleri ile pozitif yiiklii Na-
kazeinat arasinda giiglii bir elektrostatik ¢ekim kuvveti bulundugu ve pektin
molekiillerinin yag damlalarinin yiizeyine adsorplandigi zeta potansiyel Ol¢iim
(Bkz. Sekil 4.9) sonuglarinda goriilmektedir. Diisiik pektin konsantrasyonunda
gerceklesen flokiilasyona iki ana fizikokimyasal mekanizma sebep olmaktadir; 1)
sistemdeki yag damlaciklarinin yiizeyine adsorplanan pektin molekiilleri ile zeta-
potansiyel degeri belli bir pektin konsantrasyonuna kadar diismekte ve
damlaciklar aras1 elektrostatik itme kuvvetini azaltmaktadir 2) emiilsiyon
ortaminda yeterli miktarda bulunmayan pektin sonucu her bir pektin molekiilii
birden ¢ok yag damlaciginin yiizeyine adsorplanarak aralarinda bir kopri

olusturmakta ve koprii flokiilasyonuna sebep olmaktadir (Surh et al., 2006).

% 1.0 a/a pektin iceren emiilsiyonda yag kiireleri arasindaki koprii
flokiilayonun kismen kirildig1 fakat damlacik caplarinin homojen dagilmadig: ve
koalesans olusumu gozlenmistir. % 1.5 a/a pektin oraninda ise flokiilasyon

olusmadig1, yag partikiil capinin kii¢iildiigli ve homojen dagildig: belirlenmistir
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Sekil 4.13. Degisen konsantrasyonlarda pektin iceren, %5 a/a keten tohum yagt, %0,35 sodyum
kazeinat ve pH 3 olan emiilsiyonlarm 1 haftalik depolama siiresi sonunda optik

mikroskop ile ¢ekilen fotograflari (A; %0.05 a/a, B; %0.1 a/a, C; %0.2 a/a, D; %0.3
ala, E; %0.5 a/a, F; %0.7 a/a, G; %1.0 a%a, H; %1.5 a/a),
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Ortamin asitligi pH 3’ de hazirlanan ve % 5 a/a keten tohum yagi, % 0.35
sodyum kazeinat ve degisen % a/a konsantrasyonlarinda pektin iceren emiilsiyon

orneklerinde;

Pektin eklenmemis ve pH 3 ortaminda hazirlanmis tek tabakali yag/ su
emiilsiyonunda yag kiirelerinin yiizey yikii, pl noktast yaklasik 4.6 olan sodyum
kazeinat ile kaplidir ve pozitif yiik degeri tasimaktadir (Bkz. Sekil 4.9). Ortama
eklenen pektin konsantrasyonu arttik¢a net partikiil ytikii pozitif degerden negatif
degere dogru degismekte ve bu degisim anyonik pektin molekiillerinin katyonik
yiizeye adsorplandiginin bir gostergesi olmustur. Pektin konsantrasyonunun % 0.1
a/a degerini ge¢mesi ve zeta-potansiyel degerinin kismen sabitlenmesi ile yag
kiirelerinin yiizeyinin pektin ile doyurulmaya baslandigin disiiniilmektedir.
Literatiirde 6nceden yapilan bircok ¢alismada, orta asitlige sahip ortamlarda pH
(3-5) kazein ve pektin molekiilleri arasinda elektrostatik ¢ekim kuvvetinin var
oldugunu ve caseinin pozitif, (pH<pl), pektinin ise negatif yiiklendigini

(pH>pKa) belirtilmektedir (Surh et al., 2006).

Ortalama partikiil ¢apr d(4,3) ve d(3,2) degerleri % 0.3 a/a degerine kadar
yiiksek degerler almis, bu degerden sonraki konsantrasyonunlarda ise azalarak
goreceli olarak sabit kalmistir. 1 haftalik depolama siiresi sonunda ise optik
fotograflarda ortamda % 1.0 a/a konsantrasyonuna kadar koprii flokiilsyonun

gergeklestigi ve yer yer koalesans olusumu gézlenmistir.

1 haftalik depolama siiresi sonunda, bulaniklik degeri % 1.5 a/a pektin
konsantrasyonunda maksimum degerine ulasirken, kremalasma indeksi sifir
hesaplanmistir. Ayrica gorsel degerlendirme sonucunda % 0.5 - %1.5 a/a
konsantrasyon araliginda herhangi bir krema faz ayrimi gozlenmemistir. Optik
fotograflarda ise sadece % 1.5 pektin konsantrasyonun sahip 6rnekte homojen
partikiil dagilimi ve stabil bir yap1 belirlenmistir. d(4,3) ve d(3,2) degerlerinin

yine bu konsantrasyonda minumum deger almasi, zeta-potansiyel dl¢limiinde ise
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yag kiirelerinin maksimum net yilike yine bu konsantrasyonda ulagmalar1 optik

gorlntiilemede sonucunu agiklar niteliktedir.

4.3. Tek Tabakal (Birincil) ve Cok Tabakah (ikincil) Emiilsiyonlarin
Oksidasyon Stabilitelerinin Belirlenmesi

Tek tabakali emiilsiyon (%10 keten tohum yagi, % 0.7 Na-kazeinat) ve
¢ok tabakali emiilsiyon (% 5 keten tohum yagi, % 0.35 Na-kazeinat, % 1.5 pektin)
yapilarindan olusan oOnekler 55°C de 22 giin boyunca etiiv ortaminda
depolanmistir. Birincil ve ikincil emiilsiyon yapilarinin oksidasyon seviyeleri

hidroperoksit tayini ve TBARS tayini ile belirlenmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. 55°C de 22 giin boyunca depolan tek tabakali ve ¢ift tabakali emiilsiyon 6rneklerinin
hidroperoksit (mM) degerlerinin zamana bagh degisimi

Orneklerin depolama siiresine bagli degisimlerinin belirlenmesi icin tek
yonlit ANOVA analizi ve Duncan testi (p<0.05) kullanilmistir. Emiilsiyon tiirleri
arasindaki farkin 6nem derecesi ise her bir depolama zamani ic¢in ayr1 ayr

bagimsiz 6rneklem t-testi ile belirlenmistir.
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Her iki emiilsiyon tiiriinde (tek tabakali ve ¢ok tabakali) zamana bagh
olusan hidroperoksit degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.05).
Na-kazeinat i¢eren tek tabakali emiilsiyon 6rneklerinde, hidroperoksit degeri ilk 5
giiniin sonunda 17.15£1.5 mM degerini almis ve goreceli olarak yavas bir olusum
gostermistir. 11.giin sonunda ise 54.543.7 mM degerine yiikselmistir. 21.giin
sonundaki hidroperoksit degeri ile 11.giin arasinda O©nemli bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). Pektin igeren ¢ok tabakali emiilsiyon orneklerinde
benzer sekilde ilk 5 giiniin sonunda 6.3£5.2 mM degerini alarak goreceli yavas
ilerlemis, hidroperoksit degeri bu noktadan sonra hizli bir sekilde artmis ve
11.giinde 51.348.0 mM degerine ulagmistir. 21.giin sonundaki hidroperoksit

degeri ile 11.giin arasinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).

Tek tabakali ve ¢ok tabakali emiilsiyon yapilar: arasinda ilk 3 giin 6nemli
bir fark tespit edilmemistir (p>0.05). Depolama siiresi 5. giine geldiginde birincil
emiilsiyonun hidroperoksit degeri 17.15£1.7 mM olurken ikincil emiilsiyon
yapisinda bu deger 6.3+£5.2 mM degerinde kalmistir. Depolama siiresinde 17.
giine ulasildiginda ise birincil emiilsiyonun peroksit degeri 40.4+9.1 mM iken,
ikincil emiilsiyonda bu deger 6.2+3 mM seviyesinde kalmistir. Boylece 17 giinliik
depolama siiresi sonunda pektin igeren ¢ok tabakali emiilsiyonun, Na-kazinat ile
olusturulan tek tabakali emiilsiyona kiyasla peroksit degerinin daha diistik oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). 21.gilinde birincil ve ikincil emiilsiyon yapilar1 arasinda

onemli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).

TBARS degerlerine bakildiginda, yapilan tek yonli ANOVA analizine
gore (p<0.05), her iki emiilsiyon tiirinde olusan TBARS degeri ile depolama
siiresi arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir. 2.giin birincil ve ikincil
emiilsiyonlarda sirasiyla 20.1+7.1umol/L ve 18.1£3.0 umol/L degerlerini alan
TBARS olgiimleri, 8.giin 22.8+4.3umol/L. ve 24.3+3.4umol/L degerlerine
ulasarak kismen yavag bir yiikselis gostermistir. Hidroperoksit olusumunda 2 ile
8.glinler arasinda gozlenen artis sebebiyle TBARS degerlerinde tespit edilen bu

yavaslama beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.15. 55°C de 22 giin boyunca depolan tek tabakali ve ¢ift tabakali emiilsiyon 6rneklerinin
TBARS (umol/L) degerlerinin zamana bagli degisimi.

TBARS degerleri icin tek tabakali ve ¢ok tabakali emiilsiyon sistemleri
arasindaki farkin onemlilik derecesi, her bir depolama zamani i¢in ayr1 ayri
uygulanan bagimsiz Orneklem t-testi (p<0.05) ile tespit edilmistir. Her iki
emiilsiyon c¢esidinde de 10 giinlik depolama sonucunda TBARS degerleri
sirasiyla 56.47+4.2 umol/L ve 26.2+10.9umol/L olarak bulunmus ve ikincil
emiilsiyon yapisinin daha stabil kaldig1 goézlenmistir. 10. giinden sonra emiilsiyon

tiirleri arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).

Yag/su emiilsiyonlarinda oksidasyon hizimi etkilen en 6nemli fiziksel
etmenler, yiizey alanini belirleyen partikiil boyutu, gecis metalleri ile elektrostatik
etkilesime sebep olan damlacik net yiikii ve siirekli fazda bulunan gegis metalleri
ile yag fazinin etkilesimini belirleyen ara yiizey kalinhigidir (Gudipati et al.,
2010). Gegis metalleri ve Ozellikle demir iyonlari lipid oksidasyonunu
kolaylastiran ana faktdrlerden biridir. Bu sebepten dolayi, emiilsiyon literatiiriinde
damlacik ylizeyini pozitif yiikleyen emiilgatorler ve polisakkaritlerin, gegis
metalleri ile aralarinda olusan itme kuvveti dolayisiyla, yag fazi ile bu metallerin
etkilesimlerini kisitlamalar1 ve lipid oksidasyonunu geciktirmeleri konusunda

bir¢ok arastirma bulunmaktadir (Mei et al., 1998a, 1998b; Mancuso et al., 1999;
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Hu et al., 2003; Klinkesorn et al., 2005; Gudipati et al., 2010; Kargar et al., 2011).
D1s katmani pektin olan ve negatif yiiklii damlaciklar ile olusturulan ¢ok tabakali

emiilsiyon yapilar1 ise bu konuda emiilsiyon literatiiriinde rastlanan istisnalardir.

Katsuda et al. (2008), B-laktoglobiilin ve iki ¢esit pektin (turunggil pektini
ve seker pancarindan elde edilen pektin) ile olusturdugu ¢ok tabakali emiilsiyonun
oksidatif stabilitesini inceledigi ¢alismasinda, pH 3.5 ve 35°C’de 16 giin boyunca
depolama yapmustir. Elde edilen sonuglara gore, ozellikle turunggil pektini ile
olusturulan ikinci tabakanin, yiizey yiikiinlin negatif olmas1 ve prooksidatif metal
iyonlarin1 ¢ekmesine ragmen, protein ile olusturulan tek tabakali emiilsiyona gore
oksidatif stabiliteyi arttirdigin1  belirtmektedir. Hidroperoksit ve propanal
seviyelerinin 0l¢iildiigli ¢alismada, peroksit degerleri arasinda 6zellikle turunggil
pektinin  kullanildigi1 ornekte birincil emiilsiyona kiyasla ciddi bir fark
gbzlenirken, oksidasyon ikinci iiriinii olan propanal agisindan degerler birbirine
yakin olmakla beraber yine turunggil pektinin daha iyi sonu¢ verdigi

belirlenmistir.

Yang et al. (2011), portakal yagi ile lesitin, kitosan ve pektin kullanarak 2
tabakali ve ¢ tabakali emdiilsiyon yapilari olusturmuslardir. Cok tabakali
emiilsiyon yapilarmmin 1518a duyarh lipid oksidasyon degerlerini arastirdiklari
caligmalarinda, lesitin ve pektin miktarmin dikkatlice ayarlanmasi ile portakal

yaginin oksidatif stabilitesinin arttirilabilecegi belirtilmistir.

Chen et al. (2010), ringa balik yagi kullandiklar1 ¢aligmalarinda, brij 35
sirfaktan kullanilarak olusturulan birincil emiilsiyona degisen polisakkarit
cesitleri (diisiik metoksilli ve yiiksek metoksilli pektin, karregenan ve sodyum
aljinat) eklenerek c¢ift tabakali emiilsiyon elde etmislerdir. Emiilsiyonlar pH 7.0
ortaminda ve 15°C’de 8 giin boyunca depolanmistir. Emiilsiyonun fiziksel

stabilitesini bozmayan konsantrasyonlarda eklenen pektin, diger polisakkaritlere
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kiyasla daha fazla olan serbest radikal siiptiriicii etkileri ve metal iyonlari ile selat

olusturma etkinlikleri sayesinde oksidatif stabiliteyi arttirdigi belirlenmistir.

Mevcut calismada 17 gilinliik depolama sonucunda hidroperoksit degeri
pektin ile olusturulan ikincil emiilsiyonda Na-kazeinat ile olusturulan birincil
emiilsiyona kiyasla daha diisik bir degerdir. Ayrica 10 giinlik depolama
sonucunda TBARS degerleri ikincil emiilsiyon 6rneklerinde, birincil emiilsiyona
kiyasla daha diisiik seviyede kalmistir. Tespit edilen sonuglar ile emiilsiyonun
oksidatif stabilitesinin ¢ok tabakali yapi ile arttirilmasi daha oOnce yapilan
caligmalar ile paralel yondedir (Katsuda et al., 2008; Chen et al., 2010; Yang et
al., 2011). Na-kazeinat ve pektin elektrostatik kompleksinin lipid oksidasyonuna
olan etkisi {lizerine yapilan ¢alismalarin sinirlt sayida olmasi bulunan sonuglarin

literatiir degerleri ile karsilastirilmasini kisitlamaktadir.

Oksidatif stabilite konusunda pektin katmani ile elde edilen bu iyilesmenin
bazi sebepleri bulunmaktadir. Oncelikle pB-laktoglobiilin ve pektin ile
gerceklestirilen ¢ok tabakali emiilsiyon caligmalarinda, ara yiizey kalinliginin
pektin varligi ile arttirilmasi ve pektinin dalli yapisi sebebiyle sterik etkinin lineer
bir polimere kiyasla daha fazla gergeklesmesi, cok tabakali emiilsiyon ile elde
edilen oksidatif iyilesmenin baslica sebepleridir (Katsuda et al., 2008; Gudipati et
al., 2010). Ayrica siirekli fazda bulunan pektin molekiilleri demir iyonlarim
baglama kapasiteleri ile porooksidan metallerin yol agtig1 lipid oksidasyonunu

onemli ol¢iide engellemektedir (Chen et al., 2010).

4.4. Tek Tabakal (Birincil) ve Cok Tabakal (ikincil) Emiilsiyonlarin

pH Stabilitelerinin Belirlenmesi

Tek tabakali emiilsiyon (% 10 keten tohum yagi, % 0.7 Na-kazeinat) ve
¢ok tabakali emiilsiyon (% 5 keten tohum yagi, % 0.35 Na-kazeinat, % 1.5 pektin)



88

orneklerinin ortam pH degerleri 3-7 arasinda degistirilerek birincil ve ikincil
emiilsiyon yapilarmin kararlilik durumlan  karsilastirilmistir.  Emiilsiyon
stabilitesinin Ol¢iimiinde partikiil boyut dagilimi, zeta-potansiyel O6l¢iimii,

kremalagma indeksi ve optik goriintiileme yontemleri kullanilmistir.

Sekil 4.16’da pH degisimine kars1 Na-kazeinat i¢eren birincil emiilsiyonun
z-ortalama c¢ap degerleri gosterilmistir. Yapilan tek yonlii ANOVA analizine gore,
pH’a bagl z-ortalama cap degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir

(p<0.05). pH degerleri arasindaki fark ise Duncan testi ile tespit edilmistir.

pH 5, 6 ve 7 ortaminda z-ortalama ¢ap degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). pH 3 ortaminda 395.7+11.5 nm olan partikiil ¢ap
degeri, pH 4 ortaminda 1235.5+95.9 nm degerine ylikselmistir. Na-kazeinatin 4.6
civart olan izoelektrik noktasi goz Oniine alindiginda bu degere yakin ortam
asitliginde yiilk nétralizasyonu sebebiyle kuvvetli agregasyon olusumu
beklenmektedir. Bunun sonucu olarak ortalama ¢ap degerlerinde artig
gozlenmistir. Diisiik pH (3) ve yiiksek pH (6-7) degerlerinde, damlaciklarin net
yiiklerinin artmasi (Sekil 4.19) aralarinda giiglii bir itme kuvveti olusmasina sebep
olmustur. Boylece sistemde agragasyon Onlenmis ve partikiil boyutunda azalma
gozlemlenmistir. Ortam asitligi pH 5 oldugunda ortalama ¢ap boyutunda herhangi
bir artig tespit edilmezken, 7 giinliik depolama sonucu elde edilen kremalasma
indeks degerinde (Sekil 4.21) ve gorsel degerlendirmede (Sekil 4.20) serum

ayrigsmast gozlemlenmistir.

Ayrica optik mikroskop ile ¢ekilen goriintiilerde ise yapida biiyiik 6l¢iide
flokiilasyon olustugu belirlenmistir (Sekil 4.22). Boyut dagilim analizde yapilan
1:100 seyreltme isleminin sistemdeki deplesyon flokiilasyonunu kirdigi ve bu
ylizden partikiil cap degerinde bir artis gozlemlenmedigi diisiiniilmektedir
(McClements, 2005a).
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Sekil 4.16. Birincil emiilsiyon yapisinin degisen pH degerlerine kars1 Z-ortalama ¢ap sonuglari

Pektin igeren ikincil emiilsiyon yapilarinin ortalama partikiil g¢aplar
(d(3,2) ve d(4,3)) degerlerinin pH degisimine bagli sonuglart Sekil 4.17. ve 4.18

‘de gosterilmektedir.

Yapilan tek yonliit ANOVA analizi ve Duncan test sonuglarina gore, pH’a
bagli d(3,2) degerlerinde anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.05). Diisiik (3-4) ve
orta pH (5) degerlerinde goreceli stabil giden partikil capi, yiiksek pH
degerlerinde keskin bir diisiis gdstermektedir. Yiiksek pH degerlerinde, negatif
yiiklenen damlacik yilizeyinden yine negatif yiiklenen pektin molekiillerinin
desorpsiyonunun c¢ap biiyiikliigiinde azalmaya sebep oldugu diisiiniilmektedir. pH
3-5 ve pH 6-7 ortamlarinda degerler arasinda onemli bir fark bulunmamistir

(p>0.05).

Yapilan tek yonlii ANOVA analizine gore, d(4,3) degerlerinin pH’a bagh
degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.05). D(4,3)
degerlerinin kendi i¢lerindeki dnem dereceleri Duncan testi ile belirlenmistir. pH

3, 4 ve 5 degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamstir (p>0.05).
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Sekil 4.17. ikincil emiilsiyon yapisinin degisen pH degerlerine kars1 d(3,2) ortalama cap sonuglari
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Sekil 4.18. ikincil emiilsiyon yapisinin degisen pH degerlerine kars1 d(4,3) ortalama cap sonuglari

pH 6 ortaminda d(4,3) degerinde gdzlemlenen artisin iki olasi sebebi

oldugu disiiniilmektedir.

Bunlardan

ilki,

pH degeri

3’den 7’ye dogru

arttinlldiginda giderek pozitiften negatife dogru artan damlacik net yiikii sebebiyle
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diisiik pH degerlerinde yilizeye adsorplanan pektin molekiilleri ile Na-kazeinat
arasindaki elektrostatik ¢ekme kuvvetinin giderek azalmasi ve pektin
molekiillerinin yiizeyden koparak baska yag globiillerine baglanmasi ile artan
koprii flokiilasyonudur. Ikinci sebep ise, protein ile pektin arasinda gerceklesen ve
giderek artan itme kuvveti ile ylizeyden tamamen kopan pektin siirekli fazda
konsantrasyon artisina sebep olarak deplesyon flokiilasyonuna sebep
olabilmektedir. Ayrica optik mikroskop goriintiileri de sistemde olusan

flokiilasyonu destekler yondedir (Bkz. Sekil 4.22).

pH 7 ortaminda d(4,3) degerinde tespit edilen diisiisiin sebebi ise pektin
molekiillerinin artik yag/su ara ylizeyinden ayrilmasi ile gerceklesen partikiil ¢ap
degerinde ki diisiistiir. Bu degerin Na-kazeinat emiilsiyonunda gozlemlenen nm
boyutundaki partikiil ¢caplarina gore daha yiiksek bir degerde olmasi ise siirekli
fazda bulunan pektin molekiilleri sebebiyle olusan deplesyon flokiilasyonu oldugu

disiiniilmektedir (Bkz. Sekil 4.16).

Tek tabakali ve cift tabakali emiilsiyon drneklerinin ortamin pH degerine
bagli olarak zeta-potansiyel dl¢iimii Sekil 4.19°da gosterilmektedir. Ornekler igin
yapilan tek yonlii ANOVA analizi sonuglarina gore, birincil ve ikincil emiilsiyon
orneklerinin  zeta-potansiyel degerleri ile ortamin pH kosullar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.05).

Tek tabakali 6rneklerinin zeta-poansiyel degerleri pH 3’den 7’ye dogru
gidildik¢e 31.15+1.2 mV degerinden -48.95+1 mV degerine dogru bir degisim
gostermistir. Tek tabakali emiilsiyon pH 4 ile 5 arasinda elektriksel olarak notr
yiiklenmektedir ve zeta-potansiyel deger sifira yakindir. Yag/su ara yiizeyini
olusturan sodyum kazeinatin izoelektrik noktasinin 4.6 civarinda olmasi bu
sonucu desteklemektedir. Ortama pektin polimerinin eklenmesi ile birincil
emiilsiyonunun pH’a bagli damlacik net yiikiinde Onemli bir degisim

belirlenmistir. Ikincil emiilsiyonda yag/su ara yiizeyini kaplayan pektin pH 3
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ortaminda -9.37+0.6 mV degerini almaktadir. pKa noktas1 3.5 civar1 olan ve
anyonik bir polisakkarit olan pektin ile bu degere yakin asidik ortamlarda ve
iizerindeki pH degerlerinde yag/su ara ylizeyi beklenildigi gibi negatif olarak
yiiklenmistir.

pH 3 ve 4 ortaminda birincil emiilsiyon sirasiyla 31.15£1.2 mV ve
5.03£2.1 mV degerlerini alirken pektin varliginda sirasiyla -9.37£0.6 mV ve
-20.45+0.8 mV degerlerini almistir. Ortama pektin eklenmesiyle negatif yiiklenen

damlaciklarin ~ yiizeye pektin  adsorplanmasinin  bir  sonucu  oldugu

diistiniilmektedir.

40,00

3000 e Birincil emiilsiyon

20.00 —= - [kincil emiilsiyon
10,00

0,00
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Sekil 4.19. Birincil ve ikincil emiilsiyon 6rneklerinin degisen pH degerlerine kars1 zeta-potansiyel

Ol¢limleri

pH 6 ve 7 ortamlarinda damlacik net yiikii birincil emiilsiyon i¢in sirasiyla
-40.67+1.2 mV ve -48.95+1 mV olurken, ikincil emiilsiyonda -33.23+1.2 mV ve
-35.38+¢1.2 mV olciilmiistiir. Negatif yiiklenen Na-kazeinat yiizeyi ile negatif
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pektin molekiilleri arasinda giiglii bir itme kuvvetinin olugmast beklenmektedir.
Boylece bu pH degerlerinde pektin molekiillerinin yag/su ara ylizeyine
adsorplanmadig1 ve cok tabakali yapiyr olusturamadigi diisliniilmektedir. Boyle
bir durumda pektin molekiileri oncelikli olarak siirekli fazda dagilmis bir sekilde

bulunmasi beklenmistir.

Oda sicakliginda 7 giinlilk depolama sonucunda elde edilen gorsel veriler
ve kremalagma indeks degerleri Sekil 4.20 ve 4.21°de gosterilmistir. Birincil
emiilsiyon 6rnekleri pH 7-6 arasinda kararliligini koruyabilirken, pH 5-3 arasinda
sistemde agregasyon gercekleserek krema ve serum fazlarmmin olustugu

gozlenmistir

pH70  pHE0D  pHSO  pH4D pH30 || pH70  pHEOD  pHSO  pH4O0  pH3D

Sekil 4.20. A) Birincil ve B) ikincil emiilsiyon &rneklerinin degisen pH degerlerine kars1 gorsel

degerlendirmesi

Birincil emiilsiyonda pH 5-4 orneklerinde berrak bir serum faz olusurken

pH 3 6rneginde krema faz1 ve asagida kisimda bulanik bir serum fazi ayrismistir.
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Sekil 4.21. Birincil ve Ikincil drneklerinin degisen pH degerlerine karsi kremalasma indeks

degerleri

Bu olusum emiilsiyon igerisinde agregasyona ugrayan bir kisim oldugu
gibi goreceli olarak kremalasmaya dayanikli ve agregasyona ugramayan bir

kismin da oldugunu géstermektedir (Surh et al., 2006).

Ikincil emiilsiyon &rnekleri ise pH 3-5 arasinda kararliligim korurken pH
6-7 arasinda serum fazinin ayristigit ve sistemde agregasyon olustugu

gozlenmigtir.

Sekil 4.22°de oda sicakliginda 7 giinliilk depolama sonunda tek tabakali ve
cok tabakali orneklerin her bir pH degerinde sahip olduklar1 yapisal 6zellikler
karsilagtirilmistir. pH 3,4 ve 5 ortaminda birincil emiilsiyonda koalesans
olusumunu destekleyen genis ¢apli flokiilasyon tespit edilmistir. pH 3 ortaminda
pektin iceren c¢ok tabakali emdiilsiyonda monodispers ve kararli bir yapi
gozlemlenirken, pH 4-5 ortamlarinda bazi yerlerde sinirli diizeyde flokiilasyon

olusumlar1 bulunmustur. Fakat yapinin biitiinlinde kararli emiilsiyon durumu
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devam etmistir. pH 6 ve 7 olan 6rneklerde birincil emiilsiyon giderek kararli bir

yap1 kazanmakta 6zellikle pH 7 ortaminda monodispers 6zellik tasimaktadir.

Cok tabakali ikincil emiilsiyon ornekleri ise pH 6 ve 7 ortamlarinda
icerdikleri pektin molekiilleri, damlacik yiizeyleri ile ayni negatif yiki
tagimaktadir ve yag/su ara yiizeyine adsorplanmamistir Bu sebepten dolayi,
stirekli fazda yiiksek konsantrasyonda bulunan pektin molekiillerinin genis 6l¢ekte
deplesyon flokiilasyonuna yol a¢tig1 diistiniilmektedir. Ayrica genis dlgekte olusan
flokiilasyonun yer yer biiyiik damlaciklarin olusmasina yani koalesans olusumuna
yol agtig1 yapilan bazi ¢aligmalarca da desteklenmektedir (Ye et al., 2004a, 2004b;
Surh et al., 2006).

Surh et al. (2006), birincil emiilsiyon (%10 a/a misir yagi, %0.9 a/a Na-
kazeinat) ve ikincil emiilsiyon (%5 a/a misir yagi, %0.45 a/a Na-kazeinat, %0.25
a/a pektin (diisiik metoksilli ve yiiksek metoksilli)) yapilariin pH stabilitesini
arastirdiklar1 calismalarinda, Na-kazeinat Orneklerinin 3< pH <5 arasinda
flokiilasyona ve agregasyona karsi stabilitelerini kaybettiklerini tespit etmistir.
Pektin igceren emiilsiyonlar i¢in, pH 6-7 araliginda pektin molekiillerinin yag/su
ara yiizeyi tarafindan adsorplanmadigi ve deplesyon flokiilasyonu sebebiyle
tersinir agregasyon olusumu gozlemlenmistir. Buna karsin pektin igeren
orneklerin pH 5 ortaminda stabilitesini korudugunu, pH 3-4 degerlerinde ise az

miktarda kremalagma gozlemlendigi belirtilmistir.

Rasnani et al. (2011), %10 a/a kanola yagi, %0.5 a/a Na-kazeinat, %1.5 a/a
pektin %0.75 a/a propilen glikol ve %0.2 a/a NaCl a/a ile hazirladig1 ¢ok tabakali
emiilsiyonun pH 5-7 arasinda gosterdigi fiziksel stabiliteyi aragtirmistir. Cok
tabakali yapmin pH 5 ortaminda olusturuldugu belirtilmistir. Negatif yiikli
damlacik yiizeyine yine negatif yilikli bir polimerin adsorplanmasi, protein
ylizeyinde bulunan amino gruplart (-NH,) ile pektin molekiiliinde bulunan

karboksil gruplarinin (-COOH) elektrostatik etkilesime ge¢mesi vasitasiyla
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oldugu agiklanmaktadir. pH 7 ortaminda ise negatif yiiklii protein yiizeyi ile
negatif yikli pektin molekiilleri arasinda giiglii bir elektriksel itme kuvveti

olusmasi sebebiyle ¢ok tabakali yapinin olusmadigini belirtilmistir.

Katsuda et al. (2008), %10 a/a balik yagi, %1.0 a/a Na-kazeinat, %0.025-
0.4 a/a arasinda pektin kullanarak ve pH 3 ortaminda olusturdugu emiilsiyon
sistemlerinin pH 3-7 arasindaki fiziksel stabilitelerini aragtirmistir. Calismada pH
6-7 arasinda yag globiilleri ile pektin molekiilleri arasinda elektrostatik bir
etkilesim gerceklesmedigi, pH 5.0 ortaminda ise Na-kazeinat ile pektin arasinda
elektrostatik bir etkilesim meydana geldigi belirtilmistir. pH 4 ve 5’te ortama
turunggil pektininin eklenmesi ile herhangi bir kremalasma goézlenmemektedir.
Ayrica pH 6 ve 7 ortamlarinda birincil ve ikincil emiilsiyonlarin her ikisinin de
kremalasmaya karsi stabil kaldigi tespit edilmistir. Pektin molekiillerinin sahip
oldugu pKa 3.5 degerinden diisiik pH degerlerinde ise sistemde kuvvetli bir
agregasyon belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda;

Na-kazeinat igeren tek tabakali Orneklerin pH 6-7 arasinda fiziksel
stabilitesini korudugu fakat proteinin izoelektrik noktasi civarinda (pI= 4.6) olan
pH degerlerinde (4-5) sistemde biiyiik 6l¢iide flokiilasyon olustugu (Bkz. Sekil
4.22) ve kremalagma gercekleserek serum fazinin ayrildigr (Bkz. Sekil 4.20)

belirlenmistir.
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Sekil 4.22. Emiilsiyon orneklerinin optik mikroskop ile ¢ekilen goriintiileri a)Na-kazeinat, Ph
degerleri; al)3.0, a2)4.0, a3)5.0, a4)6.0, a5)7.0. b) Na-kazeinat+pektin pH degerleri;b1)3.0, b2)4.0,
b3)5.0, b4)6.0, b5)7.0
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pH 3 ortaminda ise sistemde agregasyona ugrayan bir kisim oldugu gibi
stabil kalan bir kisminda bulundugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.20). Elde edilen
sonuglar literatiirde yapilan diger calismalar ile paralellik gostermektedir
(Dickinson et al., 1998; Surh et al., 2006; Katsuda et al., 2008; Rasnani et al.,
2011).

Emiilsiyon ortamina pektin eklenerek olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon
ornekleri yiiksek pH degerlerinde (6-7) fiziksel stabilitelerini kaybetmis,
emiilsiyon yapisinda yiiksek diizeyde flokiilasyon ve koalesans olustugu tespit
edilmistir (Bkz. Sekil 4.20 ve 4.22). Na-kazeinat ile kapli damlacik ylizeyine
pektin molekiillerinin adsorpsiyonu proteinin izoelektrik noktasindan (pl= 4.6)
yilksek pH ortamlarinda giderek azalmaktadir. Bu pH degerlerinde negatif
yiikklenen Na-kazinat ile negatif yiiklenen pektin molekiilleri arasindaki
elektrostatik etkilesim itme kuvvetine doniismekte ve pektin molekiillerinin
yiizeyden desorpsiyonu gerceklesmektedir. Proteinlerin izoelektrik noktalarina
yakin pH degerlerinde anyonik polisakkaritler ve anyonik proteinler arasinda her
ikisi de negatif yiiklenmesine ragmen, proteinlerin amino grubu (-NH,) ile
polisakkaritin yapisindaki karboksil grup (-COOH) arasindaki elektrostatik ¢cekme
kuvveti devam edebilmektedir (Langendorff et al., 1999; Gu et al., 2004; Surh et
al., 2006). Mevcut calismada da Na-kazinatin pl degerine yakin pH 5 ortaminda
pektin i¢eren O6rneklerde herhangi bir kremalasma tespit edilmemis (Bkz. Sekli
4.20 ve 4.21) ve yapisinda sadece az miktarda flokiilasyon gozlenmistir (Bkz.
4.22). Bulunan sonuglar literatiirde bu konuda yapilan ¢alismalarla uyum i¢indedir
(Dickinson et al., 1998; Surh et al., 2006; Katsuda et al., 2008; Rasnani et al.,
2011).

Pektin iceren ¢ok tabakali emiilsiyon drnekleri diisiik pH degerlerinde (3-
4) Na-kazeinatin pozitif (pl=4.6) ve pektin molekiillerinin negatif yiiklenmesi
(pKa 3-4) sonucu aralarinda giiclii bir elektrostatik etkilesim olusmus ve pektin
protein ile kapli damlacik yiizeyine ikinci bir tabaka olarak adsorplanmistir.

Sistemde herhangi bir krema olusumu goézlenmemistir (Bkz. Sekil 4.20). Bulunan
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sonuclar literatiirde yapilmis olan dnceki calismalar ile farklilik gostermektedir
(Dickinson et al., 1998; Surh et al., 2006; Katsuda et al., 2008; Rasnani et al.,
2011). Onceki c¢alismalarda pH 3 ortaminda tespit edilen az miktardaki
kremalagsma ve flokiilasyon mevcut calismada tespit edilmemis ve bu pH
degerinde hazirlanan ¢ok tabakali emiilsiyon 7 giinliik depolama sonucunda stabil
kalmistir. Bunun olasi nedenlerinden birinin pektinin pKa noktasinin 3-4 arasinda
(genellikle=3.5) olmas1 sebebiyle c¢alismalarda kullanilan pektin tiiriiniin

farkliligindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.
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5. SONUC

Keten tohum yaginin yapisinda bulunan yiiksek orandaki a-linolenik asit,
bu yag tiriinii omega-3 yag asitleri agisindan en zengin kaynaklardan Dbiri
yapmaktadir (Bloedon et al., 2004; Isleroglu vd., 2005). Fakat bu yag tiiriiniin
oksidatif stabilitesinin diisiik olmasi, keten tohum yaginin kullanim ve tiikketim
alanlarin1 smirlayan en Onemli faktorlerden biridir (Oomah, 2001). Mevcut
caligmada, keten tohum yagi ile olusturulan ¢ok tabakali yag/su emiilsiyon
yapisinda, kat-kat (layer-by-layer) elektrostatik depolama yontemi kullanilmustir.
Olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon yapisi ile geleneksel yag/su emiilsiyonunun

pH stabilitesi ve oksidatif stabilitesinin arttirilmasi amaglanmaistir.

Calismanin birinci boliimiinde, hazirlandig1 kosullarda fiziksel stabilitesini
koruyan tek tabakali ve ¢ok tabakali emiilsiyon yapilar1 hazirlanmistir. Geleneksel
tek tabakali emiilsiyon olusumunda degisen konsantrasyonlarda ( %0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5, 0.7, 1.0 ve 1.5 a/a) Na-kazeinat emiilgator olarak kullanilmistir. Cok
tabakali yapmin olusumunda ise yag damlaciklarinin etrafinda olusturulacak
ikinci tabaka pektin biyopolimeri ile pH 3 ortaminda hazirlanmistir. Degisen
konsantrasyonlarda (%0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0 ve 1.5 a/a) pektin
iceren Ornekler, pH 7’de hazirlanan yag/su emiilsiyonuna eklenerek ortam pH
degeri 3’e distirilmistiir. Boylece emiilgator tarafindan olusturulan yag/su ara
yiizeyi pozitif yiik ile yiiklenirken, pektin molekiilleri negatif yliklenmis ve yag/su
ara yiizeyine elektrostatik ¢cekim kuvveti ile adsorplanarak damlaciklar etrafinda
ikinci tabakayr olusturmustur. Emiilsiyon yapilarinin karakterizasyonu igin
partikiil boyut dagilimi, zeta-potansiyel Ol¢limii, 7 gilinliik depolama siireci
sonunda ise bulaniklik degeri, kremalagma indeksi, gorsel degerlendirme ve optik
mikroskop yontemi ile emiilsiyon yapisinin goriintiilenmesi yOntemleri

kullanilmustir.
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Elde edilen analiz sonuglarina gore, tek tabakali emiilsiyon 6rneklerinde
<0.5 a/a Na-kazeinat konsantresine sahip Orneklerde koprii flokiilasyonu ve
koalesans olusumu gbzlenmistir. Na-kazeinat oranmmin  daha  yiiksek
konsantrasyonlarinda (% 1.0 ve %1.5 a/a) ise, bir haftalik depolama siireci
sonunda c¢ekilen optik mikroskop fotograflar1 yapida yer yer deplesyon
flokiilasyonun olustugunu gostermistir. %0.7 a/a Na-kazeinat konsantrasyonunun
ortalama partikiil ¢ap1 ve zeta-potansiyel Ol¢climlerinde uygun sonuglar verdigi, 1
haftalik siire¢ sonunda stabilitesinin bozulmadigi, maksimum bulaniklik degerine
ise bu konsantrasyonda erisildigi goriilmiistiir. Ayrica optik fotograflarda %0.7 a/a
Na-kazeinat konsantrasyonuna sahip Ornegin homojen bir partikiil dagilimina
sahip oldugu belirlenmistir. Boylece birincil yag/su emiilsiyonunun olusumunda

emiilgor miktari olarak %0.7 a/a Na-kazeinat kullanilmasina karar verilmistir.

Cok tabakali ikincil emiilsiyon yapisinda, 1 haftalik depolama siiresi
sonunda ¢ekilen optik fotograflarda, ortamda %1.0 a/a konsantrasyonuna kadar
koprii flokiilsyonun gerceklestigi ve yer yer koalesans olusumu goézlenmistir.
%1.5 a/a pektin konsantrasyonunda ise bulaniklik degeri maksimum degerine
ulagirken, kremalagsma indeksi sifir hesaplanmistir. Ayrica, optik fotograf
gorlntiilerinde sadece %]1.5 pektin konsantrasyonun sahip Ornekte homojen
partikiil dagilimi ve stabil bir yap1 belirlenmistir. Boylece yag damlaciklarinin
cevresinde olusturulacak ikincil bir katman icin gerekli pektin miktar1 %1.5 a/a

olarak belirlenmistir.

Calismanmn  ikinci  bolimiinde, emiilsiyon yapilarimin  oksidatif
stabilitesinin belirlenmesi i¢in tek tabakali emiilsiyon (%10 keten tohum yagi,
%0.7 Na-kazeinat) ve ¢ok tabakali emiilsiyon (%5 keten tohum yagi, %0.35 Na-
kazeinat, %1.5 pektin) yapilarindan olusan 6nekler 55°C de 22 giin boyunca etiiv
ortaminda depolanmistir. Yapilan analiz sonuclarma gore, 17 giinlik depolama
sonucunda peroksit degeri pektin ile olusturulan ikincil emiilsiyonda Na-kazeinat

ile olusturulan birincil emiilsiyona kiyasla daha diisiik bir degerdir. Ayrica 10
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giinliik depolama sonucunda TBARS degerleri ikincil emiilsiyon &rneklerinde,

birincil emiilsiyona kiyasla daha diisiik seviyede kalmistir.

Ayrica, tek tabakali ve c¢ok tabakali emiilsiyon 6rneklerinin ortam pH
degerleri 3-7 arasinda degistirilerek pH degisimine kars1 gosterdikleri kararlilik
durumlan karsilastirilmistir. Emiilsiyon stabilitesinin 6l¢iimiinde partikiil boyut
dagilimi, zeta-potansiyel oOl¢iimii, kremalasma indeksi ve optik goriintiileme
yontemleri kullanilmistir. Na-kazeinat igeren tek tabakali Orneklerin pH 6-7
arasinda fiziksel stabilitesini korudugu fakat pH 4-5 ortaminda sistemde biiyiik
Olciide flokiilasyon ve kremalasma gercekleserek serum fazinin ayrildigi
belirlenmistir. pH 3 ortaminda ise sistemde agregasyona ugrayan bir kisim oldugu
gibi stabil kalan bir kisminda bulundugu tespit edilmistir. Emiilsiyon ortamina
pektin eklenerek olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon Ornekleri ise yiiksek pH
degerlerinde (6-7) fiziksel stabilitelerini kaybetmis, flokiilasyon ve koalesans
olusumu tespit edilmistir. pH 5 ortaminda pektin igeren 6rneklerde herhangi bir
kremalagsma tespit edilmemis, diisiik pH degerlerinde (3-4) ise Na-kazeinatin ve
pektin molekiilleri arasinda olusan gii¢lii bir elektrostatik etkilesim ile pektin
protein ile kapli damlacik ylizeyine ikinci bir tabaka olarak adsorplanmstir.
Analiz sonuglarina gore, pektin igeren c¢ok tabakali emiilsiyon yapilarinin tek
tabakalt yapinin stabilitesini koruyamadigt pH 3-5 araliginda stabil kaldig
belirlenmistir. Fakat ¢ok tabakali emiilsiyon yapis1 pH 6-7 aralifinda fiziksel
stabilitelerini kaybetmis, emiilsiyon yapisinda yliksek diizeyde flokiilasyon ve

koalesans olustugu tespit edilmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda, kat-kat (layer-by-layer) elektrostatik
depolama yontemi kullanilarak olusturulan ¢ok tabakali emiilsiyon yapisinin belli
kosullar altinda tek tabakali geleneksel emiilsiyon yapisinin oksidatif ve fiziksel
stabilitesini iyilestirdigi goriilmektedir. Mevcut ¢calismadan elde edilen sonuclarin
bu konu hakkinda yapilacak yeni calismalara kaynak olacagi ve literatiirde

bulunan eksikligi giderecegi diistiniilmektedir.
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