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KISALTMALAR

a-LA : Alfa-Laktalbumin, o - Laktalbumin

HAMLET : Human Alfa Laktalbumin Made LEthal to Tumor Cells
BAMLET : BovineAlfa Laktalboumin Made LEthal to Tumor Cells
OA : Oleik asit

HPLC . Yiiksek basingli s1vi kromatografisi (High Pressure Liquid
Chramatography)

UPLC : Ultra performans s1vi kromatografisi (Ultra Performance Liquid
Chramatography)

FTIR : Fourier doniisiim kizil6tesi spektroskopisi (Fourier Transform
Infrared Spektroscopy)

SEM : Taramal1 elektron mikroskobu (Scanning Elektron Microscope)

DSC : Diferansiyel tarama kalorimetrisi (Differential Scanning calorimetry)

EE : Enkapsiilasyon etkinligi

PBS : Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)

RSD : Relatif standart sapma

o7 :Oran 7
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BAMLET PROTEINi URETIiMi VE KOASERVASYON YONTEMIYLE
STABILITESININ ARTTIRILMASI

OZET

Enkapsiilayon; gida bilesenlerinin korunmasi, stabilizasyonu ve yavas salinimi igin
kullanilan nispeten yeni bir teknolojidir. Bununla birlikte enkapsiilasyon gida disinda
ilag ve kozmetik gibi genis bir kapsamda kullanilmaktadir. Bahsedilen alanlarda
bircok calisma mevcuttur. Ancak onemli terapotik etkiye sahip protein ve peptit
kaynakli ilag etkin maddelerinin enkapsiilasyonu ile ilgili calisma sayisi fazla
degildir. Bu tip ilaglarin klinik kullanimi i¢in iiretim ve depolama kosullar1 gibi in
vitro sartlarin kararliliga etkisi yaninda; in vivo kosullarin (6rn: enzimatik hidroliz)
terapotik etki lizerine olumsuz sonuglari bulunmaktadir. Bu stabilite sorunlarini
enkapsiilasyon ile elimine etmek miimkiindiir.

Bu tezde, terapotik etkiye sahip BAMLET proteini koaservati olusturularak
stabilitesi arttirllmigtir (O7 w/w). Koaservasyonda pektin kullanilmis ve piiskiirtmeli
kurutulmustur. Proteinin stabilitesini etkileyen faktorler ve koaservasyon verimi
incelenmistir. Oral biyoyararlanimi arttirmak i¢in yapilan ¢alismada, mide asitligine
yakin bir pH sec¢ilmek istenmistir. Bu nedenle pH 3 koaservasyon icin hedef pH
degerini olusturmustur. Bagirsaklara gelindiginde ilacin salinimi istenmektedir. Bu
nedenle pH 7 ve sonrasinda koaservasyonun yapisinin bozulmasi ilacin salinmasi
beklenmektedir.

BAMLET (Bovine Alpha lactaloumin Made LEthal to Tumor cells) proteini
tiimorisidal etkiye sahip etkin bir proteindir. Memeli siitlerinden elde edilen ve a-
laktalbuminin-oleik asit ile birlesiminden olusan bu proteinin, ilag etkin maddesi
haline getirilme siirecindeki olumsuz kosullardan etkilenmesi 6nlenmeye ¢alisilmis
hatta bu sayede ilag¢ haline getirilmesi olas1 hale gelmistir.

BAMLET proteinini iiretmek igin Oncelikle inek siitiinden o -laktalbumin elde
edilmigtir. Literatiire uygun olarak 1 litre siitten 1.2 g a-laktalbumin elde edilmistir.
Proteinin oleik asit ile birlesimi sicaklik uygulamas1 yontemiyle gerceklestirilmistir.
Alfa-laktalbumin ve BAMLET proteini, Ultra Performans Sivi Kromatografisi
(UPLC) ile tanimmlanmistir. Kromatogramda tek pik c¢ikmis ve literatiirde
tanimlandig1 gibi 280 nm dalga boyunda sonug elde edilmistir. Elde edilen BAMLET
icin en uygun kaplama materyali pektin olarak belirlenmistir.

BAMLET proteini validasyonu i¢in HPLC (yiiksek performansl sivi kromatografisi)
kullanilmistir.  Bunun ic¢in Oncelikle dogrusal aralik ve kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Yontemin dogrulugu ve kesinligi, standart sapma ve bagil hata
degerleri yaklasik olarak % 4.3’den kii¢iik oldugu verisi ile ispatlanmistir. Ayrica
geri kazanim degeri BAMLET proteinini siit ve elma suyuna ilave edilerek
hesaplanmistir. Gida preparatlarindan elde edilen geri kazanim degerleri % 98.0 ile
% 100.16 arasinda oldugu belirlenmis ve proteinin validasyonu saglanmustir.

BAMLET proteininin pektin ile farkli oranlarda (O1-O7; protein:pektin) koaservati
olusturulmustur. Koaservasyon veriminin belirlenmesi i¢in analitik yOntemlere
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basvurulmus ve Flag kromatografide absorbans ol¢timleri yapilmistir. En iyi verim,
bulaniklik gozlemlerine paralel olarak O7 w/w Protein:pektin oran1 olarak
belirlenmistir. Bu konsantrasyonda partikiil biiyiikligi 335,6 nm ve (-potansiyeli -
254 mV olarak Ol¢iilmiistir ve koaservasyon veriminin molekiiller arasinda
elektrostatik etkilesiminden biiylik oranda etkilendigi belirlenmistir. Daha sonra
koaservat piiskiirterek kurutulmus bu sayede kararlilig arttirtlmigtir.

Fourier Transform Infrared (Kizilotesi) Spektroskopisi(FTIR) ile BAMLET, pektin
ve koaservat (O7 protein:pektin w/w) lizerine yapilan analizde; BAMLET-pektin
koaservatinin 1653 cm™ ve 1572 cm™! 'araliginda olustugu gozlenmistir. BAMLET (-
COO7) karboksil gruplari ile pektin amin gruplari (-NH3 * ) arasindaki elektrostatik
etkilesimi bu aralikta belirlenmistir. FTIR koaservasyonun olusum seklini bag
yapilart ile ifade etmektedir.

Piiskiirtiilerek  kurutulmus BAMLET-pektin  koaservatinn termal 06zelliklerinin
belirlenmesi i¢in diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) kullanilmistir. Bu sayede
puskiirtiilerek kurutulmus koaservatin denatiirasyon pik sicakligi ve denatiirasyon
entalpisinin  (Td=163.57°C, AHd=261.6 j/g), hem BAMLET proteininin
denatiirasyon pik sicaklig1 ve denatiirasyon entalpisinden (Td=136.33°C, AHd=35.95
j/g), hem de s1v1 formadaki koaservatin denatiirasyon pik sicakligi ve denatiirasyon
entalpisinden (Td=157.6°C, AHd=104.3 j/g) daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

BAMLET proteini dielektrik sabiti incelendiginde (10.05 +0.05) sivi koaservatin
polaritesinden (78.063 =£1.3) ¢ok daha disiik oldugu goriilmiistir. Solventin
poleritesinin bir Ol¢iitii olan dielektrik sabiti, BAMLET proteinin koaservatina gore
daha az polariteye sahip oldugunu gostermistir. Cozeltide daha biiyiik bir dielektrik
sabiti olan solventin daha yiliksek bir net ylik yogunluguna sahip oldugu
diistiniilmektedir.
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PRODUCTION OF BAMLET PROTEIN AND INCREASE STABILITY
WITH COACERVATION

SUMMARY

Encapsulation is a relatively new technology, which can be used for protection of
food items, stabilization of food and slow release. In addition, encapsulation able to
use other disciplines such as medicines and cosmetics widely. There is a lot of work
in the areas mentioned. However, the therapeutic effect of protein and peptide-
induced significant drug encapsulation of active ingredients is not more about
running count. The clinical use of this type of drugs can be affected by production
and storage conditions namely invitro conditions determination. Invivo conditions
(e.g.: enzymatic hydrolysis) has negative consequences on the therapeutic impact.
These stability problems are possible to eliminated with encapsulation method. From
the formulation perspective, proteins are encapsulated to provide efficient protection
for active protein moiety against a physiological environment and targeting to the
site of action allowing optimal therapeutic efficiency. Some proteins are influenced
by gastric medium. In order to prevent this instability, we suggest to encapsulate
model protein with pectin.

Protein pharmaceuticals are the fastest growing class of new therapeutic agents and
are an important research topic in the (bio) pharmaceutical industry. For this purpose,
the methods of encapsulation in the field are studied. The therapeutic effect is based
on obtaining a low dose of the pharmacotherapeutic effect on the beneficial
component. In addition to this, the use of carrier systems provides controlled release
of the drug and preservation of the stability of the active substance.

The active ingredients namely protein and peptides which are the most widely used
in the pharmaceutical field. Proteins that are very small proportions in the human
body may be transported by diffusion or active transport to the site of action. It is
desirable that the proteins in the protein structure should be transported to these
effect areas in small doses in the appropriate dosage forms. Targeting these drugs
brings many difficulties.

Protein and peptide structured proteins are cleaved by enzymes in the gastrointestinal
tract. We do not want the a-lactalbumin-oleic acid composition (BAMLET) to break
down in the digestive tract, which we want to make the drug active substance. If the
half-life is considered to be short, controlled release and increased gastric stability
are essential.

HAMLET (Human Alpha Lactaloumin Made LEthal to Tumor cells) protein, which
we use because of its anticarcinogenic and therapeutic effect, is the molecular
complex of human a-lactaloumin derived from human oil and oleic acid, a naturally
occurring unsaturated fatty acid. As in some tumor cells, such as skin, breast and
lung cancer, they induce apoptosis through autophagy in cells, but do not damage
normally distributed cells. However, the mechanism of action is not fully understood.
After proving the presence of the protein's tumoricidal effect, other mammalian
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milks were investigated and then the same effect was found in the complexes of the
a-lactalbumin derived from all mammalian milk with oleic acid. The protein name
varies according to the mammal species obtained. (E.g. BAMLET: Bovine Alpha
lactalbumin Made LEthal to Tumor cells).

In this thesis, coacervation with pectin (O7 w / w) is proposed and investigated to
increase the gastric stability and to provide controlled release of the proteinaceous
BAMLET to be administered orally. Cellulose derivatives are used as coating
material because they have a beneficial effect on coacervation. However, there are
few studies in the literature about encapsulation of proteins. Apart from that,
BAMLET / HAMLET etc. There is no current study of the encapsulation of proteins.
For this reason, the coacervates of BAMLET selected as model protein using the
coacervation method have been prepared and characterized in our study. Pectin had
been used for coacervation and also it had been done with spray drying method.
Factors, which are affecting the stability of the protein and the coacervation
efficiency, have been investigated.

BAMLET (Bovine Alpha lactaloumin Made LEthal to Tumor cells) is an effective
protein with a tumoricidal effect. It has been tried to prevent the adverse conditions
in the process of making this protein, which is obtained from mammalian milk and
which is composed of a-lactalbumin-oleic acid, to become a drug active substance.

In order to produce BAMLET protein, firstly alpha-lactaloumin was obtained from
the cow's milk. In accordance with the literature, 1.2 grams of alpha lactalbumin was
obtained from 1-liter milk. The association of the protein with oleic acid has been
carried out by means of temperature application. Alpha-lactaloumin, hydrolyzed
alpha-lactaloumin and BAMLET protein were identified by Ultra Performance
Liquid Chromatography (UPLC). A single peak was given in the chromatogram and
a result of 280 nm wavelength was obtained as described in the literature. The most
suitable coating material for the obtained BAMLET was identified as pectin.

HPLC (high performance liquid chromatography) was used for BAMLET protein
validation. For this, firstly linear interval and calibration curve are created. The
accuracy and accuracy of the method has been proved by the data that the standard
deviation and relative error values are less than approximately 4.3%. In addition,
recovery value of BAMLET protein can be calculated by adding milk and apple
juice. The recovery values obtained from the food preparations were determined to
be between 98.0% and 100.16% and protein validation was achieved.

The BAMLET protein was coacervated with pectin at different ratios (O1-0O8,
protein: pectin). Analytical methods were used to determine the coherence efficiency
and absorbance measurements were performed on the flash chromatograph. The best
efficiency was determined as O7 w / w Protein: pectin ratio parallel to turbidity
observations. At this concentration, the particle size was measured as 335.6 nm and
(-potential -25.4 mV and it was determined that the efficiency of coacervation was
greatly affected by the electrostatic interaction between the molecules. It was then
dried by spraying coacervate and its stability was increased.

Analysis by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) on BAMLET, pectin
and coacervate (O7 protein: pectin w / w); BAMLET-pectin coacervate was observed
at 1653 cm™'and 1572 cm™!". The FTIR spectrum of BAMLET showed absorption
bands related to C=0O stretching at 1629 cm™ ! (free carboxyl groups) and N-H
bending at 1536 cm™! (amide I1). The absorption band at 1387 cm™' was attributable
to the C—N stretching and N—H bending (amide Il1) vibrations. 1598 cm™! a strong
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band associated to the amide Il (-NH3 * groups). The BAMLET—pectin coacervate
displayed a band at 1653 cm™! and 1572 cm™! attributed to —COO™ and -NH3 *
Groups stretching vibration. The coacervation between the two biopolymers
changed the FTIR in the carbonyl-amide region. The -NHz * groups (band at 1598
cm” ') and asymmetric and -COOQO~ stretching vibration at 1629 and 1536 cm™ |,
disappeared, respectively, indicating the electrostatic interaction between the
carboxyl groups of SPI (-COO™) and amine groups of chitosan (-NH3 * ). Besides,
the spectrum of BAMLET—pectin coacervate showed a broad band at around 3000-
3600 cm™!, indicating enhanced hydrogen bonding compared to that of BAMLET
and pectin. This implied that hydrogen bonding was also involved in the interaction
between BAMLET and pectin.

Differential scanning calorimetry (DSC) was used to determine the thermal
properties of the spray-dried BAMLET-pectin coacervate. Thus spray-dried
coacervate denaturation peak temperature and denaturation enthalpy (Td=163.57°C,
AHd=261.6 j/g) and peak temperature denaturation of BAMLET protein and
denaturing the enthalpy (Td=136.33°C, AHd=35.95 j/g) As well as higher than the
denaturation peak temperature and denaturation enthalpy (Td = 157.6 °© C, AHd =
104.3 j / g) of coacervate in liquid form. This shows us that pectin is a good coating
material and is more stable against temperature changes. In addition, the BAMLET
protein has become more resistant to denaturation at this point. Because denaturation
peak temperature and denaturation enthalpy are observed to be extremely low. In a
coherent form, the resistance is increased by spray drying.

When the dielectric constant of BAMLET protein was examined (10.05 £+ 0.05), it
was found to be much lower than that of liquid coacervate (78.063 + 1.3). The
dielectric constant, a measure of the solvent's polarity, has shown that the BAMLET
protein has less polarity than coacervate. The solvent, which is a larger dielectric
constant in the solution, is thought to have a higher net charge density. The dielectric
holder has given us information about the polarity of the coacervate formed. Thus,
food and food varieties consumption compliance with this drug and also provided
with the idea of the content that will be presented in the form of drugs. It has been
observed that BAMLET has a less polar form. In UPLC analyzes, BAMLET proves
the accuracy of our dielectric measurement, which may be later than the system,
relative to alpha-lactaloumin. Because in the reversed-phase UPLC, the analyte with
high polarity will first come out of the column. For this reason, the retention time is
longer than that of our long BAMLET protein coacervate. However, the alpha-
lactalbumin polarity was found to be low in accordance with the literature.
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1. GIRIS

Protein farmasdtikleri, yeni terapodtik ajanlarin en hizli biiyliyen sinifidir ve (biyo)
ilag endiistrisinde 6nemli arastirma konularindandir (Leurs ve dig., 2015). Bu amagla
ilgili alanda enkapsiilasyon yontemleri iizerine c¢alisilmaktadir. Tedavi edici
ozelliginden yararlanilan bilesen iizerine diisilk dozda farmakoterapotik etki elde
etmek esas alinmaktadir. Bu etkiye ek olarak tastyici sistemlerin kullanilmasi ilacin

kontrollii salintmini ve etkin maddenin kararliliginin korunmasini saglamaktadir

(Conference, & Sciences, 2009).

Farmasétik alanda en ¢ok kullanilan etkin maddeler protein ve peptitlerdir. Insan
viicudunda ¢ok az oranlarda sentezlenen proteinler etki bolgesine difiizyon ya da
aktif transportla taginir. Protein yapisindaki ilaglarin ise bu etki bolgelerine kiiciik
miktarlarda uygun dozaj sekillerinde tasinip etki gostermesi istenir. Bu ilaglarin

hedeflendirilmesi birgok giicliigii beraberinde getirir (Groves, 2006).

Protein ve peptit yapili proteinler gastrointestinal sistemde enzimler tarafindan
pargalanirlar (Groves, 2006). Ila¢ etkin maddesi haline getirmek istedigimiz a-
laktaloumin-oleik asit bilesiminin (BAMLET) sindirim kanalinda pargalanmasi
istemedigimiz bir durumdur. Yarilanma Omiirlerinin kisa olusu da diisiiniiliirse

kontrollii salinim yapilmasi ve gastrik kararliliginin arttirilmasi sarttir.

Protein ve peptitler gibi etkin maddeler nakil ve depolama sirasinda stabilitelerini
kaybederler. Bu gibi faktorler ilaclarin kullanimini engellerler. Protein ve peptitlerin
fiziksel ve kimyasal kararsizliklar ise, terapotik etkilerinin kaybina yol agabilir
(Groves, 2006). Bu asamada gida ve diger sektorlerde kullanilan enkapsiilasyon

teknolojisi olumlu sonuglar ¢ikarmaktadir.

Antikanserojen ve terapotik etkisi nedeniyle kullandigimiz HAMLET (Human Alpha
lactalbumin Made LEthal to Tumor cells) proteini, dogal olarak olusan doymamis bir
yag asidi olan insan yagindan ve oleik asidinden tiiretilmis, insan a-laktalbuminin
molekiiler kompleksidir. Cilt, gogiis ve akciger kanseri gibi baz1 tiimor hiicrelerinde

oldugu gibi, hiicrelerde otofaji yoluyla apoptozu indiikler, ancak normal dagilim



gosteren hiicrelere zarar vermez (Jung ve dig., 2017). Ancak etki mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Bulunan proteinin tiimorisidal etkisi kanitlandiktan sonra
diger memeli siitleri {izerine arastirmalar yapilmis ve ardindan tim memeli
siitlerinden elde edilen a-laktalbuminlerin oleik asit ile olusturduklar1 komplekslerde
ayn1 etkiye rastlanmistir. Protein ismi elde edilen memeli tiiriine gére degismektedir.
(Orn: BAMLET: Bovine Alpha lactalbumin Made LEthal to Tumor cells) (Wang ve
dig., 2011).

Bu tezde, oral yolla uygulanacak proteinik BAMLET in gastrik stabilitesini arttirmak
ve kontrollii salim saglamak amaciyla pektin ile koaservasyonu oOnerilmekte ve
incelenmektedir.  Selilloz tiirevleri, koaservasyonda verime olumlu etki
sagladiklarindan dolayr kaplama materyali olarak kullanilmaktadir. Ancak
proteinlerin enkapsiilasyon ile kaplanmasi iizerine literatiirde ¢cok az sayida ¢alisma
vardir. Bunun disinda BAMLET/HAMLET vb. proteinlerinin enkapsiilasyonla
muamele edilmesiyle ilgili mevcut bir c¢alisma yoktur. Bu nedenle, pektin ile
koaservasyon yontemi kullanilarak model protein olarak secilen BAMLET’in

koaservatlari calismamizda hazirlanmis ve karakterize edilmistir.

1.1 Proteinler

Proteinler yapi taslar1 olan amino asitlerin bir araya gelmesi ile olusan biiyiik
molekiillii bilesiklerdir. 22 amino asidin farkli kombinasyonlar1 ile dogada
milyarlarca degisik protein sentezlenmektedir. Proteinler temelde % 50-55 karbon, %
6-7 hidrojen, % 20-23 oksijen, % 12-19 azot ve %0.2-3.0 kiikiirt igeren ve yalnizca
ribozomlarda sentezlenen bilesiklerdir. Bazi proteinlerde bunlardan baska P, Fe, Zn,
Cu gibi elementler de bulunabilmektedir. Farkli proteinler, farkli say1 ve gesitte
aminoasit igerirler. Yapiyr olusturan aminoasitler birbirlerine peptit baglariyla
baglandiklarindan polipeptit yapisina sahiptir. Proteinler bir tek polipeptitden
meydana geldikleri gibi birka¢ polipeptidin bir araya gelmesiyle de olusabilir. Her
bir polipeptit zinciri ya da genel olarak protein, belli bir aminoasit sayisina,
dizgilenmesine, belirli bir molekiil agirhgma, kimyasal igerige ve ii¢ boyutlu bir
yapiya sahiptir. Bazi proteinler aminoasitlerin yani sira karbonhidrat, lipit, mineral
madde ve renk maddeleri (pigmentler) gibi diger yapitaslarint da igerir (Champe ve
dig., 2004; Devlin, 2005).



1.1.1 Proteinlerin yapisal ozellikleri

Bir aminoasidin karboksil grubu (-COOH) baska bir aminoasidin amino grubuyla (-
NH2) bir mol su agiga cikararak birlesir ve peptit zinciri olusturur (Sekil 1.1).
Peptitler peptit zincirinde yer alan aminoasit sayiSina gére mono, di, tri gibi 6n ekler
verilerek isimlendirilirler. Genel bir kural olarak yapisinda 10 kadar aminoasit i¢eren
peptit zincirleri oligopeptit, daha uzun zincirli peptitler ise polipeptit olarak
adlandirilir. Her proteinin karakteristik ii¢ boyutlu dogal bir yapis1 vardir. Ug boyutlu
yapist bozulmus (denatiire olmus) bir protein biyolojik etkinligini de kaybeder.
Proteinlerin karakteristik iic boyutlu yapilarini olusumundan primer, sekonder,
tersiyer ve kuarterner olarak adlandirilan yapilar sorumludur (Sekil 1.6). Primer yap1
her proteinde yer almakta, buna karsilik bazi proteinler sekonder yapida bazilar ise
tersiyer veya kuarterner yapida kendilerine 6zgii ii¢ boyutlu yapilarina kavusmaktadir
(Groves, 2006).

Proteinlerin yapilarinda ki baglar ise kovalent baglar ve kovalent olmayan baglardir.
Proteinlerin yapilarindaki kovalent baglar, peptit baglar1 ve disiilfid baglaridir;
kovalent olmayan baglar ise hidrojen baglari, iyon baglar1 ve hidrofob baglar (apolar

baglar)’dir.
1) Peptit baglari: Peptit bagi bir aminoasidin karboksil grubu ile ikinci bir
aminoasidin amino grubu arasindan bir H20 molekiiliiniin agiga ¢ikmasi sonunda

meydana gelir.

RO HR R|OH|R
I IR
NHz- C- C- +N- C- COOHg—* H,0+NH.-C -C-N HC-COOH
I
HOH HH Ho| H

“Pepti bagr”

Sekil 1.1 : Peptit Bag1 (Groves, M. J.).

2) Disiilfid baglar: iki sistein kalintis1 arasinda, siilfhidril (tiyol, -SH) gruplarinin H
kaybetmeleri sonucu olusan S-S baglanidir. Disiilfid baglarinin  bir protein

molekiiliiniin seklinin olusmasinda ve korunmasinda 6nemli etkisi vardir.

3) Hidrojen baglari: Polipeptit zinciri olusturan peptit 6zelliklerinden kaynaklanan

durumundan dolayi, oksijenlerin negatif, azotlarin ise pozitif 6zellik tagimasinin



sonucu olarak, bir polipeptit zincirdeki bir peptit diizleminde bulunan oksijen atomu

ile bir bagka peptit bag1 veya diizlemindeki azot atomu arasinda, olusan baglardir:

4) iyonik baglar: Polipeptit zincirlerindeki asidik ve bazik amino asit kalintilarmimn
fonksiyonel gruplarmin fizyolojik pH’da tamamen veya kismen iyonlagsmis halde
bulunmalarinin sonucu olarak, elektronegatif ve elektropozitif gruplar arasinda

gelisen elektrostatik ¢ekim kuvveti ile (COO—------ H3N+) olusan baglardir.

5) Apolar baglar (hidrofobik baglar): Polipeptit zincirindeki amino asit
kalintilarinin apolar kisimlarinin birbirlerine yeter derecede yakin olmalar1 halinde
gegici bir polarite gostermelerinin sonucu ortaya ¢ikan ve Van der Waals-London
¢ekme kuvveti diye bilinen zayif ¢ekme kuvveti ile olusan baglardir. Hidrofobik
etkilesimler, proteinlerin i¢ kisimlarinin kararl olarak devamliliginin saglanmasinda

rol oynar (Pehlivan, 1997).

Proteinlerin meydana geldigi yapilart inceleyecek olursak bunlardan ilk primer
(birincil) yapidir. Bir protein molekiilinii olusturan polipeptit zinciri veya
zincirlerindeki aminoasit siralanis1  proteinlerin - primer yapisini  olusturur.
Aminoasitler peptit baglariyla birleserek polipeptitleri olusturur. Primer yap1
proteinlerin {i¢ boyutlu yapisina bir gecis teskil eder ve fonksiyonel degildir ( Sekil
1.2).

o OG>
A
C \
polypeptide backbone | side chains—

CH, CH,
H H O H 0©
amino terminus [ I 7/ carboxyl
or N-terminus H—N—C—C—TN—C—C N—C —C —C—c terminus
| | | Il | N or C-terminus
H H O H o
CH2 CH2
peptide peptide bond
bonds
s H3C CH3
I
CH; polypeptide backbone
SCHEMATIC
nonpolar
side chain
SEQUENCE Met — Asp — Leu — Tyr

Figure 3-1 part 2 of 2 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Sekil 1.2 : Proteinlerde primer yapist (Groves, 2006).



Bir iist konfigilirasyona gegildiginde sekonder (ikincil) yapiya ulasilir. Peptit zinciri
tizerinde belirli bolgeler yan zincirlerle ve/veya kendi iizerine katlanarak baglar
olusturur. Polipeptit zincirindeki bu katlanmalar periyodik olarak tiim zincir boyunca
yinelenir. iki elektronegatif atom arasindaki hidrojen bagi polipeptit zincirinde
heliksel yap1 olusmasina neden olur. Sekonder proteinler heliksel yapida ya da
plakali yapida olabilir. Bu yapilara kararlilik kazandiran ayni polipeptit zinciri
tizerinde kurulan H kopriileridir ve en stabil yap1 gostereni a-heliks proteinlerdir. a-
heliks proteinlerin ¢ogunda heliksin bir yiizii hidrofobik (su sevmeyen) iken diger
yiizii ve yan zincirler hidrofilik (su seven) kalintilarla baglanmistir. Plakali protein
yapist heliksel yapidan farkli olarak pili benzeri yap1 olusturacak sekilde katlanmalar
gosterir. Plakali yapilarda hidrojen kopriileri farkli polipeptit zincirleri arasinda
kurulur (Sekil 1.3) ve a-heliks kivrilmasinin ilk agsamasinda zincir biikiilmeye baglar
ve COOH vyani karbonil grubu ile NH' yani amino grubu arasinda hidrojen bagi
olusmaya baslar (Devlin, 2005). Bu bag, fiziksel olarak kuvvetli bir bag degildir ve
disaridan verilen 1s1 veya fiziksel bir hareket ile koparilabilir. Kopmanin etkisiyle

zincir yine eski diiz halini almaya baglar (Champe ve dig, 2004).

amino acid
side chain

a helix

(A) (B)

Sekil 1.3 : a- heliks kivrilmasinin sematik gosterimi (Devlin, 2005).



Iki paralel polipeptit zinciri sekonder yapi olusturdugunda zincirlerin birbirine
yaklastigi yerlerde kiikiirtlii aminoasitlerin araciligiyla disiilfid baglar1 olusur.
Kovalent yapidaki bu baglar son derece kararlidir. Bu nedenle yapiya kararlilik

kazandirir ve sekonder yap1 denatilirasyon kosullarinda parcalanmaz.

Protein molekiiliiniin yuvarlak veya elipsoid bir sekil alabilmesi i¢in ikinci yapiy1
meydana getiren dizilislerin st iste katlanmasi veya yumak seklinde sarilmasi
gerekmektedir. Bu yap1 tersiyer (liglinciil) yap1 olarak adlandirilir. Yan zincirlerin
reaksiyona girmesi ile miimkiin olur. Helezon yapisi veya diiz tabaka yapis1 disinda
kalan zincirlere ait gruplar veya atomlarin meydan getirdikleri ¢esitli baglar ve giigler
protein molekiiliiniin igerisinde pek az bosluk birakan siki ve belirli bir sekil almasin

saglar (Sekil 1.4) ve tersiyer yapiyi olusturur.
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Sekil 1.4 : Proteinlerde tersiyer yap1 (Devlin, 2005).

Tersiyer yap: genellikle globiiler proteinlerde goriilir ve bu proteinler tersiyer
yapilaryla ti¢ boyutlu sekillerine kavusurlar. Bu yapida dogrusal yapinin katlanmasi
yolu ile katl tigiinciil yapiya ulasilarak yiizeyler aras1t mesafe kisalmaktadir.

Birden fazla polipeptit zinciri (alt birimi ) igeren proteinlerde polipeptit zincirleri
tersiyer yapiyr olusturan ayni bag tipleriyle birbirleriyle salkimlar, topluluklar
yaparak birlesir ve kuarterner (dordiinciil) yapiyr olusturur. Hemoglobinin yapisinda
her biri miyoglobine benzer dort protein monomeri (alt birimi) birbirine kuarterner

yapiy1 olusturmak tizere ¢ok siki bir sekilde baglanmiglardir ( Sekil.1.5).



Sekil 1.5 : Proteinlerde kuarterner yapi (Devlin, 2005).

1.1.2 Proteinlerin siniflandirilmasi

Proteinler; fiziksel yapilari, boyutlar: ve tiplerine gore siniflandirilabilir (Champe ve
dig., 2005; Devlin, 2005). Fiziksel yapilarina goére fibroz proteinler ve globiiler
proteinler olarak ikiye ayrilirlar. Bunlardan fibréz proteinler 6zellikle deri, tendon
(kaslar1 kemige baglayan sert doku) ve kemik dokularda bulunur (Devlin, 2005).
Fibroz protein suda ¢oziinmemekle birlikte, fiziksel olarak oldukca dayanikli bir
yapiya sahiptir (Devlin, 2005). Globiiler proteinler ise fibr6z proteinin aksine, suda
¢ozlinebilirler ve fiziksel olarak dayanikli degillerdir (Champe ve dig., 2005; Devlin,
2005). Globiiler proteinler ¢ogunlukla, "enzim" yapisindadirlar. Enzimler ise, hiicre
igerisindeki sitoplazmada kimyasal reaksiyonlari katalizlerler (Champe ve dig.,
2005).
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Sekil 1.6 : Proteinlerin yapisi (Champe ve dig., 2005).



Proteinlerin tiplerine gore ayrimi yapilirken; enzimler, reseptdr proteinleri,
glikoproteinler, lipoproteinler, plazma proteinleri (albuminler, globulinler) gibi farkli
islevsel yapiya sahip tiplerini mevcut oldugu goriliir (Champe ve dig., 2005; Devlin,
2005). Ayrica; insiilin, glukagon, kollajen, hemoglobin gibi spesifik gorevleri olan
proteinlerde vardir (Champe ve dig., 2005; Devlin, 2005).

1.1.3 Protein molekiiliine ait 6zellikler

Etkin proteinlerin viicuttaki kararliligin1 etkileyen bazi Ozellikleri vardir. Bu

Ozellikler onlarin neden enkapsiile edilmesi gerektigini agiklar niteliktedir.

1.1.3.1 Molekiil yapisi ve sekli

Proteinlerin molekiil agirligi birkag¢ bin ile birka¢ milyon Dalton arasinda degisir.
Cogu globiiler sekilde olmakla birlikte, fibr6z yapida olanlar1 da vardir. Proteinlerin
biiylik molekiil agirliginda olmasi, barsak gibi biyolojik membranlardan gecisini de
olumsuz yonde etkiler (Champe ve dig., 2005; Devlin, 2005; Groves, 2006). Yine,
ayni nedenle, bukkal, nazal, rektal ve vajinal yolla uygulama da zorluklarla
karsilagilir. Bu sorunu ¢6zmek icin, cogu zaman penetrasyon arttiricilarin

kullanilmasi 6nerilir (Groves, 2006)..

1.1.3.2 Yar1 omrii

Cogu protein molekiiliiniin in vivo yar1 6mrii, birkag¢ saniye ya da dakika gibi kisa bir
stiredir (Podust ve dig 2016). Bu, kismen, protein molekiiliiniin karaciger, bobrekler,
vaskiiler endotel ve diger dokulardaki degradasyonundan kaynaklanir. Protein
molekiillerinin kisa yar1 dmre sahip olmasi, bu etkin maddeleri kontrollii salim
sistemleri ile formiile etme acisindan uygun aday haline getirmektedir (Erdogan,
2008). Sadece, ila¢ uygulama bolgesinde protein molekiilinii enzimatik
degredasyondan korumak, plazma protein konsantrasyonunu maksimum diizeye
cikartmaya yetmeyebilir. Uzun siiren ve sabit plazma diizeylerinde bir terapdtik etki
elde etmek icin en iyi ¢6ziim bu molekiilleri iceren kontrollii salim sistemlerinin
hazirlanmasidir (Groves, 2006; Erdogan, 2008). Kontrolli salim yapan dozaj
sekilleri iki amag tasir: yavas ilag salim1 saglamak ve ila¢ etkin maddesini hem in

vitro hem de in vivo kosullarda degredasyon ve denatiirasyondan korumak (Erdogan,
2008).



1.1.3.3 Stabilite

Protein molekiiliiniin degisen kosullarda islevini yerine getirebilmesi onun
termodinamik kararliliginin bir 6l¢iitii olarak kabul edilmektedir. Bu degisen kosulda
artan sicaklikla birlikte geri doniisiimlii olarak agilan ve yiiksek sicaklikta inaktif
olan molekiil, oda sicakligina sogutuldugunda tekrar katlanir ve aktivitesini tekrar
kazanir. Bu da termostabil oldugunun gostergesidir. Protein molekiiliiniin organik
coziiciiler ve sicaklik gibi stres kosullarma dayamikliligi, acilir ve tekrar kapanir

olmasi termodinamik stabilitesi ile iliskilidir (Erdogan, 2008).

Protein stabilitesini etkileyen faktorler; hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari,
konformasyonel entropi, tuz kopriileri, aromatik yapilar arasindaki etkilesimler,

metal baglar1 ve disiilfid baglar1 olarak siralanmastir.

Hidrofobik etkilesimler
Hidrofobik etki, globiiler proteinlerin katlanmasinda tetikleyici rol oynar. Hidrofobik

kisimlarin molekiiliin i¢ kisminda kalmasini saglar (Erdogan, 2008).

Hidrojen baglar:

Polipeptit zinciri olusturan peptit baglarindaki rezonans veya mezomeri durumundan
dolay1, oksijenlerin bilinen keto gruplarindan daha negatif olmasi, azotlarin ise
pozitif 6zellik tasimasinin sonucu olarak, bir polipeptit zincirdeki peptit diizleminde
bulunan 3 oksijen atomu ile bir bagka peptit bag1 veya diizlemindeki azot atomu
arasinda, aradaki uzaklik yaklasik 2,7 A° oldugunda, hidrojen kopriisii seklinde
(C=0:-:-H---N) olusan baglardir (Url-1).

Protein molekiilii katlandiginda, protein-su hidrojen baglar1 kirilir ve sadece bir kismi
intra-protein hidrojen baglar1 ile yer degistirir. Bu, protein sistemindeki bir¢ok
hidrojen bag1 nedeniyle, serbest enerjinin, izole edilmis sistem i¢indeki degerinde
biiyiik bir azalmaya neden olur. indirgeme, suyun ¢esitli hidrofobik etkilerinden
kaynaklanir, entropik katkilar igerir, bunlar biiyilk oranda entalpi etkisini
etkisizlestirir. Kuskusuz proteinler icin goézlemlenen katlanmayr ve acgilmay:
kolaylastirmak icin serbest enerjinin bu derece diisiiriilmesi gerekir (Sheu ve dig.,
2008).
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Proteinlerde sadece amino gruplarinin %1.3’4 ile karbonil gruplarmin %1.8’1
hidrojen bagi olusturamazken, karbonil zincirinin %80’i ikinci bir hidrojen bagi
olusturmay1 basaramaz. Dolayisiyla, entalpi tek basina ele alindiginda, katlanmig
protein yapisinin destabilizasyonuna neden olmaktadir. Globiiler proteinlerde, amid
ve karbonil gruplarmin H baglarimin biiyiikk bir kismi, o-heliks ve [-tabaka
yapilarinin olusumu ile gergeklesir. Bunlar da yapinin %80- 90’nin1 olusturur

(Erdogan, 2008).

Ortamin entropisi yoluyla hidrojen baginin ¢evresel kontroliiniin biiyiik 6nem tasidig
ve protein dinamiklerini kontrol etmek i¢in 6nemli bir 6zellik oldugu sonucuna
varilabilir. Bu nedenle, entropi hidrojen bagi aktivitesinin en Onemli dinamik
belirleyicisidir ve bu nedenle ortam tiim protein dinamiklerini modiile eder (Sheu ve

dig., 2008).

Konformasyonel entropi

Termodinamik kararlilik, canli biyopolimerlerin mikro ortamlarina uyumunu
kavrayarak ifade edilebilir. Makromolekiiler radikal gruplarin yani proteine baglanan
ve onu karmasik hale getiren eklentilerin; proteinlerin termodinamik istikrarini
arttirdigl kabul gérmiistiir (Shahid ve dig., 2017). Protein katlanmasi ve protein-
protein ve protein-ligand komplekslerinin olusumu, protein omurgasina ve yan
zincirlere konformasyonel entropi ile kendini gosteren konformasyon degisikliklerini
igerir. Konformasyonel entropide bir azalma, protein katlanmasi icin biiyiik bir
dengesizlik saglayan termodinamik kuvvet olarak islev goriir. Konformasyonel
entropi aymi zamanda protein-ligand baglayict termodinamigin  Onemli
bilesenlerinden biridir (Chong & Ham, 2015). Protein macromolekiilerinin
kalabaligindan etkilenilmesi nedeniyle hacim degisimine neden olan herhangi bir
reaksiyonu tetiklemesi beklenir. Makromolekiillerin konfigiirasyonel entropisi,
birbirlerinin hacmi hari¢ tutularak azalir. Bu, bir ¢ozeltinin serbest enerjisini arttirir
ve aym zamanda c¢ozeltide bulunan c¢oziinen parcaciklarin seyreltilmis veya
konsantre formlarmin her birinin kimyasal potansiyelinde artisa neden olur (Shahid

ve dig., 2017).
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Tuz kopriileri

Tuz kopriileri, dogal protein yapilarindaki karsit yiiklii kalintilarin uzamsal olarak
kendilerine yakin c¢iftleri tarafindan olusturulur. Tuz k&priisii olusturan kalintilar
genellikle, protein siralamasinda da yakindirlar ve ayni ikincil yapiya dahil olurlar.
Tuz kopriilerinin protein stabilitesine olumlu katkida bulunmasi beklenirken, yeni
deneysel bulgular, tuz kopriilerinin stabilize edici ya da bozucu olabilecegini
gostermektedir. Sistematik protein esnekligi, kiigiik 6l¢ekli yan zincir ve arka kemik
atom hareketleri, tuz kopriileri ve kararliliklar1 proteinlerde dalgalanmalara neden
olmaktadir (Kumar & Nussinov, 2002).

Aromatik yapilar arasindaki etkilesimler

Proteinlerde bulunan aromatik yan zincirlerin yaklasik %60’1 (fenil, tirozin, ve
triptofan), aromatik ¢ift yapi tasir (Erdogan, 2008). Farkli proteinlerdeki enerji
degerleri Ol¢iiliirken mutant ¢ift-dongiiler kullanilmis; a-heliks i ve i + 4 tortular
arasindaki elektrostatik etkilesimin protein kararliligina < 0.5 kcal mol™! civarinda
katk1 sagladigi goriilmiistiir. Buna karsilik, ayni aralikta ve -heliks i ve i + 4 tortulari
arasindaki aromatik-aromatik etkilesimin protein kararliligina etkisi 1 kcal mol™!
olarak belirlenmistir (Horovitz, t.y.). Aromatik yapilar arasinda ki etkilesimin protein

kararliligina etkisi ve bu etkinin biiyiikliigli agikca goriilmektedir.

Disiilfid baglar:

Proteindeki disiilfiir bagi, iki sistein kalintisinin, tiol gruplarimin kiikiirt atomlart (-
SH) arasindaki kovalent bagdir. Disiilfid (ayn1 zamanda bir SS-bag, disiilfiir kopriisii
veya capraz baglama olarak da adlandirilir), iki tioliin oksidasyonu iizerine olusur ve
boylece iki sistein ve bunlarin ana peptit zincirlerini kovalent disiilfid bagi ile

birbirine baglar. Tersine, bir disiilfiir bag: indirgeyici bir reaksiyon ile bozulabilir.

Disiilfid baglarinin proteinlerin kararlilifina katkisi, bir veya daha fazla yerli disiilfiir
baginin elimine edilmesi ve protein kararliliinda ki degisimin oOlgiilmesiyle
belirlenmistir. Riboniikleaz T1'deki iki dogal disiilfiir bagi metodik olarak
parcalandikga, diger deneylerde bildirilen 2.3-5.2 kcal / mol araligina uygun olarak,
her ¢apraz baglantinin proteinin termodinamik kararliligina 3.5 kcal / mol katkida
bulundugu gosterilmistir. Dahasi, her bir disiilfid kopriisii ile iligkili kararliliktaki
artisin,  agilmig  durumdaki  konformasyonal entropinin  kaybolmasindan

kaynaklandigi belirlenmistir (Dombkowski, 2014).
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Disulfid Bag Olusumu
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Sekil 1.7 : Disiilfid bag olusumu (Kose, 2006).
1.1.4 Siit proteinlerinin fonksiyonelligi

Siit igeriginde protein, yag, karbonhidrat, enzimler, vitaminler, mineraller ve
antikorlar gibi diger biyoaktif bilesenleri bulunduran tek besin maddesidir. Tiim
bilesenler siitiin igeriginde dengeli ve yeterli bir sekilde bulunur. Ayrica siit canlilarin
biiyiimesi ve gelisimi i¢in tim faktorleri iginde barindiran fonksiyonel bir besindir.
(Ozcan & Delikanli, 2011). Siit proteinlerinin fonksiyonel 6zellikleri beslenme
disinda yapi, goriiniis, tekstiir ve viskozite gibi karakteristik ozellikleri ile de
tanimlanmaktadir (Singh, 2002). Yiiksek besin degerine sahip peynir alti suyu
proteinlerinin gidalarin tekstiirel 6zelliklerinin gelistirilmesinde; kivam arttirma, jel
olusumunu gii¢lendirme, emdiilsiyon olusturma, ¢6ziiniirliikk, kopiik ve lif olusturma,
su tutma ve serum ayrilmasini engelleme gibi fonksiyonel 6zellikleri bulunmaktadir.
Bunlardan jel olusturma en onemli fonksiyonel o6zelliktir. Isil iglem sonrasi tuz
eklenmesiyle jel yap1 olusur. Serum proteinlerinin diger fonksiyonel 6zelliklerinden
biri olan kdpiirme 6zellikleriyle hava igeren iiriinlerin dayanikliligini saglanir (Ozcan

& Delikanli, 2011, Ozen & Kilig, 2007).

Proteinlerin tasidigi bazi fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal O6zellikler onlarin
fonksiyonel ozelliklerini ortaya ¢ikarir. Bunlar sirasiyla proteinlerin boyutlari,
sekilleri, aminoasit komposizyonu ve dizilimi, yiik dagilimi, hidrofobite/hidrofilite
orani, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilari, molekiillerin esneklik/sertlik durumu

ve diger molekiillerle interaksiyon yeteneginden olusmaktadir. Gidalarin islenmesi
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sirasinda farkli teknolojik islemlerin uygulanmasi proteinlerin yap: ve fonksiyonel
ozelliklerini degistirebilir. Ornegin; denatiirasyon, proteinlerin esnekligini ve
hidrofobik etkilesimlerini artirir, pastorizasyon ise protein globiillerinin ¢dziinmesine

neden olmaktadir (Ozcan & Delikanli, 2011).

Siit ve siit tirlinleri beslenme degeri agisindan degerli komponentler ve biyolojik aktif
maddeler igermektedir. Bunlarin baslicalarini; biyoaktif peptitler, B6 (pridoksin) ve
B12 (siyanokobalamin) vitaminleri, kalsiyum, konjuge linoleik asit (CLA) ve folik
asit olusturmaktadir. Enzimatik aktivite sonucu a¢iga c¢iktiginda spesifik
ozellikleriyle 6nemli fizyolojik rollere sahip olan aminoasit zincirleri “fonksiyonel
peptitler” olarak tanimlanmaktadir. Bu peptitler yapisal protein i¢inde inaktiftirler.
Temel peynir altt suyu proteinleri olarak bilinen a-laktaloumin ve B-

laktoglobulin’inde biyoaktif aminoasit zincirleri igermektedir (Kimik & Giirsoy,

2002).

Peynir altt suyunda bulunan serum proteinleri siit proteinlerinin yaklasik olarak
%20’sini  olugturmaktadir. En O6nemli serum proteinleri p-laktoglobulin, a-
laktalbumin, serum albumini ve immunoglobulinlerdir. -Laktoglobulin inek siitiinde
bulunur ve serum proteinlerinin yarisini olusturur. a-Laktaloumin ise insan ve inek
siitinde bulunmaktadir. Serum proteinleri kimozin enzimine direng gosterirler.
Ayrica kazeinden farkl olarak asit ile ¢okmezler. Bu nedenle bu proteinler siit’e asit
ve rennet ile muamele edilmesi ile edilen serumda ¢oziiniir halde bulunmaktadir. Bu
proteinler metal bagh kiimeler (a-laktalbumin-kalsiyum) veya disulfit baglar1 (a-
laktalbumin, B-laktoglobulin) icermekte ve bunlar protein yapisinin dayanikliligin

artirmaktadir. (Ozen & Kilig, 2007).
1.1.5 Siit proteini a-laktalbumin

Alfa Laktalbuminin 6zelliklerini asagidaki gibi siralayabiliriz:

1) o-Laktalbumin (a-LA), laktoz sentaz kompleksinin bir bileseni olan ve meme
bezinde laktozun biyosentezinde rol oynayan, asidik kalsiyum baglayici

proteindir (14.2 kDa, 123 artik, 4 disiilfid kopriisii icerir).

2) o-Laktalbumin laktoz sentezinin bir bileseni olarak laktoz biyosentezinin
diizenlenmesinde rol oynayan kii¢lik asidik bir Ca*+ baglayic1 proteindir (Jr

ve dig., 2006),
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3) a-LA, siitteki toplam laktalbuminlerin yaklasik %20-25'ini olusturur. Lisin,
16sin, sistin ve aspartik asit acisindan zengindir. Diyaliz, pH 4.0’ de
yapildiginda  a-laktaloumin  kristalleri meydana gelir. Bu protein,

sulandirilmis tuz ¢ozeltilerinde, B-laktoglobulin’ e oranla daha az ¢6ziiniir.

4) Elzem ve dallanmis amino asit kaynagi oldugu igin insan beslenmesinde

Onemlidir.

5) o-LA’ce zenginlestirilmis sigir siit proteini fraksiyonlar1 bebek mamalarina

ve klinik protein takviyelerine eklenir.

6) Peynir yapiminda o-LA'nin ¢ogunlugu peynir yapilirken suyuna gecer ve
peynir alt1 suyu stabilize edici ajan olarak bir¢cok gida {irliniine eklenir bu
nedenle siit triinlerinde ve diger bir¢ok gida kategorisinde a-LA bulunur
(Dombkowski, 2014).

1.1.6 BAMLET ve HAMLET proteini

HAMLET (insan o-laktalbumini kanser hiicreleri i¢in oldiiriici etkiye sahiptir.),
insan a-laktalbumin’i ve oleik asit bilesiminden olusan bir komplekstir (Svensson ve
dig., 2000).HAMLET, kelime olarak “’Insan a-laktalbumini tiimor hiicreleri igin
oldiirtictidiir.”’climlesinin bas harflerinden olusur (Human Alpha lactaloumin Made
LEthal to Tumor cells). 90'l1 yillarda Svanborg ve grubu, bir siit proteini olan, 14-
kDa agirhigindaki  a-laktalbuminin  degistirilmis bir formu ile apoptozun
indiiklendigini kesfetti. Bu proteinde yapilan degisiklik ise, oleik asidin bir kofaktor
olarak o-laktalbumine baglanmasidir. Lipit kofaktoriinin iki Onemli &zelligi
bulunmaktadir, bunlardan ilki a-laktalbuminin degistirilmis kivrimli yapisim
sabitleyici etkisi iken ikincisi tiimor hiicresi Oliimiinde belirli basamaklarin bir
koaktivatorli olmasidir. Gelistirilmis konformasyonun, HAMLET'in sahip oldugu
“tiimorisidal olarak aktif’’ etkisinin olusturulmasi i¢in gerekli oldugu belirtilmistir
(Boekema, 2015). Bu kompleks tiimor hiicreleri tizerinde apoptoz benzeri (daha
sonra apoptoz olarak adlandiracagiz) hiicre 6liim mekanizmasina yol agarken,
saglikl1 hiicreler bu etkiye kars1 dayaniklidir (Hakansson ve dig., 1995; Svensson ve
dig. 2000; Svanborg ve dig., 2003) ve anti-tiimor aktivitesi, 40'tan fazla farkl
lenfoma ve kanser hiicre dizisini iizerinde etkilidir. Cilt sigilinin giderilmesi, fareler
tizerinde yapilan c¢alismada merkezi sinir sistemi timoriniin ilerlemesinin

engellenmesi (Fast, 2005).
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Bu, protein-oleik asit kompleksi segici olarak genis bir tiimor hiicre dizisi araligimni
oldiiriir ve farmakolojik potansiyeli klinik c¢alismalarda basarili bir sekilde
ispatlanmigtir. HAMLET proteini katlanma perspektifinden incelendiginde yapisinin
oldukca ilging oldugu gozlenmistir. Hem sigir hem de insan siitiinden elde edilen
cesitleri i¢in ayrintili olarak karakterize edilmistir. Konfigilirasyonlarindaki
etkinlikleri i¢in gerekli olan oleik asit (kofaktdrler’e benzetilmektedirler) tarafindan
kilitlenmis gibi goriinen o-La, orta kismindan katlanan erimis kiire benzeri bir
yapidir (Baumann ve dig.., 2012). HAMLET hizli bir sekilde duyarli hedefleri
oldiirdiigii i¢in hiicrede ¢ok cesitli etkiler goriiliir. Timor hiicresi yiizeyine baglanir,
iceri girer (Fast, 2005) ve histonlar, mitokondri, lizozomlar ve proteazomlar ile
etkilesime girmesi icin ¢ekirdekte birikir (Boekema, 2015; Baumann ve dig., 2012;
Fast, 2005). Bu kesfe ragmen, baslangigtaki HAMLET-hiicre etkilesiminin ayrintilar
ile ilk ve sonraki asamalarda fenotipin diren¢ gostermedeki hassasiyetinin nasil
farkliliklar gosterdigi dahil olmak tlizere, HAMLET'in etki mekanizmasi ile ilgili
sorular cevaplanmamistir. Protein ve oleik asit bilesenlerinin hiicre 6liimiine neden
olan bireysel rolii de belirsizdir. HAMLET'"in, fizyolojik kosullar altinda hiicre
kalintilarint ve tiim hiicreleri birbirine baglama ve ayni1 anda bozma gibi ilging bir
Ozelligi vardir. Buna karsin, a-La, zayif olarak tiimdr hiicrelerine baglanir ve dis zar

veya hiicre yasayabilirligi tizerinde ¢ok az etki yaratir (Baumann ve dig., 2012).

Sinirl proteoliz ile elde edilen sigir a-LA parcalar1 oleik asidi baglayabilir ve anti-
timor aktivitesi gosterebilir (Fang, B., 2014). Farkli kaynaklardan (insan, sigir, keci,
domuz, koyun, at ve devegiller) a-LA'nin HAMLET'e benzer biyolojik 6zellikleri
gosterebilen OA-kompleksleri olusturabilecegi bulunmustur (Fontana ve dig., 2013).
Bir diger 6rnekte baglayict protein olan B-laktoglobulin ile yag asidi kompleksi
meydana getirilmis ve HAMLET'e benzer sitotoksik etki olusturdugu da
goriilmistir. Bu sonuglarin  tiimii, HAMLET benzeri komplekslerin diger

proteinlerle de olusabilecegi ihtimalini kanitlanmistir (Fang, 2014).

HAMLET/BAMLET gibi proteinlerin yapisinda bulunan yag asidi (C 18:6 cis) oleik
asittir. Hidrojen, karbon ve oksijenden meydana gelen ve organik bir bilesik olan
yaglar, igerdikleri yag asitleri ile birbirinden farklidirlar. Karbon (C) sayilarina gore
kisa (C2-4), orta (C6-10), uzun (C12-20) ve ¢ok uzun zincirli (C >22) olarak

isimlendirilen yag asitleri, yapilarinda ¢ift bag icermiyorlar ise doymus (sature), ¢ift
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bag igeriyorlarsa doymamis (ansature) yag asitleri (Sekil 1.9) olarak tanimlanir

(Konukoglu, 2008).

saturated fatty acid
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Sekil 1.8 : Doymus ve doymamus yag asitleri (Fidanci, 2009).

Doymamis yag asitleri ¢ift baglarinin sayisina gore tekli (monoansature) ve ¢oklu
doymamig (poliansature) yag asitleri olarak siniflandirilir. Yag asidi molekiiliiniin
biri karboksil ve digeri metil karbon igeren iki sonlanma bolgesi bulunur. Metil
karbonuna omega “®’’ karbonu denir ve ilk ¢ift bagin bulundugu ®» karbonuna gore
de doymamig yag asitleri -3, -6, -7 veya ®-9 gibi isimler alir. Yapiya c¢ift
baglarin katilmasin1 saglayan ‘’desaturaz’’lar, ¢ift bagin eklendigi karbonlara gore
A4, AS, A6 veya A9 —desaturaz olarak tanimlanir. Coklu doymamis yag asitlerindeki
“a:b” seklindeki ifade de “a” karbon sayisini, “b” ¢ift bag sayisini, “o (n):x” ise metil
karbonuna en yakin ¢ift bagin pozisyonunu gosterir (C 18:2 w-6 gibi). Cift baglarin
ucundaki karbonlara bagli hidrojen atomlarinin (Sekil 1.10) yerlesimine gore de yag
asitlerinin cis ve trans olmak lizere iki geometrik izomeri bulunur. Organizmada

kullanilan doymamis yag asitleri cis konumundadir (Simopoulos, 1989).

Fatty Acid

hydro-
hydrophobic

philic

-

-
-—

Key: - - =
oxygen carbon hydrnogen

Sekil 1.9 : Yag asidi yapisal goriintiisii (Fidanci, 2009).
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Oleik asit; dogada birgok bitki yaginda ve hayvansal yaglarda gliserol esteri olarak
bulunan doymamis bir yag asididir. C17H33COOH kimyasal kapali formiiliiyle
gosterilen bu yag asidi doymamis yag asitlerinin en 6nemlisi olarak kabul edilir.
Oleik asit molekiiliintin 9 ve 10. Karbon atomlar1 arasinda bir ¢ift bag bulunur. Acik
sar1 renkte ve hiicre zar1 yapisinda yeterince bulunan omega 9 serisinden 18 karbon
atomlu tekli doymamis yag asididir. Oleik asit, diger omega 3 ve omega 6
gruplarindan farkli olarak esansiyel degildir. Cilinkii insan viicudu tarafindan
sentezlenebilmektedir (Delgado ve dig., 2017). Suda ¢6ziinmeyen oleik asit, alkol
icersinde az miktarda eter ve organik ¢oziiclilerin ¢ogunda iyice ¢oziliniir. Doymamis

yag asidi oldugundan; katilma reaksiyonlar1 verir.

COOH

COOH COOH
Polar
head

r Nonpolar
tail

Cis ij

double

Cis
w: ) bond double
bonds
Stearic acid Oleic acid Linoleic acid
Melting point 69°C Melting point 13°C Meclting point =5°C

Sekil 1.10 : Oleik asidin yapisal goriintiisii (Fidanct, 2009).
Saghga olan etkileri

a) Tekli doymamis yag asidi olarak yiiksek tansiyon riskini azaltmaya yardimci
olur.

b) LDL(koti kolesterol)ii diisiirerek kalp ve damar hastaliklarina kars1 koruma
yapti81, yapilan arastirmalarla tespit edilmistir.

c) Seker hastalarinin insiilin ihtiyacinin azalmasina yardimei olur.

d) Kanser tiirlerine kars1 koruyucu etki yapmaktadir (Gargaud, 2011).

HAMLET-BAMLET iiretim yontemleri
Kismen katlanmig veya "erimis kiire" (MG) haline getirilmis a-LA, asidik pH

degerinde veya notr pH degerinde proteine bagli kalsiyumun giderilmesi ve orta
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derecede 1sitmasi ile elde edilmesi ¢esitli teknikler ve yaklasimlar vasitasiyla analiz
edildigini bildirmektedir. MG durumu, ‘’native-like’’ bir ikincil yap1 ve genel olarak
“’native-like’” kivrima sahip olmasi ile karakterizedir, ancak dogal protein i¢in tipik

olan amino asit yan zincirlerinden yoksundur (Fontana ve dig., 2013).
a-LA-oleik asit kompleksi olusturmak icin genelde iki yontemden faydalanilir:

A) Protein ve OA'nin dogrudan karistirilmasi

Protein ve OA birlesiminin direk karistirma yoluyla yapilmasinin basarili bir 6rnek
olmayacagindan bahsedilse de; protein ve OA'nin oda sicakliginda dogrudan
karigtirma yani sira alkalin kosullarda 1sitma altinda veya ytiksek siirtiinme kosullar
altinda karistirma ile ilgili bir¢ok 6rnek vardir. Yapilan bir calismaya gore ‘’native’’
a-LA'nin 50-60 °C'lik 1s1 muamelesiyle agilmasi, OA'nin proteine baglanmasini
saglamig, hatta bu yap1 i¢cin EDTA gibi bir kalsiyum selat maddesine ihtiyag
duyulmamuistir. Genel olarak, hazirlama yontemine bakilmaksizin, ortaya ¢ikan OA-
komplekslerinin sitotoksitesinin kolonla hazirlanan HAMLET veya BAMLET'e
benzer oldugu gosterilmistir (Fontana ve dig., 2013).

a-Lactalbumin Oleic acid

Sekil 1.1 :. A-lactalbumin (a-LA) ve oleik asit (OA, C18: 1, cis-A9) arasindaki kompleks olusumunun sematik goriintisii. N-
ucundan (mavi) C-ucuna (kirmizi) kadar gokkusagi renkleriyle renklendirilmis kisim, proteinin 123 kok zincirini gosterir.
Protein-Ca?+ iyonu baglantis1 kirmizi bir top olarak gosterilmistir. Asp82, Asp87, Asp88 yan zincirlerini ve Lys79 ve Asp84'iin
karbonil oksijenlerini igeren dogal holo-proteinine Ca*+ baglanir. Protein, dort distlfiir kopriisii (Cys6-Cys120, Cys28-Cys111,
Cys61-Cys77 ve Cys73-Cys91) ihtiva eder. Bir selat maddesi kullanilarak holo-protein igerisindeki kalsiyumun giderilmesi ile
yag asidi baglayabilen proteinin kismen katlanmis veya "erimis globiil(kiirecik)" halini alir (Fontana, ve dig., 2013).
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B) Kolon Prosediirii

HAMLET ( BAMLET vb.), a-laktalouminde bagli halde bulunan Ca?+ 'yi ¢ikararak
ve iyon degistirme siitununda oleik asit’e maruz birakarak iiretilir. Svensson, M., ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada kolon dolgu malzemesi oleik asit ile karistirilir ve
apo-o-LA ile muamele edilir (Svensson ve dig., 2000). Bu durumda, Ca?+
salinimiyla indiiklenen o-LA'nin yapisinin OA'nin baglanmasim1 destekledigi
bildirilmistir (Fang, 2014). HAMLET( BAMLET vb.), yag ve protein kompleksi
olarak ayrilir ve kismen katlanmis durumda kinetik olarak sikigsmis bir protein
karakteristigine sahiptir. Cozeltide saf bilesenler karigtirilarak aktif kompleksin
tiretilmesi miimkiin degildir (Fast, 2005). Kolon prosediiriiniin diger varyantlari,
kismen 1s1yla denatiire edilmis dogal holo a-LA'nin kullanimi, bunu takiben bir OA

iceren kolon ile muamele edilmesi ve kromatografi uygulamasini icermektedir.

1.2 Enkapsiilasyon Teknolojisi

Enkapsiilasyon, bir materyali mikro ve nano pargaciklar biciminde kaplamak icin
benzersiz bir yol saglayan ve hizla genisleyen bir teknolojidir (Fang & Bhandari,
2012). Bu teknolojide, bir madde (aktif madde) baska bir madde igerisine sokularak
nanometre (nano kapsiilleme), mikrometre (mikrokapsiilleme) veya milimetre
skalasinda parcaciklar iiretilir (Ray ve dig., 2016). Ayrica kati, sivi ve gaz
formundaki aktif maddeler kaplanir ve kapsiiller igerisinde tutulmasi saglanarak ¢ok
kiiciik bir madde ya da bir ingrediyen korunur, belirli kosul ve hizlarda salinimi
saglanir (Wang ve dig., 2011). Kapsiilleme yoluyla olusturulan pargaciklarin boyutu,
makro (> 5000 um), mikro (1.0-5000 pm) ve nano (<1.0 um) olarak
siiflandirilabilir (Fang, Z., & Bhandari, B. 2012).Kaplanan malzeme literatiirde
“aktif(active)”, “0z(core)”, ’fill”’, “’internal’’ veya “’payload’’ gibi isimler alirken,
kaplamada kullanilan malzeme ise ‘“kabuk(shell)”, “tasiyicit (carrier material)”,
“wall(duvar)’’, “’coating’’, “’external phase’’, “’matrix’’, veya “enkapsiilant” olarak
adlandirilir (Devi, N., ve dig., 2017). Son yillarda, biyopolimer kapsiilleme tabanli
teknolojilerdeki gelismeler, farmasotik, gida, kozmetik, tarim, elektronik ve
molekiiler tan1 uygulamalar1 gibi bir¢ok 6nemli alanda gelisme saglamistir (Devi ve

dig., 2017).
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Gida endiistrisinde  enkapsiilasyon uygulama nedenlerini asagidaki  gibi

Ozetleyebiliriz (Ray ve dig., 2016):

1) Enkapsiilasyon, kaplanan materyalin dig ortamina (6rnegin, 1s1, nem, hava ve 1s1k)

kars1 reaktivitesini azaltarak onu bozunmaya kars1 koruyabilir,
2) Buharlagma veya ¢ekirdek malzemenin dig ortama aktarim hizi azalir, gecikir,

3) Orijinal malzemenin fiziksel 6zellikleri degistirilebilir ve islenmesi daha kolay

hale getirilebilir,

4) Uriin zamanla yavasca veya belirli bir noktada serbest birakilacak sekilde (yani,
dogru zamanda ¢ekirdek malzemelerin birakilmasini kontrol etmek icin) 6zel olarak

hazirlanabilir,
5) Cekirdek malzemenin lezzeti maskelenebilir,

6) Cekirdek malzemeye ¢ok az miktarda gerek duyuldugunda seyreltilebilir, ancak

yine de ana materyalde homojen bir dagilim elde edilir,

7) Aksi takdirde birbiriyle reaksiyona giren bir karisim i¢indeki bilesenleri ayirmak

i¢in kullanilabilir olmalidir.

8) Cesitli prosesler ve iiriin depolanmasi sirasinda meydana gelebilen kotii aroma ve
koku olugumu, {iriiniin yapisinin bozulmasi, enzim aktivitesindeki kayiplar, bu
nedenle olusabilecek fonksiyonellik kayb1 azaltilabilir ya da engellenebilir (Carneiro,
ve dig., 2013).

Kaplama materyalinin sahip olmasi gereken 6zellikler asagidaki gibidir (Desai &
Park, 2005):

1. Yiiksek konsantrasyonda iyi reolojik 6zellik gdstermeli ve kolay is kabiliyetinde

sahip olmal..

2. Aktif maddeyi dagitma veya emiilsiyon yapma ve iretilen emiilsiyonu stabilize

etme Ozelligine sahip olmall.
3. Proses sirasinda aktif 6z materyali ile kimyasal olarak etkilesimde bulunmamali.

4. Aktif malzemeyi isleme veya saklama sirasinda yapisinda tutabilme ve

sizdirmazlik kabiliyetine sahip olmall.
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5. Kurutma veya diger desolventikasyon kosullar1 altinda kapsiilleme islemi sirasinda
kullanilan solvent veya diger malzemeleri tamamen bosaltma yetenegine sahip

olmali.

6. Aktif malzemeye g¢evre kosullarina (6rn. oksijen, sicaklik, 151k ve nem) karsi

maksimum koruma saglamali.

7. Coziiciiniin ¢oziiniirliigii gida endiistrisi i¢in kabul edilebilir olmalidir (6rn. su ve

etanol).
1.2.1 Enkapsiilasyon yontemleri

Kapsiilleme yontemlerini karakterize ederek siralayacak olursak: 6z materyalinin
ince damlaciklar haline getirilip bir polimer igerisine karistirilir ve segilen teknige
gore katilastirilir ya da kati halde bulunan toz pargaciklar akigskan yatakta karistirilip
kaplama ¢ozeltisi piiskiirtiiliir. Bu amacla uygulanan fiziksel yontemler: piiskiirtmeli
kurutma (spray drying), piskiirtmeli sogutma (spray cooling/chilling), akiskan
yatakli kaplama (fluidized bed coating), ekstriizyon (extrusion), santrifiij siispansiyon

ayirma (centrifugal suspension separation), dondurarak kurutma (lyophilization),

kokristalizasyon ve emiilsiyon olusturma (cocrystallization and emulsion) iken
fizikokimyasal yontemler: koaservasyon (coacervation), lipozom ile kaplama
(liposome entrapment) ve kimyasal yontemler: Ara yliz polimerizasyonu ve

kapsayict kompleksleme (inclusion complexation) olarak siralanabilir (Gokmen,

2012).

Piiskiirtmeli kurutma

Piiskiirtmeli kurutma, gida endiistrisinde en eski ve en yaygin kullanilan kapsiilleme
teknigidir. Yontem, bozunma/oksitlenmeye karsi koruyarak yag lezzetini saglamak
ve stvilan tozlara doniistiirmek i¢in gida endiistrisinde 1950'lerin sonlarindan beri
kullanilmaktadir (Se, 2004). Genelde hava olan sicak bir kurutma gaz akimina, bir
akiskanin atomize edilerek piiskiirtiilmesi ve kuru bir toz haline donistiiriilmesi
prensibine dayanan bir tekniktir (Sosnik & Seremeta, 2015). Teknik, esnek ve
sireklidir, ancak daha da onemlisi ekonomik bir islemdir. Dondurarak kurutma ile
karsilagtirildiginda, piskiirterek kurutma yonteminin maliyeti 30-50 kat daha
ucuzdur (Gharsallaoui & Chambin, 2007). Kullanilan kapsiillestiricilerin yaklasik
%80-90"1 piiskiirterek kurutmadan olusuyorken, geri kalani ¢cogunlukla piiskiirtme-

sogutma, dondurarak kurutma, eriyik ekstriizyon ve eriyik enjeksiyon ile
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hazirlanmaktadir (Nedovic ve dig., 2011). 40 um'den kiiciik ve iyi kalitede
pargaciklar iiretilebilir. Bu 6zellik, nihai {iriinlerin duyusal ve dokusal 6zellikleri i¢in
arzulanmaktadir. Sprey kurutucularin gida endiistrisinde kullanimi yaygin olmakla
birlikte, bu teknigin birgok dezavantaji vardir; ekipmanin karmasikligi, kurutma
bolmesindeki diizgiin olmayan kosullar ve partikiil boyutunu kontrol etmekte
karsilagilan sorunlar bunlara 6rnek olarak verilebilir. Piskiirterek kurutma
teknolojisinin bir diger sinirlamasi, su i¢inde kabul edilebilir bir seviyede ¢oziinmesi
gereken kapsiilleyici maddenin tiiridiir. Gida endiistrisinde hemen hemen tiim
puskiirtme kurutma prosediirleri sulu formiilasyonlardan gergeklestirilir ve tipik
duvar malzemeleri arasinda akasya gum’i, maltodekstrinler, hidrofobik olarak
degistirilmis nisasta ve bunlarin karisgimlar1 bulunur. Aljinat, karboksimetilseliiloz,
guar gum ve peynir alt1 suyu proteinleri, soya proteinleri ve sodyum kazeinat gibi
proteinler gibi diger polisakkaritler de kapsiillestirici maddeler olarak kullanilabilir

(Estevinho & Rocha, 2017).

Mikrokapsiilasyonda piiskiirtme-kurutma isleminin uygulanmasi {i¢ temel asamay1
icerir: Islenecek dispersiyonun veya emiilsiyonun hazirlanmasi, dagilimin
homojenlestirilmesi ve kiitlenin kurutma odasina atomizasyonu (Gharsallaoui &
Chambin, 2007). Bununla birlikte, Liu, W., ve dig., islemin piyasada bulunan
atomizasyon sistemlerini sprey olusturmak icin kullanilan enerjinin tiiriine gore
siniflandirilmigtir. Bunlar: basing piiskiirtiiciileri, santrifiij atomizori, Kinetik enerji

pliskiirtiiciisii ve sonik enerji atomizasyonudur.

Drying Atomizer
gas —>
Do Liquid feed
ooooo
Drying ©
chamber
=> Exhaust
gas
| S
'Il Cyclone

Dry particles
collector

Sekil 1.12 : Geleneksel pliskiirterek kurutma ekipmani ve prosesinin diyagrami
(Sosnik & Seremeta, 2015).
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Piiskiirterek kurutmada calisma sekli, acik dongli veya kapali dongii olabilir.
Bunlardan birincisi, kurutma devresinde tekrar dolastirilmayan kurutma gazi olarak
havay1 kullanirken, ikincisi, kurutma islemi odasinda yeniden isleme sokulan inert
bir gaz (6rn., Azot) tiim islem boyunca kullanilir. A¢ik dongii konfigiirasyonu, daha
maliyet-etkin ve istikrarli oldugu i¢in ¢ogu durumda tercih edilir. Bununla birlikte,
kapali ¢evrim modu, patlayict gazlarin  karnstirllmasint ve oksijene duyarl
maddelerin manipiile edilmesini onlemek i¢in kullanilir. S1vi atomizasyon yoniine
gore sekillenen kuru gaz akis yonii i¢in ise iki olasilik vardir: es zamanh akis (aym
yonde) ve ters akim akist (ters yonde) (Sekil 1.3.). Birinci durumda, nihai iiriin en
soguk havayla temas halindedir, bu nedenle 1s1ya duyarli malzemelerin kurutulmasi
i¢in tercih edilir. Ikinci durumda, kuru iiriin en sicak havayla temas halindedir ve bu
nedenle sicakli§a duyarli malzemelerle kullanilamaz, ancak yiiksek termal verimlilik
acisindan istenir. Buna ek olarak, es akim ve kars1 akim arasinda karigik akigh ara

yapilandirmalar da vardir (Gharsallaoui & Chambin, 2007).

A Atomization B Atomization
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Sekil 1.13 : Piiskiirterek kurutucu (A) es akim akis1 ve (B) kars1 akim akis1 semast.
Tam satirlar s1vi atomizasyonunu, kesikli ¢izgiler ise kurutucu gazi temsil etmektedir
(Sosnik & Seremeta, 2015).
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Koaservasyon

Koaservasyon, bir polimer ¢06zeltisinden kaplama maddesinin bir sivi fazinin
ayrilmasimi ve ardindan bu fazin asili ¢ekirdek (6z) pargaciklarimin etrafinda
muntazam bir tabaka halinde kaplanmasini igerir. Daha sonra kaplama katilasir.
Genel olarak, parti-tipi koaservasyon islemleri li¢ asamadan olusur ve siirekli

calkalama altinda gerceklestirilir (Fang & Bhandari, 2012):
1. Ug birbirine karismayan kimyasal fazin formasyonu

2. Kaplamanin ¢okelmesi

3. Kaplamanin katilagsmasi

[lk asamada, bir siv1 iiretim tasiyict fazi, bir cekirdek (6z) malzeme fazi ve bir
kaplama materyali fazindan olusan ti¢ fazli bir sistem, dogrudan ekleme veya yerinde
ayirma teknigi ile olusturulur. Dogrudan ekleme yaklasiminda, ¢oziilmeyen
mumlarla kaplanmig maddeler, karismayan ¢ozeltiler ve ¢oziilmeyen sivi polimerler;
diger iki sathayla karigmadigi ve sivilastirilabildigi siirece, dogrudan sivi iiretim
araglarma ilave edilir. Yerinde ayristirma tekniginde, bir monomer, sivi tasiyici

icinde ¢oziiliir ve ardindan ara yiizde polimerize olur (Desai & Park, 2005).

Koaservasyon basit ve kompleks olarak iki sinifa ayrilir. Basit koaservasyon sadece
bir polimer tipini icerirken kompleks koaservasyon bir ¢esit polimer ve iki ya da
daha fazla cesit zit iyonik yiiklii polimer icerir. Bu teknik 1950 yilinda National
Cash Company tarafindan karbonsuz kopya kagidi imalati i¢in gelistirilmistir (Fang
& Bhandari, 2012)

Adjust Spray
pH1o 4.5 drying
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Sekil 1.14 : Basit bir koaservasyonla aroma ugucularinin kapsiillenmesinin sematik
diyagrami (Fang & Bhandari, 2012).
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Sekil 1.14°te proteinin duvar materyali olarak kullanildigi ve faz ayrimimin pH
ayarlamas1 ile elde edildigi basit koaservasyon ornegi goriilmektedir. Basit
koaservasyon i¢in diger duvar malzemeleri arasinda jelatin, gliadin, karajenan, soya
proteini ve polivinil alkol bulunur. Bununla birlikte, gida sanayindeki koaservasyon
tekniklerinden ¢ogu, heparin / jelatin, jelatin /karboksimetilseliiloz, B-laktoglobulin /
gum akasya ve guar sakizi / dekstran gibi kompleks sistemlerdir ve en ¢ok incelenen
ve 1yl anlasilan koaservasyon sistemi muhtemelen jelatin / akasya gum’i

sistemidir.(Fang & Bhandari, 2012).

Kapsiillenmenin kullanimi i¢in karmasik koaservatlara kuvvetli bir ilgi vardir ve son
otuz yilda bildirilen bir¢ok arastirma ortaya cikmistir ve g¢esitli aktif ajanlar
kapsiillemek igin yeni biyopolimer sistemlerin sentezi, karakterizasyonu ve
optimizasyonu lizerinde durulmustur. Koaservasyon genellikle aroma yaglarinin
enkapsiilasyonunda kullanilsa da (Se, 2004), protein-polisakkarit kompleksleri ve
koaservatlar, fizyolojik siireclerde ¢cokca yer alan biyopolimer ciftlerinden biridir ve
mikro ve nano kapsiilleme islemleri gibi 6nemli endiistriyel uygulamalar bulmaktadir

(Devi ve dig., 2017).

1.2.2 Kaplama materyali olarak kullanilan pektinin 6zellikleri

Pektinler, 6zellikleri ve kompleks yapisi nedeniyle hiicre duvar1 polisakkaritlerinin
en yogun olarak incelenen gruplarindan biridir ve bir¢ok farkli kimyasal bag ile
birbirine baglanmis ¢ok sayida farkli monosakkaridden olusur (Mierczy ve dig,
2017). D-galakturonik asit (GalA) bakimindan zengin olan ve 6nemli miktarlarda L-
ramnoz (Rha), D-arabinoz (Ara) ve D-galaktoz (Gal) ve bunlarla birlikte 13 farkli
monosakkarit iceren polimerlerden olusur (Nagash ve dig., 2017). Galakturonik
asitlerin belirli bir boliimiinde metil esterlesmesi meydana gelir. Galakturonik
asitlerde meydana gelen esterlesme, esterlesme derecesi (DE) veya metoksillenme
derecesi (DM) olarak bilinmektedir. Esterlesme deresi (DE) 50 degerinin iizerinde
olan (DM > 50%) pektin, yiiksek metoksilli (HM), esterlesme derecesi (DE) 50
degerinin altinda olan (DM < 50%) pektin, diisiik metoksilli (LM) olarak
degerlendirilir. LM pektinler amidlendirilmis (LMA) veya amidlendirilmemis
(LMNA) olarak da kendi i¢inde ikiye ayrilirlar.
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YWilksek esterlesme dereceli pektin (2675)
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Sekil 1.15 : Yiiksek esterlesme dereceli pektin, diisiik esterlesme dereceli pektin ve
amidize pektin (Meyve Sebze Isleme Teknolojisi, Hacettepe Universitesi Yayinlari).

Yiiksek metoksil pektinleri diisitk pH (asidik) ve yiliksek seker igerigi bulundugu
durumlarda jellesir. Bu kosullar disinda yalnizca agdali bir ¢ozelti olusturabilir.
Diger taraftan diigiik metoksil pektinleri kalsiyum ile birlikte jellesir, diisik pH
(asidik) ya da yiiksek katilik kosullar1 gerekmez (Guo ve dig., 2017). Pektin genel
tanimlamasinda, molekiiliin tim uzunlugu boyunca 'piiriizsiiz' ve 'sagakll' bolgelerin
birbirini izledigi belirtilmistir. Pektin'in yaygin olarak kullanilan endiistriyel
kaynaklar arasinda elma posasi, turunggil kabuklar1 ve seker pancar1 posasi yer alir

(Nagash ve dig., 2017).

Sacakh bdlge (%% 10-40)
w-1,2 —baglanmis
L-arabinanlar

o-1-L-RAM 2-
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a-1,4 —badlanmis galakturonik asit
1 | Arabinegalaktan

Tip I1

=

B-1,3-1-56-badlanmis

Sekil 1.16 : Pektin yapisinin sematik gosterimi (Acar, 2005).
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Pek ¢ok calisma, pektin'in kolesterol diisiirme etkisini, serum glikozunda meydana
getirdigi diislisli ve anti-kanser aktivitelerini incelemis ve kanitlamistir. Pektin ayni
zamanda, yapiskan bir jel olusturma ve kolestrol ve safra asitlerini baglama,
bosaltimini arttirma ve yeniden emmeyi azaltma o6zelliklerinden kaynaklanan
kolesterol disiiriicti etkiyi tiiretir. Kolestrol absorpsiyonu, safra tuzlari, fosfolipidleri
ve yag asitleri tarafindan olusturulan misel olusumunun bozulmasiyla daha da
engellenir. Viskozite, molekiil agirligt (MW) ve esterifikasyon derecesi (DE)
pektinin kolestrolii diisiirme yetenegini belirler. Giinde 12-24 g pektin tiiketimi
tizerine LDL-C' nin (lowdensity lipoprotein cholesterol) % 13'linde azalma goriiliir.
Yiiksek hidrofobik siibstitiisyon derecelerine sahip pektinlerin (¢oziniirligii yiiksek
Olciide esterifiye edilmis), diisiik c¢oziiniirliklerinden 6tiirii, plazma kolesteroliinii

daha etkili bir sekilde diisiirdiikleri bilinmektedir (Naqash ve dig., 2017).

Bilindigi gibi, yiiksek metoksillenmis pektinler, asidik ve yiiksek seker kosullarinda
suya direngli jeller olusturabilir, ancak Ca* 2 ile ¢apraz baglanmasi giictiir. Ca* 2 gibi
iki degerli katyonlarin, Ca* 2 ve galakturonat arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvveti
nedeniyle pektin jellesmesini 6nledigi iyi bilinmektedir. Bu nedenle, 6ncelikle pektin
nanofiberleri i¢in Ca* 2 gapraz baglanma yontemi diistiniilmistiir. Ancak yiiksek
metoksilenmis pektinler igin Ca* 2 ‘yi ¢apraz baglamanin iki agidan sinirlar1 olmasi
beklenmektedir (Cui ve dig., 2017): (1) HP daha az karboksilat iyonu igermesi
nedeniyle diisiik ¢apraz baglanma kabiliyetine sahiptir (Liu, 2017; Cui ve dig.,
2017). (2) Ca* 2 iletimli iyonik birlesme ag1 elektrostatik kuvvetle desteklendiginden,
fizyolojik ortamlarda Ca* 2 ve monovalent iyonlar (6r. Na +, K +) arasindaki iyon

degisimi nedeniyle ¢okelme olabilir (Cui ve dig., 2017).

Sekil 1.17 : Limon kabugundan elde edilen pektinin SEM goriintiisii (Gtlizel, 2017).
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Yag sindirim profili, sistemde bulunan pektin molekiili ile iligkilendirilip
incelendiginde; yag sindiriminin derecesinin, molekiil agirligi ve metoksilasyon
dercesi arttik¢a azaldigi goriilmiistiir. Metoksilasyonlarin artmasi, molekiiliin genel
hidrofobikliginde bir artisa neden olmus ve negatif gruplarin sayisini azaltmistir.
Artan kutupsuz gruplar, safra tuzlarimin hidrofobik etkilesim ile baglanmasina yol
acar, dolayisiyla yag damlaciklarinin yiizeyleri ile etkilesime girme yeteneklerini
azaltir (lipaz adsorpsiyonunu inhibe eder)-(Mierczy ve dig., 2017;Cui ve dig., 2017).
Ayrica Farkli 6zelliklere sahip suya dayanikli pektin nanofiberleri, ilag verme, doku
rejenerasyonu ve biyomedikal uygulamalar i¢in biiylik potansiyel barindirmaktadir

(Cui,ve,dig.,2017).

29






2. MATERYAL METOT

2.1 Materyaller

Deneyler siiresince kullanilan siit (Pmar marka) numuneleri Istanbul’daki
marketlerden temin edilmistir. Numuneler alindiktan kisa bir siire sonra prosediiriin
ilk asamasi olan a-laktalbumin i¢in isleme alinmis liyofilizasyon sonrasi diger

islemlere kadar -18°C’de saklanmustir.

Kimyasallar ve diger materyaller

Kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta kullanilmistir. Turunggil kabugundan
elde edilmis ve yiiksek amitlenmis pektin (HMP>50% DE) Cargill (Saint Germain
en Laye, FRANCE) firmasindan, elma suyu (Dimes), Oleik asit (C:18:1:9), Molar
Kimya (istanbul, TURKIYE) firmasindan ve Tris-HCL, EDTA, sodyum azide,
sodyum asetat trihidrat, sodyum sitrat, asetik asit, sodyum hidroksit, hidroklorik asit,
potasyum Kkloriir, pepsin, pankreatin kimyasallari, a-laktalbumin standardi Sigma-—

Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

2.2 Metotlar

2.2.1 Siitten a-laktalbumin eldesi

Siitten a-laktalbumin eldesi iglemi i¢in Pettersson, ve dig. (2006) uyguladig1 yontem
model almmistir. Islem icin dncelikle 1 litre siit’e 264g amonyum siilfat eklenmis, 4
°C’de gece boyunca bekletilmistir. Ardindan 4200rpm/ 30 dak. / 12 © C degerlerinde
santrifiijlenmistir. Elde edilen c¢ozeltiye 50 mM Tris-HCL ve 35 mM EDTA
eklenmis pH sodyum hidroksit ile 7.5’a ayarlanmistir. Flag kromatografiye (bkz.
Sayfa 36 ) gonderilen numunenin ilk yikamasi pH 7.5’daki 50mM Tris-HCI ve 1mM
EDTA ile yapilmistir. Ikinci yikama icin pH 7.5 degerindeki 50mM Tris-HCI ve
ImM CaCl2 kullanilmigtir. Ornek ardindan liyofilize (Alpha 1-2, Christ) edilmistir.
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2.2.2 BAMLET eldesi

Kamijima ve dig. (2008) uyguladig1 yontem baz alinarak, ilk énce 210 pM fosfat
tamponlu tuz (PBS) hazirlanmistir. Tamponun pH s1 sodyum hidroksit ile 7.5’a
ayarlanmistir. a-laktalbumin tampona eklenmistir. Belirli bir oranda oleik asit ilave
edilmis, 6rnek 50-60 °C aralifinda 15 dakika 1sitilmistir. Santrifiijlenen (4000rpm,
25° C, 15 dak.) ornekten liyofilize edilerek (Alpha 1-2, Christ) sonraki agsama igin -
18°C’de saklanmistir. FElde edilen BAMLET proteinine UPLC uygulamasi
yapilmustir.

2.2.3 BAMLET proteini validasyonu

HPLC yontemi ile validasyon uygulamasinda; metanol-fosfat tamponu (70:30 h/h)
mobil fazi, 1.0 ml dak™ kolon akis hizi, 10 pl enjeksiyon hacmi ve (5 pm, 25 cm x
4.6 mm) Ozelliklere sahip kolon kullanilmigtir. 280 nm dalga boyuna sahip UV
dedektorle analiz gergeklestirilmistir (The United States Pharmacopeial Convention

2009; Ciltas, 2014).

2.2.4 UPLC analizi ile a-laktalbumin ve BAMLET’in tanimlanmasi

Analitik UPLC ayrimlar1 i¢in SPD-MI10A fotodiyot dizilimi dedektorii (PDA) ile
donatilmis Shimadzu LC-10A cihazi (Kyoto, Japonya) kullanildi. Geri-fazl
kromatografi, giivenlik muhafazasi C18 ODS (4 x 3.0 mm i.d) ile donatilmis Sum
pargaciklar (teknokroma, Barcelona, Ispanya) ile paketlenmis 250 x 4.6 mm
Kromasil 100 C-18 kolonu ile gergeklestirildi. Grafik, He-gazdan arindirilmis ¢oziicii
ile olusturuldu. Farkl: eliisyon kosullarinda uygulanan ¢oziiciilerden ¢oziicii A,% 0.1
formik asit ihtiva eden H20 ve ¢oziicii B, MeCN’idi. Ayrilma, % 5 A ile baglayarak
% 95 e ulasincaya kadar dogrusal bir gradyan uygulandi ve ardindan 5 dakika %
20'den % 95'e kadar A ¢oziiciisii ile lineer gradyan uygulandi. Akis hiz1 0,5 mL.min
' ve calisma sicakligt 40°C olarak secildi. Enjeksiyon hacmi 10 uL idi.
Kromatogram 280 nm'de (bamlet ve a-laktalbumin) kaydedildi.

2.2.5 BAMLET proteininin pektin ile koaservasyonu

Koaservasyon i¢in ilk asamada %0.02(w/w) oraninda sodyum azide igeren (Neill ve
dig., 2014) %I1(w/v)’lik BAMLET c¢ozeltisi ve ardindan %]1(w/v)’lik pektin
(HMP>50%) c¢ozeltisi su ile hazirlanmistir. Koaservasyon BAMLET ve pektin

soliisyonlarinin istenen pH ve oran araliklarinda vortekslenerek karistirilmasiyla
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gerceklesti. Bunun i¢in dncelikle istenen pH araligina getirilen soliisyonlar belirli sira
ile falkon tlipline yerlestirildi ve BAMLET proteini damla damla tiipe alindi.
Ardindan 6rnege ultrasound uygulamasi yapilmistir (Ach, 2015; Cilek, 2012).

En uygun pH degerini bulmak ig¢in farkli pH araliklarinda (pH 2-8 araligi) ve 1:1-
protein: pektin oram ile koaservasyon gerceklestirilmistir. lkinci asamada; O1-O8
(karisim oranlarinin kodlarini ifade eder) Protein: Pektin oranlari ile pH3 degerinde
tekrar koaservasyonlar yapildi. Ardindan bulaniklik, zeta ({) potansiyeli ve partikiil
boyutu Ol¢limii yapildi. Koaservatlar1 kurutmak icin laboratuar tipi piiskiirtmeli
kurutucuda kullanildt (BUCHI Mini Sprey kurutucu B-290, BUCHI Labortechnik
AG, Ingiltere). Siispansiyonlar, oda sicakliginda 0.5 L / h'lik bir besleme hizinda
puskiirtiile-kurutucuya pompalanir ve 140 © C'lik bir giris sicakliginda ve 90 ° C'lik
bir ¢ikis sicakliginda kurutuldu. Kurutulan tozlar hava gecirmez kaplarda -18 ° C'de

saklandi.

2.2.6 Partikiil boyutu ve zeta ({) potansiyeli uygulamasi

Her bir numune icin (pH 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 6, 7) 0.250 pl 6rnek 50 ml(5:100)
oraninda seyreltme yapilmistir suya eklenerek zeta ({) potansiyeli ve partikiil boyutu
Olciimii yapilmistir. Zeta potansiyel degerleri, zeta potansiyeli dinamik 151k sagma
aract ile 25 °C'de tglii olarak Olgiilmistir (Malvern Zetasizer Nano ZS,

Worcestershire, Ingiltere) .

2.2.7 Bulaniklik analizleri

Biyopolimer ¢6zeltilerinin bulanikligi, floresan detektorii (Jasco, FP-4025) ile analiz
edildi. Numuneler (4 ml) ekipmana yiiklendi ve maksimum sogurma ortam

sicakliginda 218 nm'de dl¢iildii. Olgiimler iiger defa yapild.

2.2.8 SEM uygulamasi

Belirlenen numuneler igin piiskiirtmeli kurutucu uygulamasi yapildi. Piiskiirtmeli
kurutma islemi yapilmis numuneler ve BAMLET Quanta FEG 250 SEM cihazinda;
4000% ve 16.000x kat yaklastirma ile, 5 kV artan voltajli yliksek vakumda

incelenmistir.

33



2.2.9 Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

BAMLET proteininin koaservasyon verimini hesaplamak i¢in Flas kromatografi
kullanilmistir. Flag kromatografi sistemine numune yiikleme i¢in "kati numune
yiikleme teknigi" uygulanmistir. Kurutulan bilesik silika tozuna yiiklendi ve ekstrakt,
evrensel Rf car-tridge (Teledyne Isco, Lincoln, USA) cihazina aktarildi. Kullanilan
flas kromatografi sistemi, C18 ters fazli (Teledyne Isco, Lincoln, ABD), 13g
RediSep® 4x sistemine sahip bir Combi Flash Rf cihazidir ve daha sonra analitlerin
ayrilmasi i¢in yiikleme yontemi uygulanmis, bunun i¢in C-18 kartus kullanilmistir.
Hareketli faz A, suda iginde % 0,1 trifluoroasetik asit ve mobil faz B asetonitril
icinde % 0,1 trifluoroasetik asitten olugsmaktadir. Caligsma stiresi, 10 mL / dk’lik bir
akis ile 20 dakika stirmiistiir. Egim % 0 B'den-% 100 B'ye gradient olarak devam
ettikten sonra 4 dakika lineer akis saglanmistir. Fraksiyon toplanmasi, 280 nm'deki
absorbansi Ol¢mek suretiyle gergeklestirildi. Tim dalga boylarindaki ortalama
emilim 280 ila 400 nm arasinda degisti. Miimkiin olan en yiiksek saflik, maksimum
absorpsiyon tepe noktasinin merkezini temsil eden fraksiyon (fraksiyon basina 3 mL)

absorbanslari olarak kaydedildi.

Etkin madde yiikleme ve kapsiilleme etkinliginin yiizdesi dolayli yontemle
Ol¢iilmiistiir (Tran, 2015). BAMLET yiiklemesi miktari, siipernatant igindeki kapsiil
icine alinmamis BAMLET miktarinin HPLC (Flas kromatografi) analizi ile
Ol¢iilmesiyle belirlendi. BAMLET, yiiksek kapsiilleme verimliligine sahip pektinlere
basartyla yiiklenmistir.

% Koaservat Verimi = @* 100 (2.1)

r, BAMLET in baslangi¢ absorbansi; ¥, koaservati olusturulmus BAMLET ¢d6zeltisi
igindeki serbest BAMLET absorbansi.

2.2.10 BAMLET, pektin ve koaservatin FTIR spektrumlarinin edinilmesi

BAMLET ve pektin stok soliisyonlarinin yam1 sira BAMLET-pektin koaservati
dondurularak kurutulduktan sonra, numuneler FTIR GX Sistemine (Perkin-Elmer,
Shelton, CT, ABD) cihazinda analiz edilmistir. Tiim spektrumlar, 200 cm™! ile 4000
cm™! arasinda degismistir (Huang ve dig., 2012).
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2.2.11 BAMLET/pektin koaservatinin termal 6zelliklerinin diferansiyel

taramah kalorimeri ile belirlenmesi (DSC)

Koaservatlarin  termal oOzellikleri, diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC)
kullanilarak incelendi. BAMLET, pektin ve BAMLET-pektin koaservat tozlarinin
denatiirasyon sicaklik araligi (ATd), pik denatiirasyon sicakligi (Td) ve denatiirasyon
entalpisi (AHd), DSC (DSC-028 Mettler Toledo Inc., Columbus OH) kullanilarak
tespit edildi. Oncelikle pektin ve BAMLET numunesi dondurularak kurutuldu.
Koaservat ise piiskiirterek kurutulmus hali ile kullanildi. Her bir 6rnekten yaklagik 5
mg, bir aliiminyum pan igine tartild1 ve hermetik olarak kapatildi. Bos bir pan ise
referans olarak kullanildi. Numuneler 5 °C / dakika'lik bir 1sitma hizinda 40 °C'den
200 °C'ye 1sitildi. ATd, Td ve AHd ilgili yazilim kullanilarak hesaplandi. Olgiim
boyunca nitrojen tasfiyesi uygulandi (Huang ve dig., 2012).

2.2.12 Dielektrik ozelliklerin belirlenmesi

Besleme soliisyonlariin dielektrik sabiti Agilent ENA Series Network Analyzer,
ABD tarafindan 25°C' de ii¢ tekrarl olarak olgiildii. Cozeltilerin dielektrik sabitleri
30 Mhz - 3 Ghz gibi genis bir frekans araliginda arastirildi.

2.3 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Minitab 17.3.1 (Minitab Inc., A.B.D) istatistik programiyla, ii¢
tekrarli olarak gerceklestirilen deneylerin sonuglart kullanilarak tek yonlii varyans
analiziyle (ANOVA) yapildi. Tiim 6rneklerin ortalamalar1 arasindaki ve 6rneklerin
de kendi icinde, sadece kefire katilarak olusturulan gruplamalarin ortalamalar

arasindaki farkliliklar Tukey testiyle % 95°lik giiven araliginda incelendi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Optimizasyon Asamasinda Yapilan Olciimler

3.1.1 UPLC verileri ve kiitle denkligi

Alfa-laktalbumin
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Sekil 3.1 : o — Laktalbumin UPLC kromatogram goriintiisii (280 nm).

a -LA'nin kromatogrami, 25.658. dakikada biiyiik bir pik ¢ikardi. Elde ettigimiz

proteinin standart o — Laktalbumin ile karsilagtirilmis ve ayni oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.2 : BAMLET’in UPLC goriintiisii (280 nm).
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Sekil 3.3 : BAMLET olusumunun sematik gosterimi (Tolin ve dig., 2010).
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Referans ornekte, BAMLET olusumu sirasinda yan tarafta olusan kiimelesmeler
(Sekil 3.4.) bizim numunemizde de gdzlenmistir. BAMLET ve oleik asit birlesimi ile
yanlara dogru genisleyen goriintii gértiilmiistiir. Oleik asit, pepsin ve pankreatin ile
okside olan peptitler ile dimerlesme egilimindedir. Bu yiiksek molekiil agirlikli
polimerlerin olustugunun gostergesidir. Peptitlerin ¢apraz baglarimin oksidasyona
ugramis ve yeni bir molekiiler yap1 olusumustur. Ayrica oleik asit ile ilgili bir pik
gorilmemesi ortamda c¢apraz bag yapmamis bir molekiilin kalmadigim

gostermektedir (Jiang ve dig., 20017; Tolin ve dig., 2010).

Cizelge 3.1 : BAMLET iiretim stireci.

Materyal Materyal Miktari Elde Edilen Uriin
Siit (Inek) 1000 g 1.297g o — Laktalbumin
a -Laktalbumin 1.297¢g 8.31839 g -ara islem

Ara islemden
3.891 g BAMLET (1:2 orani; 1.297 gr

grkan _ o
a — Laktalbumin, 2.594q oleik asit)

a-Laktalbumin 8.31839 ¢

Protein olmayan azotlu maddeler siitten elimine edildiginde (%4.8) geriye kalan
kisim proteinlerdir (%95). Bu kismin %80’i kazein, %12’si albumin, %2’si globulin
ve %2.4’1 proteoz-peptondur. 1 litre siitten ortalama 1.2 g o — Laktalbumin elde

edilmistir. Miktar literatiir ile desteklenmistir (Giir ve dig., 2010).

Kiitle denkligi
Cizelge 3.2 : o — Laktalbumin kiitle denkligi.
Materyal Alikonma Olgiim Yiikseklik ~ Konsantrasyon  Alan (%)
stiresi absorbansi(nm) (ng/g)
25,62 280nm 46201 12152 99,52
o— 25,39 280nm 45369 12428 99,36
Laktalbumin 25,43 280nm 45963 12584 99,08
25,26 280nm 45523 12640 99,81
Ortalama 25,43 45764 12451,0 99,44
0,02<20 0,84<20 0,31%<20
%RSD 1,76<20 (uygun)
(uygun) (uygun) (uygun)

*Veriler asil degerlerdir + relatifstandart sapmalar1 ve ortalama degerleri tabloda gosterilmistir (n=4).
Veriler arasinda istatistiksel olarak Onemli derecede fark bulunamamistir (p < 0,05). (1

mikrogram/gram (pg/g) = 1 ppm ve 0.0001 % = 1 ppm).
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a — Laktalbumin igeren dort tekrarli enjeksiyon ve sonuglar1 Cizelge 3.2°de
Ozetlenmistir. Testin %RSD degeri; pik alani, yiikseklik ve alikonma siiresi i¢in
%’2den diisiik ¢ikmistir. Bu bize Olgiimiin ¢ok 1iyi tekrarlanabilirliinin ¢ok iyi
oldugunu gostermektedir (< %20 olan degerler uygun olarak kabul edilir, Gida

Laboratuar1 & Rehberi n.d ). Dolayisiyla, gelistirilen yontem iyi bir hassasiyet

gostermistir.
Cizelge 3.3 : BAMLET kiitle denkligi.
Materyal ~ Alikonma Olgiim Yiikseklik Konsantrasyon  Pik alam
siiresi  absorbansi(nm) (ng/g) (%)
36,54 280nm 98263 30236 99,41
280nm
BAMLET  36:48 99210 31371 99,27
36,22 280nm 98371 30643 99,3
36,25 280nm 98054 31496 99,73
Ortalama 3 37 984745 30936,5 99,43
%RSD  0,03<20 0,52%<20 1,18%<20  0,21%<20
(uygun) (uygun) (uygun) (uygun)

*Veriler asil degerlerdir + relatifstandart sapmalar1 ve ortalama degerleri tabloda gosterilmistir (n=4).
Veriler arasinda istatistiksel olarak Onemli derecede fark bulunamamigtir (p < 0,05). (1
mikrogram/gram (ug/g) = 1 ppm ve 0.0001” % = 1 ppm).

BAMLET igeren dort tekrarli enjeksiyon ve sonuclar1 Cizelge 3.3’de 6zetlenmistir.
Testin %RSD degeri; pik alani, yilikseklik ve alikonma siiresi i¢in %’2den diisiik
cikmigtir. Bu bize O6l¢limiin ¢ok iyi tekrarlanabilirliginin ¢ok iyi oldugunu
gostermektedir (< %20 olan degerler uygun olarak kabul edilir, Gida Laboratuar1 &

Rehberi n.d ). Dolayisiyla, gelistirilen yontem iyi bir hassasiyet gostermistir.

Dogrusallik ve arahk
25, 50, 100 ve 200 mg.mL ™ 'lik kalibrasyon standart ¢ozeltileri hazirland1 ve

gelismis yontem kullanilarak analiz edildi. Elde edilen zirve alanlar1 konsantrasyona
gore ¢izilmis ve dogrusallik en az kare regresyon yontemi ile hesaplanmistir.

Sonuglar Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’de 6zetlenmistir.
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3.1.2 BAMLET proteininin gecerlilik testi (Validasyonu)

BAMLET proteininin validasyonu, kalibrasyon egrisine karsilik gelen BAMLET
proteini derisimlerinin elde edilmesi, gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 ve

yontemin dogrulugu ve kesinliginin belirlenmesi esasina dayanmaktadir.

Dogrusal aralik ve kalibrasyon egrisi

0.01-0.25 pg.ml ™' g/ml derisim aralifinda BAMLET c¢d6zeltilerinin derisimlerine
karst okunan pik alan degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde
edildi (Ek A).

Standart cozeltilerin hazirlanmasi

BAMLET ’in metanol i¢inde 100 pg.ml ™" derisimde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok
cozeltiden belirli hacimde alinip metanol ile seyreltilerek 1 pg.ml ™ deris imlerde
BAMLET standart c¢alisma ¢Ozeltisi hazirlandi.  Yilkksek basingli  sivi
Kromatografisinde (HPLC) standart ¢ozeltinin kiitle spektrumu ve kromatogrami
alind1 (EK A/Sekil A.1).

HPLC yonteminin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirastyla 0.01 pg
ml 7' ve 0.02587 pug ml 7! olarak bulundu. Yontemin dogrulugu ve kesinligi deney
degiskenleriyle belirlendi. BAMLET ’in kalibrasyon egrisi icine diisen dort farkl
derisimde hazirlanan cozeltilerinin pik degerlerinin li¢ kez okunmasiyla ¢aligsma
gerceklestirildi. Okunan degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi.
Yontemin kesinligi ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata
ile Tablo 3.4’de verildi.

Cizelge 3.4 : HPLC yonteminin dogruluk ve kesinlik degerleri.

Eklenen (ug ml-1) Bulunan#std. % bagil hata % BSS
sapma
0,0225 0,023+0,001 2,2 4,3
0,050 0,051+0,001 2,0 1,0
0,100 0,099+0,0005 -1,0 0,5
0,200 0,20+0,002 -0,00 1,0

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda

istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamigtir (p < 0,05).
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Geri kazamim

Gida preparatlarindan geri kazanim g¢alismalar1 standart ekleme yontemi ile yapildi.
Siit ve elma suyu preparatlarinin sirasiyla 0.05 ug.ml ' deris imlerde ¢ozeltileri
hazirlanarak pik alani okundu. Sonra bu c¢ozeltiler lizerine BAMLET in 3 farkli
derisimdeki standart ¢ozeltisi eklendi ve pik alanlar1 belirlendi. Belirlenen pik alan
degerleri ayn1 derisimdeki standart ¢ozeltilerinin pik alan degerleriyle kiyaslanarak

sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 3.5.’de verildi.

Cizelge 3.5 : HPLC yontemiyle belirlenen gida preparatlarinin geri kazanim

degerleri.
Preparat Eklenen Bulunan+std. Geri kazanim % BSS
(ngmi=1) sapma (%)
b 0,05 0,049+0,001 98 2,04
i}

0,1 0,098+0,00023 99,77 0,23

(0.05 pg ml™)
0,2 0,2003+0,0003 100,15 0,14
0,05 0,049+0,001 98 2,04

Elma suyu

0,1 0,099+0,00022 99,78 0,22

(0.05ug mI™ 1)
0,2 0,2019+0,00032 100,16 0,15

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda
istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamustir (p < 0,05).

BAMLET proteini validasyonu i¢in; HPLC cihaz1 verilerinden elde edilen, yiizde
bagil standart sapma ve bagil hata degerleri yaklasik olarak % 4.3’den kiiciik
oldugundan dolay1 gelistirilen HPLC yonteminin kesinligi ve dogrulugunun oldukca
yiiksek oldugu sdylenebilir. Ayrica gelistirilen yontemin gida preparatlarindan geri
kazanim degerleri de oldukg¢a yiiksektir. Gida preparatlarindan elde edilen geri
kazanim degerleri % 98.0 ile % 100.16 arasinda oldugu belirlendi. Elde edilen bagka
bir avantaj da teshis limiti ve miktar tayin smiri1 degerlerinin oldukg¢a kiigiik
olmasidir. Bu nedenle ilag endiistrisinde kalite kontrol ¢alismalarinda HPLC yontemi
basariyla uygulanabilir. Bunun disinda BAMLET proteinin gegerlilik testi
(Validasyonu), dogrusal aralik, kalibrasyon egrisi, gozlenebilme siniri, tayin alt
sinirl, dogrulugu, kesinligi ve geri kazamim degerleri ile basarili bir sekilde

belirlenmistir.
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3.1.3. Partikiil boyutu

Cizelge 3.6 : BAMLET proteininin partikiil boyutu degerleri.

pH degerleri Partikiil Std sapma
boyutu (nm)

2 208,03 4,086

2,5 210,1 0,564
3 212,5 3,026

3,5 250,8 2,454
4 278,83 6,431

4,5 335,6 1,997
5 350 2,016
6 529 11,650
7 816,7 8,098

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda

istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamistir (p < 0,05).

Literatiirde BAMLET proteininin partikiil boyutlar ile ilgili bilgiler mevcuttur. Elde
ettigimiz sonuglar ile benzerlik gostermektedir (Delgado ve dig., 2015).

BAMLET proteini partikiil boyutu
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Partikiil boyutu (nm)
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pH degerleri

BAMLET proteini

Sekil 3.4 : BAMLET proteininin farkli pH araliklarinda dl¢iilen partikiil boyutu
degerlerinin grafiksel gdsterimi.
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Cizelge 3.7 : BAMLET-pektin koaservatin farkli protein: pektin oranlarinda ve pH3
degerinde Olciilen partikiil boyutu degerleri.

Farkl1 protein: Partikiil Std sapma
pektin oranlari boyutu (nm)

01 230,5 2,154

02 208,03 1,951

03 218,1 2,272

04 2125 3,026

05 249,9 1,619

06 238,77 2,150

o7 198.3 1,868

08 235,5 1,877

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalan ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda
istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamistir (p < 0,05).
Ultrasound uygulamasmin partikiil biiyiikliigli lizerine etkisi olmustur. Uygulama

stiresi arttikca partikiil biyiikligi kiigiilmektedir (Cilek., 2012).

3.1.4 Zeta () potansiyeli

BAMLET
Farkli pH degerleri icin BAMLET proteininin zeta potansiyeli degerleri Cizelge 3.8
ve Sekil 3.7°de yer almaktadir.

Zeta potansiyelinin asil 6l¢iim amaci kolloidal stabiliteyi tahmin etmek ve partikiiller
aras1  interaksiyonlarin  incelenmesini  saglamaktir.  Olusturulan  partikiil
siispansiyonlarinda topaklanmay1 tahmin etmek i¢in gayet uygundur ve partikiillerin

elektriksel itme gii¢clerinin bir dl¢iisiidiir denilebilir (Babaei, 2010).
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Cizelge 3.8 : BAMLET proteini zeta ({) potansiyeli degerleri.

pH degerleri Zeta Std sapma
degerleri(mV)

2 42,86 2,413

2.5 38,5 3,651
3 27,96 1,222

35 -3,77 0,230
4 -9,92 0,401

4.5 -35,46 0,929
) -50,6 1,02
6 -68,06 2,2
7 -84,83 1,501

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda

istatistiksel olarak énemli derecede fark bulunamamustir (p < 0,05).

BAMLET proteini icin daha once Olcililmiis bir zeta () potansiyeli degeri

bulunmamaktadir.

Zeta Potansiyeli
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pH degerleri

——BAMLET proteini

Sekil 3.5 : BAMLET proteininin farkli pH araliklarinda 6lgiilen zeta potansiyeli
degerlerinin grafiksel gdsterimi.
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Pektin

Cizelge 3.9 : Pektin zeta ({) potansiyeli degerleri.

pH degerleri Zeta (C) potansiyeli Std sapma
degeri(mV)
2 -1,89 0,180
2.5 -17,1 0,458
3 -27,73 0,208
35 -30,46 0,529
4 -31 1,610
4.5 -32,33 1,721
5 -39,4 2,291
6 -52,36 1,001
7 -55,6 1,119

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalar ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda

istatistiksel olarak onemli derecede fark bulunamamistir (p < 0,05).

Pektin zeta potansiyeli degerlerinin literatlir’e uygun oldugu goriilmiistiir (Jones ve

dig., 2010).

BAMLET-pektin

BAMLET-pektin zeta potansiyeli degerleri

40
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pH degerleri
——Pektin BAMLET

Sekil 3.6 : BAMLET proteini ile pektin’in farkli pH araliklarinda 6lgiilen zeta
potansiyeli degerlerinin grafiksel gosterimi.
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Elde edilen zeta potansiyeli degerleri ile olusturulan Sekil 3.8’de goriildiigii gibi en
uygun pH araligi pH3’iir. pH 4.5 degeri ve sonrasi i¢in her iki materyalde negatif
degerde oldugu icin koaservasyon ger¢eklesemeyecektir. Ancak pH3 degerinde
BAMLET proteininin pozitif degeri ile pektinin negatif degeri uyum gostermis,
koaservasyon icin gerekli olan molekiiller arasi1 ¢ekim gerceklesmistir. Bu asamadan

sonra en iyi protein: pektin oranini bulmak i¢in deneye devam edilmistir.
BAMLET: pektin koaservati

Cizelge 3.10 : Farkli pH degerleri-sabit protein: pektin (1:1) oranindaki zeta ({)
potansiyeli degerleri.

pH degerleri Zeta (£) potansiyeli Std
degeri sapma
2 2,74 0,290
3 -17,63 1,724
4 -27,6 2,981
5 -34,33 4,162
6 -32,23 2,809
7 -43,86 1,908
8 -51,7 5,106

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda

istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamistir (p < 0,05).

Cizelge 3.11 : Farkl1 protein: pektin oranlari, sabit pH (pH3) icini zeta ()
potansiyeli degerleri.

pH degerleri Zeta (€) potansiyeli Std
degeri(mV) sapma
01 -31,3 0,464
02 -29,1 0,452
03 -31,4 0,549
04 -31,2 0,503
05 -31,6 0,435
06 -31,5 2,463
o7 -25,4 0,600
08 -30,1 0,435

*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3). Veriler arasinda
istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamigtir (p < 0,05).
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Farkli pH degerleri i¢in pH 2 degerinin pozitif olmasi (¢izelge 3.10) BAMLET
proteinini pozitif degerinin +42,86 iken pektinin bunu karsilayacak kadar fazla
negatif yiikte olmamasindan kaynaklanmaktadir. pH4 ve sonrasi i¢in negatif degerin
giderek artmasi ise molekiillerin yiiklerinin ikisinin de negatif degerler

kazanmalarindan ve bu degerin artarak devam etmesinden kaynaklanir.

Koaservat zeta potansiyeli
O T T T T T T T 1
5 01 02 03 04 O5 06 O7 08
210
(7]
g -15
3
e -20
N -25
A
-30 S
-35
BAMLET:pektin orani
BAMLET:pektin koaservati

Sekil 3.7 : BAMLET-pektin koaservatinin farkli protein: pektin oranlarinda ve pH 3
degerinde Olgiilen zeta potansiyeli degerlerinin grafiksel gosterimi.

Koaservat zeta potansiyeli
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Sekil 3.8 : BAMLET-pektin koaservatinin farkli pH araliklarinda ve 1:1 protein:
pektin oraninda 6lgiilen zeta potansiyeli degerlerinin grafiksel gosterimi.
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3.1.5 Bulamiklik goriintiileri

Sekil.3.9 : Farkli pH degerleri ve sabit protein: pektin (1:1) oranlarinda ki
koaservatlar i¢in bulaniklik goriintiisii.

Sekil 3.10 : Farkli protein: pektin oranlar1 (O1-O7) ve sabit pH (pH3) i¢in
koaservatlarin bulaniklik goriintiisii.
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Ortamin pH degeri, biyopolimerlerin yiik yogunlugunu ve koaservasyonun kuvvetini
kuvvetle etkiler (Huang ve dig., 2012). Farkli pH degerlerinde olusturulan koaservat
icin pH 2 degerinde acgikca faz ayrimi goriilmektedir. Bu pH degerinde pektin ve
BAMLET proteini zit yiiklii oldugu halde, proteinin yiikk yogunlugu c¢ok daha
fazladir. Diger pH degerlerinde koaservat verimi elde edilmis gibi goriinse de pH3
degerinden sonra izoelektrik noktasina yaklasan (pH4) protein i¢in koaservat verimi

diismektedir ve bu noktadan sonra ortamda negatif yiik (-) yogunlugu mevcuttur.

pH 3 degerinde OS5 protein: pektin karisimi en diisiik koaservasyon verimine sahiptir
(%54,3). Koaservatin gorselinde goriildiigii gibi protein-pektin arasinda ¢6ziinebilir
komplekslerin olusmasi nedeniyle yalnizca biraz bulaniklik meydana gelmistir. O7
protein pektin orani ise en yiiksek koaservat verimine sahiptir (%80,6). Yogun
bulaniklik goriilen koaservatta, protein-pektin arasinda kuvvetli molekiiller arasi
etkilesim meydana gelmistir ve ¢oziinmez kompleksler olusmustur. Bu nedenle
¢oziinmez kompleksler olusturan pargaciklar birikmis ve daha bulanik bir yapi

meydana gelmistir. Bu da koaservasyon verimine etki etmistir (Wijaya ve dig.,

2017).

3.1.6 Koaservasyon icin optimum pH’min belirlenmesi

PH, fonksiyonel gruplarin iyonizasyon derecesini ve yiiklii pargalar arasindaki
elektrostatik etkilesimin giiclinii kontrol ettigi i¢in, koaservasyon siirecinde en
onemli rolii oynamaktadir. Koaservatlarin fiziko-mekanik ve termal ozellikleri
katilan polimerler arasindaki etkilesimin derecesine gore yonetilir, ¢ilinkii etkilesimin

giicli onemlidir (Gee ve dig., 2016).

BAMLET ve Pektin soliisyonlar1 1M HCl veya 1M NaOH kullanilarak 2.0 ila 7.0
arasinda degisen farkli pH degerlerine ayarlandi. Bu farkli pH degerleri igin;
BAMLET-Pektin karigik soliisyonlarmin ve kompleks silispansiyonlarin fliioresans
detektorii (Jasco, FP-4025) ile bulaniklik degerleri analiz edildi. Siispansiyonlarin
emilmesi 218 nm'de 6l¢iildii. En yiiksek 151k emiliminin gerceklestigi pH degeri veya
araligi, kompleks koaservasyon i¢in optimum pH olarak kabul edildi. Tekrar bu pH
araliginda; zeta potansiyel degerleri, Zeta potansiyeli, dinamik bir 151k sagma araci ile
25 °C'de iiclii olarak dl¢iildii (Malvern Zetasizer Nano ZS, Worcestershire, Ingiltere).

Toplanan veriler 15181inda optimum pH degeri belirlendi.
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Farkli pH degerleri i¢in en uygun pH araliginin arandig1 analizde, ¢okme gozlenen
pH2 degeri uygun degildir. Diger degerler uygun bulunsa da BAMLET proteini
doniim noktasindan (pH 3.5) sonra eksi (-) deger almaya baslamis ve bu da
koaservatin yiikiinlii gittikce artan oranda eksi(-)’ye yonelmesine neden olmustur.
Yani en uygun deger BAMLET ve pektin molekiillerinin esit ve zit yiike sahip
oldugu pH 3 degeridir. Ayrica en iyi bulaniklik absorbanst ve bulaniklik iizerinden
hesaplanan enkapsiilasyon verimi (%72,2) bu degerde gézlenmistir. Bu durum SEM

gorintiileri ile de desteklenmistir.

BAMLET:Pektin Koaservatinin pH Optimizasyonu
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Sekil 3.11 : BAMLET; Pektin koaservati i¢cin pH degerine kars1 yiizde verim ve
bulaniklik degerleri.

3.1.7 Koaservasyon icin optimum BAMLET/Pektin kiitle oraninin belirlenmesi

Koaservasyon siirecinde, BAMLET-Pektin karistirma orani énemli bir faktordiir.
Karigimda bulunan en yiiksek sayida BAMLET ve pektin molekiilii, en yiiksek

miktarda koaservat verimi liretmek i¢in birbirleri ile etkilesime girebilir olmalidir.

Bunun ger¢eklesmesi igin BAMLET-Pektin kiitle orani1 dikkatle secilmelidir.
Optimum BAMLET/Pektin kiitle oranlari, BAMLET veya Pektin molekiillerinin
daha yiiksek oranlarinda tepkimeye girmemis (komplekslesmemis) olarak kaldigi ve

daha sonra denge fazina kayboldugu ve kompleks koaservatin daha diisiik verimle
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sonuglandig1 oran anlamina gelir (Gee ve dig., 2016). Optimum pH'da (optimum
bulaniklik gozlendigi pH degeri) optimum BAMLET/Pektin orani, bu iki polimer
arasindaki en yiiksek etkilesimi ve en yiiksek koaservat verimi elde etmek icin
benimsenmistir. Bu amagla, O1-O8 (oran 1l-oran 8) olmak iizere 8 farkl
BAMLET/Pektin orani kullanilmigtir. Farkli protein: pektin oranlarinda elde edilen

en yiiksek koaservasyon etkinligi oram1 %80,6 ile O7 (oran 7) protein: pektin

oranidir.
BAMLET:pektin koaservatinin kiitle oram optimizasyonu
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Sekil 3.12 : BAMLET; Pektin koaservati i¢in kiitle oranlarina kars1 ylizde verim ve
bulaniklik degerleri.
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3.1.8 SEM goriintiileri

'ﬂ t V 7HF‘N JE—T, pm ———

©4/20/2017 | mag O | spot | HV ’
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‘71/"270—/270—177v mag [] sprotr HV pressure 7 .7 WD HVFW
11:59:14AM | 8000x | 40 | 2.00kv | 80Pa |LFD |84 mm | 51.8 ym NABILTEM
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Sekil 3.14 : BAMLET in 8000 x kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisi.
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Sekil 3.15 : BAMLET: pektin koaservatinin 4000 x kat biiytitiilmiis SEM
gorintiisi(pH3 ve O7 orani).
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Sekil 3.16 : BAMLET: pektin koaservatinin 16000 x kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii
(pH3 ve O7 orani).
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3.1.9 Enkapsiilasyon etkinligi (EE)

Literatiirle BAMLET proteininin kapsiillenmesi ile ilgili bir veri mevcut degildir.
Cizelge 3.12-ve Cizelge 3.13 BAMLET proteininin kapsiilleme verimliligini
gostermektedir. Cizelge 3.12 BAMLET: pektin koaservatinin farkli pH degerlerinde
kapsiilleme verimini gosterirken, Cizelge 3.13 en iyi verim elde edilen pH degeri
(pH3) i¢in; farkli oranlarda kapsiillenen BAMLET: pektin kaoservatinin verim
degerlerini gostermektedir. Kapsiilleme verimi (%), BAMLET proteininin baslangic¢
absorbansi ile koaservat icindeki serbest BAMLET proteinin farkinin, BAMLET

proteininin baglangi¢ absorbansina boliimiiniin 100 ile carpimiyla belirlenmistir.

Cizelge 3.12 : Farkli pH degerleri i¢in koaservat verimi.

pH A B %Verim
2 0,392+0,003  0,218+0,008 44,5
3 0,396+0,002  0,108+0,005 72,7
4 0,416+0,004  0,203+0,018 51,3
5 0,406+0,001  0,214+0,015 47,3
6 0,460+0,070  0,289+0,100 37,2
7 0,437+0,040  0,296+0,004 32,4
8 0,433+0,036  0,301+0,008 30,6

A: BAMLET in baglangi¢ absorbansi; B: koaservati olusturulmus BAMLET ¢ozeltisi i¢indeki serbest

BAMLET absorbansi.*Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3).

Veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamustir (p < 0,05).

Cizelge 3.13 : Farkli protein: pektin oranlarinda koaservat verimi

BAMLET: Pektin orani A B %Verim

01 0,396+0,002  0,129+0,017 67,2
02 0,396+0,002  0,097+0,017 75,5
03 0,396+0,002  0,146+0,012 63

04 0,396+0,002  0,125+0,004 68,2
05 0,396+0,002  0,180+0,009 54,3
06 0,396+0,002  0,173+0,008 56,2
o7 0,396+0,002  0,076%0,007 80,6
08 0,396+0,002  0,117+0,010 70,3

A: BAMLET in baslangi¢ absorbansi; B: koaservati olusturulmus BAMLET c¢ozeltisi igcindeki serbest

BAMLET absorbansi. *Veriler ortalama degerlerdir ve + standart sapmalari ile ifade edilmistir (n=3).

Veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli derecede fark bulunamamustir (p < 0,05).
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En yiiksek verim 80,6 ile O7 (Protein: pektin) arasinda gdzlenmistir. Daha 6nce
BAMLET iizerine benzer bir g¢alisma mevcut olmadigindan dolay:r kiyaslama

yapilamamaktadir.
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Sekil 3.17 : Farkli pH degerleri ve farkli protein: pektin oranlarina sahip koaservat
verimlerinin grafiksel gosterimi

3.1.10. BAMLET/pektin koaservatinin FTIR ozellikleri:
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Sekil 3.18 : BAMLET, pektin ve BAMLET-pektin koaservatin FTIR spektrumlari.
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BAMLET’in FTIR spektrumu (Sekil 15) emilim bandma gore, 1629 cm™ ! ‘deki
diisiis C=0 (serbest karboksil gruplari) gerilmesi nedeniyle diisiis ve 1536 cm™ N-H
biikiilmesi (amid II) nedeniyle yiikselisi ifade eder (Huang ve dig., 2012). 1598 cm™
‘deki pik amid Il (-NHs* gruplar) bagini ifade eder. BAMLET-pektin koaservati
1653 cm™ ve 1572 cm™! 'araliginda olusmustur, -COO~ve -NHs™ gruplar1 bu aralikta
titresim ile gerilmistir. ki biyopolimer arasindaki koaservasyon karbonil-amid
bolgesindeki FTIR'yi degistirmistir. -NH3* gruplart (1598 cm™' 'de) ve asimetrik
karboksil gruplarinin (—COO7); 1629 ve 1536 cm™! 'deki gerilme titresimleri sirasiyla
kaybolmustur, BAMLET (-COO™ ) karboksil gruplart ile pektin amin gruplari (-
NH;") arasindaki elektrostatik etkilesimi gostermistir. Ayrica, BAMLET-pektin
koaservat spektrumu yaklasik 3000 cm cm™! - 3600 cm cm™! aralifinda genis bir
bant gostermistir. Bu BAMLET ve pektininkine kiyasla giliglendirilmis bir hidrojen
bagi oldugunu gosterir. Ayrica, hidrojen baginin BAMLET ve pektin arasindaki
etkilesimde de rol aldig1 anlasilir. Elde edilen goriintii literatiir ile kiyaslanmis ve

ayni yapilar gozlenmistir (Andishmand ve dig., 2017; Huang ve dig., 2012).

Gozlenen diger baglar ise: 2867 cm™! 'de. C-H bagimin gerilme titresimine karsilik
gelmistir. 163 cm™ ! 'de asetillenmis birimlerin (-CONH2 gruplarinin) C = O
titresimine atfedilen karakteristik bir amid I bandidir. 1405 cm cm™! 'deki zirve, -OH
ve -CH'nin titresiminden kaynaklanmaktadir. 1058 c¢m™ ! 'deki bant, C-O-C'nin
simetrik gerilmesine karsilik gelir; 1075 cm™' 'de bantlar C-O gerilme titresimiyle

iliskilendirilmistir.

3.1.11 BAMLET/pektin koaservatinin termal 6zelliklerinin diferansiyel

taramali kalorimeri ile belirlenmesi (DSC)

Sekil 3.20. BAMLET, pektin ve BAMLET-pektin koaservatlarin DSC (TA
Instruments Q10) termogramlarini gostermektedir. Orneklerin, denatiirasyon sicaklik
araligt (ATd), denatiirasyon pik sicakligi (Td) ve denatiirasyon entalpisi (AHd)
termogramlardan belirlendi ve Cizelge 3.12.'de gosterildi. BAMLET in denatiirasyon
pik sicakligt ve denatiirasyon entalpisinin (Td=136.33°C, AHd=35.95 j/g);
puskiirtiilerek kurutulmus koaservatin, denatiirasyon pik sicakligi ve denatiirasyon
entalpisinden (Td=163.57°C, AHd=261.6 j/g) ¢ok daha diisiik oldugu gozlendi.
Piiskiirtiilerek kurutulmus ve koaservat haline getirilmis BAMLET proteininin

protein haline gore ¢cok daha termal oldugu, daha yiiksek tepe denatiirasyon sicakligi
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ve denatiirasyon entalpisi gosterdigi boylelikle daha direngli hale getirildigi ve termal
olarak stabilitesinin bu yolla arttirilabilecegi gozlendi (Gee ve dig., 2016). Ayrica
BAMLET in piiskiirtiilerek kurutulmus koaservat i¢indeki termal kararliligi, pektinin
termal olarak duyarli materyallerin kapsiillenmesi i¢in kullanilmaya elverisli
olacagina isaret etmistir. Bunun disinda puskiirtiilerek kurutulmamis BAMLET-
pektin koaservatinin (Td=157.6°C, AHd=104.3 j/g); piskiirtilerek kurutulmus
formuna gore daha az termal Ozellik gosterdigi ve daha disiik sicaklikta hal

degisimine ugrayarak denatiire oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.14 : BAMLET ve BAMLET-pektin koaservatlarinin denatiirasyon sicaklik
araligi (ATd), denatiirasyonun pik sicakligi (Td) ve denatiirasyon entalpisi (AHd).

Analitler ATd (°C) Td(°C)  AHd (J/g)
A 125.34-149.23 136.33 35.30
C 129.18-198.2 163.57 261.6
D 134.20-198.47 157.6 104.3

A: BAMLET, B: Pektin, C: BAMLET-Pektin koaservati (Puskiirtmeli kurutulmus), D: BAMLET-

Pektin koaservati (S1v1)

05
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== BAMLET
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Heat Flow (W/g)
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Sekil 3.19 : BAMLET, Pektin ve BAMLET- Pektin koaservati tozlarinin diferansiyel
tarama kalometrik (DSC) termogramlart.
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3.1.12 Dielektrik ozellikler

Cizelge 3.15 : a —laktaloumin, BAMLET ve BAMLET-pektin koaservatinin
dielektrik sabiti verileri.

Analitler Dielektrik sabiti (¢)  Dielektrik sabiti
30 Mhz’de (¢") 3 Ghz’de

A 16.59¢ +0.33 15.66¢+0.22

B 10.05° +0.05 9.81° +0.03

C 78.063* £1.3 76.42* £1.05

A: o -laktalbumin, B: BAMLET, C: BAMLET-pektin koaservati (pH 3, O7 orani). *Veriler ortalama degerlerdir
ve + standart sapmalar1 ile ifade edilmistir (n=3). Her kolonda {ist indis olarak ifade edilen harflerdeki
degisiklikler ortalamalardaki farklarin istatistiksel olarak énemli oldugunu gosterir (p < 0,05). Sayilarin yaninda

bulunan degisik harfler ise satirlar arasindaki farklarin 6nemli oldugunu gésterir (p < 0,05).

Dielektrik sabiti, solventin polaritesi i¢in bir Olgiittiir. Cozeltide daha biiylik bir
dielektrik sabiti olan solventin daha yiiksek bir net yiik yogunluguna sahip oldugu
diistiniilmektedir (Keun ve dig., 2004). BAMLET proteininin dielektrik sabiti (10.05
+0.05), diger tiim gruplardan daha diisiik bulundu (Cizelge 3.13). “’Dielektrik sabiti
yiiksek oldugunda, c¢ozeltideki net yiik yogunlugu yiiksek olduguna gére BAMLET
proteininin polaritesi daha az gelismistir. BAMLET proteinin polaritesinin, o —
laktalbuminin polaritesinden daha diisilk olmasmin sebebi hidrofobik gruplarin
yogunlugundan kaynaklanmaktadir. Yag asitleri baglanan molekiiliin bu yonde sonug
vermesi beklenen bir durumdur. Ayrica UPLC sonuglari ile karsilastirildiginda; ters
faz kromatografisine gore polar i1 daha diisiik olan BAMLET sistemden, o —
laktalbumin’e gore, daha ge¢ ayrilmistir. Koaservatin polaritesi(78.063 =+1.3)
incelendiginde digerlerinde 6nemli derecede farkli oldugu goriilmiistiir. Yani pektin
ile koaservat olusturma ¢ozeltinin polaritesini 6nemli derecede gelistirmistir. Ayrica
her bir 6rnek i¢in 30 Mhz’de ki degerler 3 Ghz degerindekilerden daha yiiksek
bulunmustur. Dislik frekansta dielektrik sabitinin keskin azalmasi polarite ile
aciklanir. Disiik frekanslarda dipoller uygulanan gerilimi takip eder ve dielektrik
sabiti polar bilesiklerin ara ylizeyleri ve elektrod polarizasyonlar1 nedeniyle yiiksek
olarak olgiiliir. Yiiksek frekanslarda kutupsal bilesikler, uygulanan voltajla hizalamak
icin yeterli zamana sahip degildir ve dielektrik sabiti diisiik bulunur (Sinha ve dig.,
2015). a —laktalbumin i¢in literatiire uygun degerler bulunmustur (Pitera ve dig.,
2001).

59






4. SONUC

BAMLET, tiimorisidal etkiye sahip bir proteindir. Siirdiiriilebilir bir bilesik olan
BAMLET kapsiillenebilir ve degerli bilesiklerin bozunmaya kars1 korunmasi,
biyolojik olarak erisilebilirligi ve kontrollii salimini gelistirilebilir. Proteinin
istenmeyen ¢evre kosullarina karsi savunmasi; basit, maliyet etkin ve yiiksek

kapsiilleme verimi elde edilebilen koaservasyon yontemi ile saglanmistir.

Calismanin amaci, pektin ile kapli HAMLET proteininin koaservasyon yontemi ile
kapsiillenmesidir. Bu amagla kaplama malzemesinin uygunlugu analiz edilmis
sonrasinda koaservat Ozellikleri incelenmistir. Ardindan koaservat verimi
kromotografik  yontemlerle arastirilmistir.  Sonuglar  pektinin  BAMLET
koaservasyonu i¢in uygun bir polimer oldugunu gdstermistir. Koaservatin yiikiiniin
negatif olmasi pektinin kaplama materyali olarak dig ylizeyde kalabildigini ve negatif
yiikiinii koaservatin yiikiine yansittigini gostermektedir. Koservat verimi i¢in en
uygun pH, pH 3 olarak belirlenirken; BAMLET: pektin-O7 w/v orani en iyi oran
(%80,6) olarak belirlenmistir. Bu pH degerinden sonra koaservat verimi hizla
diismistiir (pH 8: %30,6). Koaservat veriminin pH degisimi bize oral biyoyararlanim
icin istenen pH (pH3)’da saglandigim1 gostermektedir. Bu sayede midede
sindirilmeden ilerleyen BAMLET proteini bagirsaklarda kaplama materyalinden

ayrilmistir.

Pektinin piiskiirtiilerek kurutulmasi termal stabilitesini artirmistir. Bu ila¢ formuna
getirilirken maruz kalacagi ¢evresel kosullara karsi dayanimini arttirmistir. Ayrica

pektin BAMLET proteinini daha hidrofilik bir yapiya doniistiirmiistiir.

Yukaridaki veriler 1s18inda, BAMLET in pektin ile kaplanarak tiiketimi sirasinda
stabilitesinin  arttirilabilecegi ve viicut tarafindan  biyokullanilabilirliginin

arttirilabilecegi savunulabilir.
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EKLER

Ek A. HPLC yontem kalibrasyon egrisi
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Sekil A.1. HPLC yontem kalibrasyon egrisi
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