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OZET
ICECEKLERIN MINERAL TAKVIYESI

Mevcut bulus, iceceklerin metal takviyesine ydneliktir. Daha &ncelikli olarak, negatif
yUklO bir selatlastinici ajan, dusik molekdl adirlikh, dogal gidada kullanilabilir polimerik
katyon ve su iceren bir metal iceren kompleks koaservat cekirdek misele yéneliktir.
Ayrica, sdz konusu metal iceren kompleks koaservat ¢ekirdek miselin GUretilmesi
prosesi ve iceceklere yiksek biyoyararlanima sahip bir metal takviyesi yapmak
amaclyla s6z konusu metal iceren kompleks koaservat gekirdek miselin kullanimina
yoneliktir. Ayrica, s6z konusu metal iceren kompleks koaservat ¢cekirdek miseli ihtiva

eden bir icecek ile ilgilidir.
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ISTEMLER

Bir metal iceren kompleks koaservat cekirdek misel olup, 6zelli§i asadidaki
unsurlari icermesidir

agirhikca %80 ila 99 negatif yukla selatlagtinic ajan,

agirhkeca %0,2 ila 10 digiik molekill agirhikh dogal gidada kullanilabilir polimerik
katyon,

Adirhkga %0,5 ila 10 metal katyon ve su, burada adirik¢ca %, kompleks
koaservat cekirdek miselin toplam agirhgina baglh clarak kuru agirlik ytzdesi
anlamina gelir ve burada dinamik 1sik sacihmi ile élcilen ortalama pargacik

boyutu 10 ila 150 nm arasindadir ve burada metal, Fe** formunda demirdir.

Istem 1'e gére metal igeren kompleks koaservat gekirdek misel olup, 6zelligi

negatif yUkll selatlagtinci ajanin, sodyum heksametafosfat olmasidir.

Istemler 1 ila 2'nin herhangi birine gére metal iceren kompleks koaservat
cekirdek misel olup, 6zelligi dugtk molekdl agirhklh dodal gidada kullanilabilir
polimerik katyonun, 5 ila 100 arasinda polimerizasyon derecesine sahip kitosan

olmasidir.

Istemler 1 ila 2'nin herhangi birine gére metal igeren kompleks koaservat
cekirdek misel olup, 6zelligi disOk molekdl agirhkh dogal gidada kullanilabkilir
polimerik katyonun, 10 ila 20 arasinda polimerizasyon derecesine sahip kitosan

olmasidir.

istemler 1 ila 4'Un herhangi birine gére metal iceren kompleks koaservat misel
olup, 6zelligi ayrica suda ¢dziinen gida tatlandirici ajan ve/veya vitamini veya
miselin kabugunda yagda coéziinebilen bir tatlandinci ajan ve/veya vitamini

icermesidir.

Istem 1'e gére metal igeren kompleks keaservat gekirdek misel olup, ézelligi
agirhikca %85 ila 99 sodyum heksametafosfat,

10 ila 20 polimerizasyon derecesine sahip, agirlik¢a %0,4 ila 8 kitosan,
agdirhkea %0,6 ila 6 Fe*,



10

15

20

25

35

10.

15

agirhkca % 0 ila 10 suda veya yafdda ¢ozlinebilen tatlandirici ajan vefveya
vitamin,

ve su icermesidir, burada sodyum heametafosfat, 5 ila 350 mg / ml aralidindaki
bir yogunluktadir, burada adirlik¢a %, kompleks koaservat ¢ekirdek miselin
toplam agirhgina bagh olarak kuru agirlk ylzdesi anlamina gelir ve burada
dinamik 1sik sacihmi ile élgillen ortalama parcacik boyutu 10 ila 150 nm

arasindadir.

Istemler 1 ila 6'nin herhangi birine gére metal igeren kompleks koaservat
cekirdek misel olup, &zelligi ortalama parcacik boyutunun, 50 ila 100 nm

arasinda olmasidir.

Istemler 1 ila 7'nin herhangi birine gére bir metal iceren kompleks koaservat
cekirdek miselin Gretim prosesi olup, 6zelligi asagidaki adimlar icermesidir:

i) negatif yukl bir selatlagtirici ajanin A) bir akdz soliisyonunun hazirlanmasi,

i) bir metal tuzunun B) bir akéz solisyonunun hazirlanmasi,

i) ortaya c¢ikan selatlastinimis metal solisyonunu C) Uretmek amaciyla,
esmolar yodunlukta 100 parca AYnin 20 parca B) ile karistiriimasi ve ortaya
¢ikan kangimin oda sicakhginda inkibe edilmesi,

iv) 4 ila 6 arasinda pH’ye sahip bir sitrik asit tampon solisyonunda disik
molekdl agdirhkli dodal gidada kullanilabilir polimerik katyonun akdz bir
solisyenunun hazirlanmasi, D),

v) selatlastiriimis metal solusyonunun D) karistirilarak 880 parga solisyona C)

damla damla eklenmesi.

istem 8'e gdre proses olup, ézelli§i solisyon A)Ynin, 1 ila 500 mM arasindaki bir
yogunlukta olmasi, solisyon BYnin 1 ila 500 mM arasindaki bir yogunlukta
olmasi, adim iii} inkiibasyonunun, 5 dakika ila 5 giin boyunca gergeklestirimesi

ve solisyon Dy'nin, 0,1 ila 1 mg/ml arasindaki bir yogunlukta olmasidir.

Istem 8 veya 9'a gdre proses olup, 6zelligi negatif yuklu selatlagtirici ajanin,
sodyum heksametafosfat olmasi, metal tuzunun FeSO, olmasi ve diglk
molekdl agirikh dodal gidada kullanmilabilir polimerik katyonun, 10 ila 20

arasinda polimerizasyon derecesine sahip kitesan olmasidir.
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istem 10'a gére proses olup, 6zeligi i) ve i) adimlarinin  sodyum
heksametafosfat ve FeS0O4 soliisyonlarinin her birinin, 100 mM yogunlugunda

olmasi ve iv) adimindaki kitosanin, 0,6 mg/ml yogunlugunda olmasidir.

Istemler 1 ila 7'nin herhangi birine gére metal igeren kompleks koaservat
¢cekirdek miselin kullanimi clup, 6zelligi 1 ila 60 mg metal/litre iceren bir icecege

takviye yapiimasina yénelik olmasidir.

Istem 12'ye gére kullanim olup, 6zelligi icecedin, 6z suyu, gazsiz alkolsiz

icecekler, sut ve meyve suyundan segilmesidir.

Bir icecek olup, dzelligi istemler 1 ila 7'nin herhangi birine gére bir metal iceren

kompleks koaservat gekirdek miseli icermesidir.
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TARIFNAME
ICECEKLERIN MINERAL TAKVIYESI

Mevcut bulug, iceceklerin metal takviyesi sahasi ile ilgilidir. Daha &zellikle, negatif yaklu
bir selatlastirici ajan, dusik molekdl agirikli, dogal gidada kullanilabilir polimerik
katyon ve su iceren kampleks koaservat ¢ekirdek misel ihtiva eden bir metale yéneliktir.
Ayrica, sdz konusu metal iceren kompleks koaservat ¢ekirdek miselin GUretilmesi
prosesi ve iceceklere yiksek biyoyararlanima sahip bir metal takviyesi yapmak
amaclyla s6z konusu metal iceren kompleks koaservat gekirdek miselin kullanimina
yoneliktir. Ayrica, s6z konusu metal iceren kompleks koaservat ¢cekirdek miseli ihtiva

eden bir icecek ile ilgilidir.

Metal eksiklikleri arasinda, demir eksikligi anemisi, diinyada 3 milyardan fazla insani
etkileyen, beslenme ile ilgili ciddi bir saghk sorunudur. Demir eksikli§i aneminin
dogrudan nedenlerinden biriyken, ayni zamanda bu, enerji eksikligi, buyime ve
gelisme geriligi gibi diger gesitli fizyolojik bozukluklarnn bir nedenidir. Yiyecek takviye
programlari, genellikle demir (Fe) eksikligini yenmek icin en maliyetsiz ve surdarilebilir
yaklagim olarak disunilmektedir. Ancak bir demir takviye programinin basarisi, bayuk

oranda yiyecek matrisinin ve Fe bilesiginin dikkatli bir sekilde secilmesine baglidir.

Yiyeceklere ve igeceklere mineral takviyelerinin eklenmesi ile ilgili iyi bilinen sorunlar
mevcuttur. Ornedin bu tir cogu takviyenin, ¢dziinmeme egilimi gdsterir ve dolayisiyla
iceceklerde fazla kullanish dedildir veya kéth bir tat (metalik tat) veya adizda
istenmeyen his egdilimi gdsterir. Bununla birlikte demir takviyeleri, yiyeceklerin rengini
degistirme veya organoleptik agidan uygun olmama egilimi gdsterir. Ayrica, ézellikle
demir bilesiklerinin sollisyon icindeki ¢céziinmeyen demir hidroksit polimerleri olusturma
egiliminde olmasi ve diger mineraller ve diger materyaller ile etkilesime girmesine bagl
olarak demir takviyesi iceren iceceklerin formille edilmesi zordur. Bu etkilesim,
iceceklerin organoleptik ve estetik dzelliklerini etkilemekle kalmaz, ayni zamanda demir

takviyelerinin besinsel biyoyararlanimini istenmeyen sekilde etkiler.

WO 2011/159665, suda ¢dzinmeyen kitosan-stearik asit kompleksi ile kapsillenen,
kapsulli besleyici tuz parcaciklarini ag¢iklar. Ancak bu kapsUlleme, bir yag fazini
gerektiren mikrecemiulsiyona baghdir ve bir icecekte uzun vadeli saklamada stabil

degildir.
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WO 2009/029407, kapsullii suda ¢éziinmeyen aroma vericilerin alinmasi ve kontrolli
salimmini ac¢iklar. Elektrostatik etkilesime badh olan bir kompleks olusturmak Gzere
polisakkarit ve peynir alti suyu proteini iceren kompleks koaservata dayanir. Ancak
parcacik boyutlarinin  hepsi 500 nm'nin Gzerindedir, bu durum, soliisyonda
kullanildiginda bulaniklik ile sonuglanir.

WO 2010/116379, %99,5 ila 99,88 cay, %0,1 ila 0,3 demir tuzu ve %0,02 ila 0,2
nigasta bazi igeren kuru formda, demir takviyeli gayl aciklar. Bu takviyeli cay, demir
sollsyonunun kurutulmus cay Uzerine spreylenmesi yoluyla dretilir. Ancak bu teknoloji,
demir tuzunun ¢okelmesi nedeniyle, demir takviyeli sivi iceceklerin Uretilmesine izin

vermez.

US 2006/240151, geligtiriimis renge sahip demir takviyeli, st bazlh, tatlandinimig
icecekleri aciklar, burada icecekler (A} yag; (B) adirlikga yaklasik yGzde 10 ila ylizde
100 toplam proteini temsil eden sit proteini; {C) {i) icecedin agirhdinca yaklasik yiizde
0,1 ila yaklasik yuzde 10 siUkroz, trehaloz veya bunlarin kombinasyonu, (ii} besin
sivisinin - adirhdinca yaklagik yuzde 0,1 ila vyaklagsik yizde 20 maltodekstrin,
maltodekstrin yaklagsik 1 ila yaklagik 10 DE degerine sahiptir ve (iii) (i} ile (ii)'nin
kombinasyonlarindan en az birini adirlik¢a yaklasik yizde 75 ila yaklasik yluzde 100

iceren karbonhidrat; (D) demir iceren bir materyali ve (E) bir aroma vericiyi igerir.

US 2008/124572, bir besin takviyesini ve 6zellikle, bir ferrik pirofosfat selat iceren bir
demir zenginlestirmesini ihtiva eden bir oral besin takviyesini agiklar. Besin takviyesi,

ayrica vitaminler, demir digI mineraller ve dider icerik maddelerini icerebilir.

WO 2008/028264, aktif maddelerin  kontrolli salimina yodnelik manyetik
nanoparcaciklara sahip mikro kapsillerin bir Gretim prosesi, ayni zamanda bu proses
ile ilgili dranler ve salinimh bir manyetik alanin uygulanmasi yoluyla aktif maddelerin

kontrolll salimina yénelik yéntemleri agiklar.

Mevcut basvurunun bulusgular, burada sasirtici bir bicimde iceceklerin metal
zenginlestirmesi icin kullanmgh olan yeni bir bilesim bulmustur. Bu bilesim uygun
maliyetlidir, homopolimer karisimi kullanir, kiresel bazda tamami gidaya uygun olarak

kabul edilen 0Orinlerden hazirlanir, zaman icinde ve iceceklerle kanstirildiginda
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stabildir, pastdrizasyon sirasinda bozunmaz, polifencller ile reakte olmaz, kusursuz
metal biyoyararlanimi sadlar, takviye edilen icecegin rengini dedistirmez ve metalik tat
birakmaz. Bununla birlikte akéz c¢dzinebilir bilesenlere dayanan bu bilesim, kendi
kendine parcaciklar halinde birlegir. Buna ek clarak gidada kullanilabilen bu kompleks
koaservat pargaciklari, solisyonu stabil ve saydam tutarken, akéz solisyon iginde ¢ok

yiuksek yodunluktaki metalin (6rnedin demir) kullaniimasina olanak sadlar.

Bu nedenle mevcut bulus, agirlikca %80 ila 89 negatif yikll selatlastirici ajan, adirhkeca
%0,2 ila 10 dustk molekdl agirhkl dogal gidada kullanilabilir polimerik katyon, agirhkca
%0,5 ila 10 metal katyon ve su igeren kompleks koaservat gekirdek misel ihtiva eden
bir metali saglar, burada adirlikgca %, kompleks koaservat ¢ekirdek miselin toplam
adirhgina bagh olarak kuru adirhk yizdesi anlamina gelir ve burada dinamik 151k
sacilimi yoluyla &lgllen ortalama pargacik boyutu, 10 ila 150 nm arasindadir, burada

metal, Fe** formundaki demirdir.

Aksi belirtiimedikge mevcut basvurudaki bitiin yizdeler, kompleks koaservat cekirdek

miselin toplam agirhgina bagh kuru agirlik yazdesi olarak ifade edilir.

Bir kompleks koaservat, ¢evresel bir sividan hidrofobik kuvvetler yoluyla bir arada
tutulan muhtelif organik molekdllerin kiigik kiresel bir damlacigidir. Koaservasyon, iki
zit yukld polielektrolitler bir akéz solisyonda karistinldiginda meydana gelen bir
spontan faz ayirma prosesidir. Mikromolekidllerin ki tOril arasindaki elektrostatik
etkilesim, Ust fazdan (disuk polimer fazi) bir koaservatin (yOksek polimer fazi)
ayriimasi ile sonuclanir. Bu olay, nanoklreleri olusturmak ve g¢esitli bilesikleri
kapsillemek igin kullanilabilir. Kapsulleme prosesi, bitin olarak akéz solUsyonda ve

enerji saglanmaksizin diistk sicakliklarda gerceklestirilebilir.

Tanimlamak (zere nanokireler veya ultra ince parcaciklar, 1 ila 150 nanometre
arasindaki boyuttadir. Nanokirelerin  avantaji, par¢acik yizeyinin solvent ile
etkilesiminin, yogunluk farklarinin Ustesinden gelecek kadar kuvvetli olmasi nedeniyle
berrak suspansiyonlarin mimkiin olmasidir, bu ise aksi halde, bir sivida batan veya

bunun Gzerinde ylzen bir materyal ile sonuclanir.

Bir misel, bir sivi kelloid icinde dadilan sirfaktan molekdllerinin bir topadidir. Akdz

solisyondaki tipik bir misel, misel merkezindeki hidrofobik tek bir arka bélgesi ayrilarak,
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gevresel solvent ile temas halindeki hidrofil “bas” bélgeleri ile bir topak olugturur.
Kompleks koaservat c¢ekirdek miseller, ham materyaller {polimerik katyon ve
selatlastirici ajan) belirli bir gekilde ve belirli bir oranda karigtinldiginda kendi kendine

birlesme 6zelligine sahiptir.

Selatlagsma, bir polidentat {¢coklu baglanmis) ligant ile tek bir merkez atomu arasinda iki
veya daha fazla ayn kordinat bagdinin olusmasi veya varligidir. Genellikle bu ligantlar,
organik bilesiklerdir ve selatlastincilar, selatérler, selatlastinci ajanlar veya ayirma
ajanlan olarak adlandirihr. Mevcut bulusa ydnelik olarak, yaygin organik bilesiklerden
secilen herhangi bir negatif yUkli ajan kullanilabilir. Daha fazla tercih edildidi Uzere
selatlagtiric) ajan, halka benzeri (halka sekline sahip) bir yapiya sahiptir ve daha fazla

tercih edildidi Gzere sodyum heksametafosfattir.

Sodyum heksametafosfat (SHMP), (NaPO.)s bilesiminin bir heksameridir. Piyasadaki
sodyum heksametafosfat, tipik olarak polimerik metafosfatlarin  bir karisimidir,
heksamer bunlardan biridir ve genellikle bu isimle ifade edilen bilesiktir. Daha dogru
olarak sodyum polimetafosfat olarak terimlendirilir. Monosodyum ortofosfatin eritiimesi,

ardindan hizli sogutma yoluyla hazirlanir.

Dusik molekdl agirikh dedal gidada kullanilabilen polimerik katyon, Amerika Gida ve
llag Kurumu tarafindan yiyecek ve igerek trinlerinde kullanimi guvenli oldugu kabul
edilen herhangi bir polimerik materyal olarak tanimlanir. Mevcut bulus icin uygun dogal
gidada kullanilabilir pelimerik katyon, bunlarla sinirli olmaksizin, peynir alti suyu
proteinleri dahil olmak Gzere sut proteinleri ve kazeinler, jelatin, yumurta albimini,
sebze proteinleri, mikrobiyal proteinler, baklagil proteinleri ve kitosani icerir. Mevcut
buluga goére tercih edilen diasik molekdl adirlikli dodal gidada Kullanilabilir polimerik
katyon, 5 ile 100 arasinda polimerizasyon derecesine sahip, daha fazla tercih edildigi
tzere 10 ile 50 arasinda polimerizasyon derecesine sahip, daha fazla tercih edildigi
tzere 10 ile 20 arasinda polimerizasyon derecesine sahip kitosandir. Kitosan, rastgele
dagitimis  B-(1-4)-bagh D-glukozamin (deasetillenmis birim)}) ve N-asetil-D-
glukozaminden (asetillenmis birim) olusan dogrusal bir polisakkarittir. Kitosan,
kabuklulann dis kabudundaki yapisal eleman olan kitinin deasetilasyonu yoluyla ticari

olarak Uretilir.

Bu tir kompleks koaservat cekirdek miselde kapsillenen metal, polimerik koronanin
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korunmasi sayesinde stabilize edilir ve antioksidan verimliligi, selatlastirici ajan varlig

sayesinde artirilir.

SHMP’nin kitosan ile kismen etkilegsime girmesi nedeniyle, metal selatlastirma
verimliligi azalir. SHMP ve kitosanin etkilesimi, pH ve sicaklk gibi ¢evresel kosullar ve
bu iki molekilin yodunlugu ile belirlenir. Bu, SHMP ve demirin etkilesimi veya
selatlasma potansiyelinin SHMP ve kitosanin etkilesimi etkilenerek, teknikte uzman kisi
tarafindan ayarlanabildigi anlamina gelir. Sonug olarak demirin biyoyararlanimi kontrol
edilebilir. Ayrica bu kendi kendine birlesen misel pargaciklarn oyuk nesnelerdir ve
bunlar, érnedin aroma verici molekuller, vitaminler gibi dider yiyecek igerik maddelerini

kapsulleyebilir.

Diger bir dizenlemede mevcut bulusg, yukarda aciklandigi sekilde bulusa gére metal
iceren kompleks koaservat gekirdek miseli ile ilgilidir ve ayrica akdz fazda suda
¢bziinen gida tatlandirici ajan vefveya vitamini veya miselin kabugunda yadda
gbzlnebilen bir tatlandirici ajan ve/veya vitamini igerir. Tercihen bu, kompleks
koaservat gekirdek miselinin toplam agirhgina bagh olarak agirlik¢a %0 ile 10 su veya

yagda ¢cézUnebilir tatlandirici ajan ve/veya vitamini icerir.

Yaygin dilde “fatlandirict” veya “aroma verici” terimleri, bir arada kimyasal olarak tat ve
koku hislerini ifade eder, ayni terimler, koku duyusu ile gidanin ve gida Uriininan tadini
dedistiren yenilebilir kimyasallar ve ekstraktlarn ifade etmek Uzere, koku ve tatlandinei
endustrisinde yaygin olarak kullanilir. Dogal aroma ekstraktlarinin ylksek maliyeti veya
bulunamamasi nedeniyle, ¢oedu ticari aroma verici, dogala 6zdestir, bu ise bunlarin
dogal aroma vericilerin kimyasal esdegerleri cldugu, ancak kaynak materyallerden
dzOtlenmek yerine kimyasal olarak sentezlendidi anlamina gelir. Herhangi bir yaygin
gidada kullanilabilir tatlandirici ajan, mevcut bulusa gére bilesimde kullanilabilir. Tercih
edilen tatlandincilar, badem, amaretto, anisette, brendi, kapuging, nane, targin, targin
badem, nane likéri, Grand Mariner, nane ¢ubugdu, fistik, mirver, elma, papatya, tar¢in
baharati, krema, nane likéri, vanilya, French vanilla, Irish creme, Kahlua, nane,
nanegekeri, limon, macadamia cevizi, portakal, portakal kabugu, seftali, cilek, tzim,
ahududu, vigshe, kahve, cikolata, kakao, moka ve benzerleri ve bunlarin herhangi bir
karigimi; ayrica asetaldehit diasetil, izoamilasetat, benzaldehid, sinamik aldehit, etil

propiyonat, metil antranilat, limonen, etil-2,4-dekadiencat, alilheksanoat, etil maltol,
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etilvanilin, metilsalisilat veya bunlarin kansimlan gibi tatlandincilarfaroma artiricilar,

bitkiler, baharatlar, ayrica bunlarin karisimlarindan segilir.

Mevcut bulugsa gére suda ¢ézlnebilir vitaminler, B1 vitamini {tiyamin), B2 vitamini
(riboflavin), B6 vitamini (piridoksin), niasin (nikotinik asit), B12 vitamini, folik asit,

pantotenik asit, biyotin ve C vitamininden segilir.

Mevcut bulusa gére yagda ¢dzinen vitaminler, A, D, E ve K vitaminlerinden segilir.

Tercih edilen bir dizenlemede mevcut bulus, asagidakileri iceren bir metal igeren
kompleks koaservat ¢ekirdek misel ile ilgilidir:

adirhkeca %85 ila 99 sodyum heksametafosfat,

10 ile 20 polimerizasyon derecesine sahip, agirlkga %0,4 ila 8 kitosan,

agirhikca %0,6 ila 6 Fe™,

adirhkca % Qila 10 suda veya yagda ¢ozinebilen tatlandirici ajan ve/veya vitamin,

ve su, burada agirlikga %, kompleks koaservat gekirdek miselin toplam agirligina bagh
olarak kuru agirhk yOzdesi anlamina gelir ve burada dinamik 1sik sacilimi ile élgilen

ortalama pargacik boyutu 10 ile 150 nm arasindadir.

Daha fazla tercih edilen bir diizenlemede mevcut bulug, asadidakileri iceren bir metal
iceren kompleks koaservat ¢ekirdek misel ile ilgilidir;

adirhkca %85 ila 99 sodyum heksametafosfat,

10 ile 20 polimerizasyon derecesine sahip, adirlikga %0,4 ila 8 kitosan,

agirlikga %0,6 ila 6 Fe**,

adirlikga % 0 ila 10 suda veya yadda ¢odzinebilen tatlandirici ajan ve/veya vitamin,

ve su, burada sodyum heametafosfat, 5 ile 350 mg / ml araligindaki bir yodunluktadir,
burada agirlikga %, kompleks koaservat gekirdek miselin toplam agirhdina bagl olarak
kuru agirlik ylizdesi anlamina gelir ve burada dinamik 1s1k sacilimi ile élgilen ortalama

parcacik boyutu 10 ile 150 nm arasindadir.

Mevcut bulusa gére metal iceren kompleks koaservat ¢ekirdek misel, 10 ile 150 nm
arasinda ortalama parcacik boyutuna, daha fazla tercih edildidi Ozere 50 ile 100 nm
arasinda ortalama parcacik boyutuna sahiptir. Parcacik boyutu, dogal yiyecegin

molekdl agirhgi ile ayarlanabilir. érnegin: 10 ile 150 nm arasindaki parcacik boyutu,
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15'ten az polimerizasyon derecesine sahip kitosan kullanilarak elde edilebilir. Parcacik

boyutu, bir ALV 1s1k sagilimi aparati (izerinde dinamik isik sacilimi yoluyla élgulir.

Diger bir dizenlemede mevcut bulus, asagidaki adimlardan olusan yukarida
agiklandigi gibi bir metal iceren kompleks koaservat cekirdek miselin Gretim yéntemini
saglar:
i) negatif yukli bir selatlagtirici ajanin A) bir akéz sollisyonunun hazirlanmasi,
i) bir metal tuzunun B) bir akéz solisyonunun hazirlanmas,
i) ortaya cikan selatlagtinimis metal solusyonunu Gretmek amaciyla, esmolar
yogunlukta 100 pargca A)Ynin 20 parca B) ile karistirlmasi ve ortaya cikan
karisimin oda sicakliginda inklbe edilmesi,
iv) 4 ile 6 arasinda pH'ye sahip bir sitrik asit tampon solisyonunda disik
molekdl agirhkll dogal gidada kullanilabilir polimerik katyonun akdz bir
solisyenunun hazirlanmasi, D),
v) selatlastinlmis metal solisyonunun D) kanstirilarak 880 parga sollisyona

damla damla eklenmesi.

Tercihen meveut bulus, asadidaki adimlardan olusan yukarida agiklandidi gibi bir metal
iceren kompleks koaservat ¢ekirdek miselin Gretim yéntemini saglar:
i) 1 ila 500 mM'de negatif yOklU bir selatlastinei ajanin A) bir akéz sellisyonunun
hazirlanmasi,
i) 1 ila 500 mM'de bir metal tuzunun B} bir akdz sclisyonunun hazirlanmasi,
i) ortaya cikan selatlagtinimis metal solusyonunu Oretmek amaciyla, esmolar
yogunlukta 100 parga A)nin 20 par¢a B) ile karistirlmasi ve ortaya cikan
karisimin oda sicakliginda 5 dakika ila 5 giin arasinda inkiibe edilmesi,
iv) 4 ile 6 arasinda pH’ye sahip bir sitrik asit tampon soliisyonunda 0,1 ila 1
mg/ml yogunlugunda disik molekil agirlikh dogal gidada kullanilabilir polimerik
katyonun akéz bir solisyonunun hazirlanmasi, D),
v) selatlagtinlmis metal solisyonunun D) karnigtirilarak 880 par¢a sollisyona

damla damla eklenmesi.

Daha fazla tercih edildigi Gzere iii) adiminin inkibasyon shresi, en az 20 dakikadir,
tercihen en az 50 dakikadir, daha fazla tercih edildiji Uzere en az 90 dakikadir ve 5
gunden fazla degildir, tercihen 24 saatten fazla dedildir, daha fazla tercih edildigi Uzere

8 saatten fazla degildir ve daha fazla tercih edildidi Gzere 5 saatten fazla degildir.
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Daha fazla tercih edildigi Uzere mevcut bulusa gore proseste negatif yuklu selatlastirici
ajan, sodyum heksametafosfattir, metal tuzu FeSO,’tlr ve dusik molekdl adirhkh dogal
gidada kullanilabilir polimerik katyon, 10 ile 20 arasinda poclimerizasyon derecesine
sahip kitosandir. Daha fazla tercih edildigi Gzere 1) ve ii) adimlannin sedyum
heksametafosfat ve FeS0O, solisyonlarinin her biri, 50 ile 150 mM arasindaki
yogunluktadir ve iv) adimindaki kitosan, 0,4 ila 0,8 mg/ml arasindaki bir yogunluktadir.
Daha fazla tercih edildigi Gizere sodyum heksametafosfat ve FeS04 sollsyonlarinin her

biri, 100 mM yodunludundadir ve kitosan, 0,6 mg/ml yogunlugundadir.

Mevcut bulusun v) adiminda, D) solisyonunun damlatilarak C) sollisyonuna eklenmesi
kritiktir. Bu dider tarld gerceklestirildijinde ylzey yUkld ve stabilizasyon mekanizmasi,
tamamen farkl olacaktir ve mevcut bulusta oldugu gibi iyi ¢dziinen ve stabil

nanopargaciklar yerine mikrometre boyutlu ¢cékeltiler ile sonuglanacaktir.

Diger bir dizenlemede mevcut bulus, 1 ila 60 mg metal/liire ile bir icecede takviye
yapilmasi i¢in, mevcut buluga gdre metal iceren kompleks koaservat ¢cekirdek miselin
kullanimini sadlar. Meveut bulusta icecek, insan tiketimi icin spesifik olarak hazirlanan
bir sividir. Mevcut bulusun amacina gére, icecek, icmeye hazir icecekler, icecek
konsantreleri, suruplar, uzun raf o6mrine sahip igecekler, sodutulmus icecekler,
dondurulmus icecekler ve benzerleridir ve ayni zamanda su ve aromal suyu da icerir.
Tercih edilen bir diizenlemede icecekler, 8z suyu, gazsiz alkolslz icecekler, st ve
meyve suyundan segilir. igecek Orunleri, ultra yiksek sicaklik uygulamasi (UHT)

velveya yuksek sicaklik-dusik sure uygulamasi (HTST) kullanilarak pastérize edilebilir.

Mevcut bulus, ayrica mevcut bulusun herhangi birine gdre bir metal iceren kompleks

koaservat cekirdek miseli ihtiva eden bir igecege yoneliktir.

Sekillerin kisa agiklamasi:

Sekil 1: Bir zaman fonksiyonu olarak pargacik stabilitesinin DLS &lgum( (a) Gggeni,
kimulant uyuma gére 8lcllen ortalama pargacik yaricapina aittir ve kare, ortalama
saciimis 11k siddetine aittir. (b) contin analizine gére bir inkibasyon suresi (1, 10 ve

24} fonksiyonu olarak parcacik boyutu dagilimi.
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Sekil 2: Bir sicaklik fonksiyonu olarak parcacik stabilitesinin DLS &lciimi (a) Gggeni,
kiimlant uyuma gére ol¢llen ortalama pargacik yaricapina aittir ve kare, (b) contin
analizine goéire inktibasyon sicakhdi (5, 25 ve 50 Selsiyus derece) fonksiyonu olarak,
ortalama sacilimig i1sik siddeti parcacik boyutu dagihmina aittir.

Sekil 3: pH fonksiyonu olarak parcacik stabilitesinin titrasyon élcumia (a) halkasi,
kiimalant uyuma gére é&l¢ilen ortalama parcacik yaricapina aittir ve kare, pH
fonksiyonu olarak ortalama saciimis i1sik siddetine (b) Z- aittir.

Sekil 4: pH fonksiyonu olarak pargacik stabilitesinin titrasyon olgims (a) halkasi,
kimualant uyuma gére ©&lcllen ortalama parcacik yarigapina aittir ve kare, pH
fonksiyonu olarak ortalama saciimis 1sik siddetine (b) - aittir.

Sekil 5: Polifenol ve demir iceren kangimlarin UV spektrumlar.

Sekil 6: Parcacigin SLS Zimm grafigi

Bulus ayrica asagidaki érnekler aracigiyla agiklanir.

Ornekler

Ornek 1: Demir iceren kompleks koaservat gekirdek miselin hazirlanisi

Numune Hazirlanisi:

Demir {ll) sulfat ve disik molekdl agirflikh kitosan (pelimerizasyon derecesi, n<15),
Sigma-Aldrich’ten alinmistir.  Sodyum heksametafosfat (SHMP), J.T. Bakerdan
alinmigtir. Ug adet stok solusyonu, asagidaki yodunluklarda akéz soliisyon iginde
hazirlanmistir: pH<3 ile (A)100 mM SHMP, (B) 100 mM FeSO, ve (C) 20 mg/ml
kitosan. pH 5'te 0,5 M asetik asit tamponu tekrar seyreltiimistir ve numuneyi hazirlamak
Uzere tampon solisyonu olarak kullanilmistir. Baslangigta 100 pl A, 20 pl B'ye
eklenmigtir ve A ile B arasindaki reaksiyon siiresi, demir ve selatlagtirma ajani
SHMP'nin baglama verimliligi ile iliskilidir. Bu reaksiyon siresi, dakikalar ile glnler
arasinda degisebilir. Mevcut érneklerde, inkiibasyen siiresi 1 saat olmustur. Reaksiyon
sUresi uzadikga, demir, SHMP’ye daha guglh baglanacaktir. Bu sirada 25 ul C, 755 pl
miliQ su ile 100 pl asetik asit tamponu variginda seyreltilmigtir. Her iki karisim hazir
oldugunda, demir ve SHMP solUsyonu, seyreltiimis kitosan solisyonuna, kangtirilarak
damla damla eklenmistir. Son karigimin agirlik yizdesi agagidadir: 6mg/ml SHMP, 0,4

mg/ml Fe?*, 0,5 mg/ml kitosan. Bu adirlik yizdeleri asagidaki degerlere artirilabilir:
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kendi kendine birlegsen stabil parcaciklar olusturmak amaciyla, 325mg/ml SHMP,

2.6mg/mlIFe* ve 1,3 mg/ml kitosan.

Kompleks koaservat gekirdek miselin karakterizasyonu:

Dinamik 151k sacihmi (DLS), bir ALV 1sik sacilimi aparati {ALV, Langen, Almanya)
Uzerinde gerceklestiriimistir. BUtlin deneyler, 90° sacilim agisinda gerceklestiriimistir.
Sicaklik, bir Haake C35 termostat kullanilarak kontrol edilmistir. Hidrodinamik yarigap,
bir CONTIN ¢ok usli uyum veya kimulant uyumlara gdre hesaplanmistir. Bagil
yogunluk, tollen ve numunelerin yogunluk oranina gére elde edilmistir. Statik 1s1k
sacilim (SLS) dlcimu, ayni ALV aparati (zerinde gerceklestiriimistir ve detektdr agisi,
24%den 140%ye dedisir. Titrasyon O&lgimi ve d{-potansiyel Slcimleri, Zetasizer
(Malvern, ingiltere) Uzerinde gergeklestirilmistir. Titrasyon numunelerine yénelik sagilan
Islk  siddeti de  Zetasizer (Uzerinde  vapilan dlgimlerden alinmistir.
Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM) élgimleri, 100 kV'de ¢alisan bir JEOL 1200 EX
elektron mikroskobu (zerinde gerceklestiriimistir. Goérlintiler, 1k CCD kamera ile
kaydedilmistir. Numune, ©&6lcim &ncesinde gece boyu bakir 1zgara Uzerinde
kurutulmustur.

UV spektrum 6lgimu, referans olarak 0.05 M asetik asit ile UV-2450 (Shimadzu)
Uzerinde gerceklestirilmistir. Bu calisgmada kullanilan polifenol olan tannik asidin

yogunlugu, 0.15 mg/ml’dir.

Nispeten disiik yodunlukta hazirlanan numuneler (6 mg/ml SHMP, 0,4 mg/ml Fe**, 0,5
mg/ml kitosan), on kez seyreltiimistir ve 24 saat boyunca 20°C’'de DLS ile dlglimustar.
Hem Sekil 1a'da goésterildidi gibi ortalama pargacik boyutu yaklasik 70 nm olan
sacilimis 151k siddeti hem de Sekil 1b’de gdésterilen pargacik boyutu dagihimi, gésterilen
dlgim sdresinde biylk oranda degismez. Bu durum, pargaciklarin 20°C sabit

sicaklkta ¢cok stabil kaldigini gésterir.

Parcacik stabilitesinin sicakliga hassas olup clmadigini kontrol etmek amaciyla, farkl
sicakliklarda DLS élgumu gergeklestirilmistir. Stabilite ¢aligmalari igin kullanilan ayni
numuneler hazirlanmigtir ve 5°C ila 50°C arasinda DLS ile her 5°C'de dl¢Uimustir.
Sonuglar Sekil 2'de gdsterilmektedir. Ortalama par¢acik boyutu, saciimig 1sik siddeti,
Sekil 2a ve parcacik boyutu dagilimi Sekil 2b, sicakhdin artigi Gzerine hafifce
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azalmistir. 5°C ila 50°C arasindaki fark daha kigiktir. Bu durum, pargacik boyutu ve

seklinin 5 ila 50°C sicaklik arahidinda nispeten sabit kaldidini gésterir.

Bu parcaciklar, zaman i¢erisinde stabildir ve 5°C ila 50°C arasindaki sicaklikta makul
6lghide sabittir. Bu parcaciklarin pH hassashginin daha iyi anlasiimasi ve bunlarin
bilesimi hakkinda derin bir bilgiye sahip olmak amaciyla, Zeta ayirici ile pH titrasyon
dlcimleri gerceklestirilmistir. Bu sirada bir pH fonksiyonu olarak Z-potansiyeli degisimi
izlenmigtir. Nispeten disUk yogunlukta hazirlanan numuneler (6 mg/ml SHMP, 0,4
mg/ml Fe*", 0,5 mg/ml kitesan), on kez seyreltilmistir ve 0.1M NaOH ile titre edilmistir.
Sonuglar Sekil 3'da gosterilir. Sagilan 1sik siddetinin yani sira pargacik boyutu, pH'nin
artmas) Uzerine artar, Sekil 3a. Ancak par¢acigin ¢-potansiyeli, 3-8 pH araliginda, -40

mV, kabaca sabit kalmistir.

Parcaciklarin negatif {-potansiyeli, SHMP’nin pargcacigin disinda stabilize edici
fonksiyonel grup oldugunu ve SHMP gruplannin, (kismen) pargacigin ylzeyi lizerine
yerlestirildigini gosterir. Bu gézlemi dodrulamak ve SHMP ve kitosanin, demir ilavesi
olmaksizin stabil pargaciklar halinde bir araya gelip gelemedidini tanimlamak amaciyla,
asagidaki numune hazirlanmigtir ve ardindan titrasyon oélgimleri gerceklestirilmigtir.
Oncelikle 6 mg/ml SHMP ve 0,5 mg/ml kitosan iceren numuneler hazirlanmgtir,
sonunda ise 0,4 mg/ml yogdunlugduna ulasmak amaciyla Fe* damlatilarak eklenmistir.
Bu numune on kez seyreltiimistir ve seyreltilen érnekleyici Gzerindeki titrasyon élgimu,
zeta-ayiricl ile gergeklestiriimistir. Onceki titrasyon 8lgimii ile kiyaslandiginda, her iki
parcacik boyutu, sacgilan 1sik siddetinin yani sira blyUk 6lcide artar: pH 5'te Dh, 63
nm'den 80 nm’'ye artar, bu sirada sacilan 1sik siddeti de 700 kHz'den 2000 kHz'ye
artarak neredeyse (¢ katina gikar (Sekil 3a ve Sekil 4a'nin kargilastirimasi). Bu
dedisim, kendi kendine bir araya gelen pargaciklarin morfolojisini ve/veya bilesimini
etkileyerek karisima demir eklenmesi derecesini gdsterir. Bununla birlikte numunenin ¢-
potansiyeli, Sekil 4b'de gosterildigi Uzere -40 mV'ye titrasyonun baslangicinda -20
mV'den kademeli olarak azalr. {-potansiyelinin baslangi¢ dalgalanmasi, numunenin
titrasyon 6lcimi yapilmasi éncesinde bir saatten fazla dengede tutulmasi durumunda
engellenebilir, ardindan d&lgulen Z-potansiyeli -40 mV’de kabaca sabit kalacaktir. Bu
durum, demir eklenmesinin ardindan dengeye ulasmak amaciyla kompleksin yeniden

dizenlenmesine olanak saglanmasinin gerekli olmasi ile a¢iklanabilir.

Bu sonuglar, SHMP ve kitosan karisimina demir eklenmesinin ardindan, SHMP ve



10

15

20

25

35

12

kitosanin ikinci katmaninin en yiksek ihtimalle pargcaciga bagh olacadini gdsterir. Bu
durum, demir eklenmesi (zerine artan saciimis 1s1gin yani sira pargacik boyutunun
artmasini acgiklar. Demirin, kitesan kompleksi ve SHMP'nin ekstra katmani ile
parcacidin “cekirdegine” baglanmak 0Ozere bir katyonik képru olarak kullanildigi

gorulmektedir.

Parcaciklarin stabilitesi ve pH hassasiyetinin yani sira, bu sekilde kapsillenen demir,
¢ok daha az renk degistirme sorunu gdsterecektir ve demirin ve SHMP selatlastinici
ajanin badglama gucu, kinetik olarak kontrol edilebilir. Pratikte bu durum, kitesan
eklenmesi 6ncesinde demir ile SHMP'nin inkilbasyon siresinin artinlmasinin, baglama

verimliligini guclendirecedi anlamina gelir.

Renk degisimi, genellikle polifenol ile demirin reaksiyonu ile ilgilidir. Yaygin olarak
demirin, polifencl ile bir kempleks olusturdudu ve kompleksin ¢odu viyecek
uygulamasinda koyu mavi problemler olarak gdérundagu varsayilir (Perron et al. 2010,
Dalton Trans 38, 9982). Demir, SHMP’ye giicli bir sekilde baglandiginda, polifenol ile
bir kompleks olugsmasi olasiidl dusukiir. Bu nedenle renk degisimi, ciddi élcude
engellenir. Demir pelifenol kompleksinin olusumu derinlemesine incelemek ve referans
numuneler ile UV absorpsiyon spektrumunu kiyaslamak dzere UV spektrofotometrisi
kullanilir, sonuclar Sekil 5'te gésterilir. Demir ve polifenol tannik asit, hizh bir sekilde
kompleks olusturur ve demir polifencl kompleksinin karakteristik UV absorpsiyon pikinin
yaklasik 550 nm oldugu gérilir. Maksimum UV absorpsiyonunun sabit durumunun,
mevcut deneysel kosullar altinda numunenin hazirlanmasindan 10 saatten fazla sUre
sonra ulasllabildigi bilinmelidir. Kinetik etkinin, agikga demir polifenol kompleksinin
olusumu ile ilgili oldugu fark edilmistir. Demir ve tannik asit karigiminin aksine, dncelikle
demir SHMP’ye baglandiinda ve ardindan tannik asit ile kombine edildiginde,
olusturulan herhangi bir demir polifenol kompleksi mevcut degildir, bu ise 550 nm’de
saptanan UV absorpsiyonu olmamasi ile gosterilir (Sekil 5). Tannik asit ile 0,6 mg/ml
SHMP, 0.04 mg/ml Fe*" ve 0.05 mg/ml kitosan iceren numune karisimi, yalnizca demir,
SHMP ve tannik asitten olusan referans numune ile karsilastirildiginda bir miktar daha
fazla UV absorpsiyonu saglar. Bu fark, demirin baglama gucini agiklar ve SHMP,
kitosan varliindan etkilenir. Baglama gtcu, burada SHMP ve demir karisimina kitesan
eklenmesi momenti ile kontrol edilebilen, demirin biyoyararlanimi ile ilgilidir.
Bu acidan, parcaciklarin pH ve sicaklik hassasiyeti gdsterilmigtir. Ayrica dikkatli bir

sekilde numune hazirlama prosedUrinidn tasarlanmasi ile demir biyoyararlaniminin
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manipile edilmesi potansiyeli gdsterilmistir. {-potansiyeli élgimlerine gére, SHMP'nin
parcacik ylizeyinde mevcut oldugu anlagilmistir. Ayrica bu pargaciklarin i¢c morfolojisi
hakkinda herhangi bir resim mevcut degildir. Bu parcaciklar karakterize etmek lzere,
0,6 mg/ml SHMP, 0.04 mg/ml Fe** ve 0.05 mg/ml kitosan iceren bir numune iizerinde
SLS calismalan gerceklestiriimistir. Cesitli sagilim acilari ve pargacik yogunluklarina
yonelik dlgiilen saciimis siddeti sonuglar, Sekil 6'da gésterilir. Ortaya c¢ikan jirasyon
yaricapi ve hidrodinamik yarigapi belirlenmigtir ve bunlarin orarm 0,97'dir, bu durum
kabarcikh bir yapinin olusturuldugunu gésterir. Aynca parcacigin ortalama molekil
agirhg: 4478 KDA'dir, ortalama olarak bu durum, yaklagik 7000 SHMP, 1500 demir ve

120 kitosan molekultinden olusan her bir pargacigi agiklar.

TEM c¢aligmalari, ayrica bu parcaciklarin morfolojisi (zerinde dodrudan bir gérise
sahip olacak sekilde gergeklestirilmistir. Pargaciklarin oyuk bir gekirdek ile birlikte
kiresel oldugu gérilmektedir (Resimler goésteriimemistir). Bu durum, bu parcalarn
kabarcikh yapilar olmasina dair SLS galismalarinin gdstergesi ile ayni dogrultudadir.
TEM numuneler, bkakir 1zgara (zerinde kurutulmustur ve demir iyonlan
yoGunlastinimistir ve kurutma sirasinda parcaciklar ¢evresine baglanmistir, ancak
parcacik icindeki demir yodunlugu, kurumanin ardindan degisemez (bunlar kabarcik
¢ift katmani ile korunur). Sonuc¢ olarak, bu parcaciklarin “¢ekirdedinin”, cevreye

nazaran daha disik yogunluga sahip oldugu gérilmektedir.
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