T.C.
HARRAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZIi

VISNE CEKIiRDEGI PROTEINININ FARKLI GLIKASYON YONTEMLERI

ILE TEKNOFONKSIYONEL OZELLIKLERININ GELISTIRILMESI

Merve AKALAN

GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI

SANLIURFA
2024



ICINDEKILER

Sayfa No

OZET ..o i
ABSTRACT ...ttt sttt ettt ettt a ettt il
TESEKKUR ...ttt ee et s e eeeeetes s e eeeeseseerseeeeenenns iii
SEKILLER DIZINI......ouiiiiiiiiiiieiiieie et v
CIZELGELER DIZINT ...ttt v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI.......ccooiiiiiiiiieiiiicieee e vi
LUGIRIS oottt 1
2. ONCEKI CALISMALAR .......oooiitiieiiieiieieieee ettt 4
2.1 PIOTEINICT. ..ottt ettt ettt sttt ettt st be st eneen 4
2.1.1. BitKiSEl PrOt@INICT ...c..vevieiieiieiit ettt sttt ettt e s esbeenseenbesnsesnnenes 5

2.2, VISNE (PrURUS CEFASUS LL.) cvviiieiiiiiiieiieseeeie ettt e ette st eteeteesbesaesseesaaesseesseessesssesssassaesseensens 6
2.2.1. Visne ¢eKirde@i ProteiNIeri ......c.cccverierieriieiieieeieeteseesee st eteereereeteesseesseeseessesssesssesseeses 8

2.3. Proteinlerin Teknofonksiyonel Ozellikleri ve Gida Endiistrisinde Kullanimi...................co........ 9
2.3, 1. COZUNUITTK ..ottt ettt et sae et e e s v e e eaaeesaaeeeaseeeareenaseesaneenenes 9
2.3.2. SU tULMA KAPASTLEST +..veeueeenieeiieeiieetieteete ettt ettt ettt ete et e bt et e enaeeneesneesneenneeneeeneeens 10
2.3.3. Yag baglama KapasiteSi.......coueeueeruiertieiieieeiieeiesite et et eeee st e st et et enaeeneeseeesaeesaeeeeeneeens 10
2.3.4. KOPUK OIUSTUIINA ....oueiiiiiiii ettt ettt et ettt e saeesaeeneeeneeene 10
2.3.5. EMUISTIIKASYON ..ouviiiiiiieie ettt ettt ettt et s see e 11

2.4. Bitkisel Proteinlerin ModifikaSyOnu...........cocueeiiiiiiiiiieieee et 12
2.4.1. Maillard r@aKSTYOMU . ......cccui ittt ettt sttt ettt ettt et et e e e nteeseeseeesaeeseeeneeeneeens 17
2.4.1.1. Maillard reaksiyon MeKaniZmasl.........c..ccervverreeriieriieiieeienienieieesesaesenesaeesseesseensenns 18

2.4.1.2. GIKASYOM ...eevieiieiieeii et etteettete et ettesteesteesseesaeesseessesssesseesseesseessesssesssesssesseesseansenns 20
2.4.1.3. GlIKaSYON YONEMICTT ....eeeviiiiiiieiieieeie e see st et e et e eteesteebeessessaesseesseeseesseennees 21
2.4.1.3.1. Islak 1s1tma ile lIKASYON ....ccvieiiiiiiiieiieieecie et 22

2.4.1.3.2. Mikrodalga destekli gliKasyon ............ccevveriieviieiieiinieieeie e 23

2.4.1.3.3. Ultrases destekli glIKaSYON .........cccevverieriieriieiieiieieeeeieeie e eve e sie e e 25

2.5. Bitkisel Proteinlerin Endiistriyel Uygulama Alanlart...........ccoocovieiiiiiiiinineiceeeeee e 28
2.5.1. Bitkisel protein bazli et analoglart ..............ccoeieiiiiieiieii e 28
2.5.2. Et analoglart Giretim teKniKIeri ........c.oeiuieiirieiieiiee e 30
2.5.2.1. Dondurarak yaptlandirma teKniGi..........ccoververuieriieiieiieieeieseee e 31

3. MATERYAL Ve YONTEM ......oooiiiiiiiiiieiieiieeiceece et 33
T LY -1 1<) 7 | PSS 33
3.2 YOMEIM. ..ttt st ettt sa e e ettt ettt e 33
3.2.1. Visne g¢ekirdegi proteininin GZUtIENMEST .........cceerveeeiiiciiiieiierie et 36
3.2.2. Maillard konjugatlarinin Gretimi............c.ocvveeierierieecieiieieeseesie e eee e eeeesreesre e esseseneeeas 38
3.2.2.1. Islak 1sitma glikasyon ile Maillard konjugatlarinin Gretimi ...........ccocevevenenenceneenee. 38

3.2.2.2. Mikrodalga destekli glikasyon ile Maillard konjugatlarinin Giretimi...........c.cceceeueenee. 38

3.2.2.3. Ultrases destekli glikasyon ile Maillard konjugatlarmin Gretimi ..........c.ccceceeeernennee. 39

TR TN T 1§ 2 (< PSS 40
3.3.1. Maillard konjugatlarinin glikasyon derecesi..........ccevuerurrierienienieieeieeeeseee e 40
3.3.2. Fourier doniisiimlii kiz1l6tesi spektroskopisi (FTIR) ......cccvevievieiieiiieieeieieeeeee e 41
3.3.3. Taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) gOTUNtGIETi......ccccerinrirererieeiinieninenceeeceiens 41
3.3.4. Protein ve Maillard konjugatlarinin fizikokimyasal 6zellikleri .........cc.ccocevenenininnceicnnns 42
3.3.4. 1. SU AKEIVITEST ... ettt ettt ettt ettt ettt 42

330420 RENK oottt 42

3.3.4.3. Y1gin yogunlugu ve sikistirilmig y18in yogunlugu ........cccceeeveevviinieenieenieenieeeveeene. 42

3.3.4.4. Hausner orant ve Carr indeksi.......c..ocevivininiiiiiiiiniiniccecceceneese e 43

3.3.4.5. NemM MIKLATT c.eviiiiiieiiiiiiie ettt s s 43

3.3.5. Termal kararlilik analizi (TGA) ......cveecuiiioiieeiieeiie ettt et eeeeeaeesbaeeaee e 44
3.3.6. Protein ve Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel 6zellikleri .........c.ccoceveninincreenens 44
3.3.6.1. COZUNUIITK ....eovvieieeieeie ettt sttt ettt et e e eseennesneeens 44

3.3.6.2. SU tUMA KAPASTEESI....eeuvertirtiriirtiriieiietentente sttt ettt sttt ettt sbe e eneen 44

3.3.6.3. Yag baglama Kapasitesi .......ccceeereeierieniinieniiniiniteitetentete sttt ettt st 45



3.3.6.4. Kopiik olusturma kapasitesi ve Stabilitesi .......ccccevrverierienieniiiieeierieiceeee e 46

3.3.6.5. Emiilsiyon aktivitesi Ve Stabilitesi......cccccuerieriierieriieiierierieeie et 46
3.3.6.6. StabIlite KAISAYIST ..eeveruieiiieriieiieieeteeteeieeseeteeteeteseesteesaeesseesaesssesseessaensesnsesssesnnesens 48
3.3.6.7. Santriflij COKIME OTANT........ccuiiiieiieieeieeieeete et eteseeseeesaeeaeeseeseaessaesseesseenseesnesneennas 48
3.3.7. Protein ve Maillard konjugat emiilsiyonlarinin fiziksel stabiliteleri............cccccvevververnnnnne. 49
3.3.7.1. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkli sicakliklarin etkisi...........ccoecverierierieerieesiennne. 49
3.3.7.2. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkli pH degerinin etkisi..........ccecvvvverierieerersiennnne. 49
3.3.7.3. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkli tuz konsantrasyonlarimin etkisi ............ccccceeee.... 49
3.3.7.4. Emiilsiyonlarin stabilitelerine dondurup-¢6ziindiirmenin etkisi............cccceevereenenne. 49
3.3.7.5. Optik mikroskopi ve parcacik boyutu analizi.........cccccereereeneiiienienienieneeeee e 50

3.4. Protein ve Maillard Konjugatlarindan Kéfte Analogu Uretimi.............ccco.ovovueveicveveccieeecnan 50
3.5. Kofte Analoglart ANAlIZICTi.........eoiuiiiiiiiiii e e 52
3.5.1. Fizikokimyasal analiZICT............ccuerieriiriieierieieieeie ettt et esae e seee e 52
TR T I\ B e 4 PR PRRRRR 52
3.5.1.2. Protein MIKEATT ..c..eeueiiiiiiiieite ettt sttt ettt et 52
TR T R 1 5 I (<7 PSSR 52
35 LA RENK ettt ettt bbbttt 52
3.5.1.5. Morfolojik Yapt (SEM) ......cccviiiiiiiiiieiieiieetieteete ettt sae st ste b e essesssessaenns 53
3.5.1.6. Tekstiirel profil analizi (TPA) .....c.cooi i e 53
3.5.1.7. In vitro SIndirilebilirlik .........coocooiiiiiiii e 53
3.5.1.8. DUYUSAL ANALIZ ...couveeiiieiieiie ettt ettt 55
3.6. IStatiStikSel ANALZIET .........c.co.ovvieieeececeee ettt 56
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ......ooioiiiirieirienieiisienieete ettt sttt eene 57
4.1. Maillard Konjugatlarmin Uretimi I¢in islem Kosullarmin Optimizasyonu...................cc......... 57
4.1.1.Mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinin islem kosullarinin optimizasyonu .............. 57
4.1.2.Ultrases destekli Maillard konjugatlariin islem kosullarinin optimizasyonu.................... 60
4.2. Maillard Konjugatlarinin Glikasyon DereCesi .......cuevverierrieriieiieieniesieeieeieseeseeseesseesseenneens 64
4.3. Fourier Dontigiimlii Kizil6tesi (FTIR) SpeKtroskopisi.........ccveeveeieriereeiieeienieiieseesieeie s 66
4.4. Protein ve Maillard Konjugatlarin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi .................. 70
4.5. Protein ve Maillard Konjugatlarinin Fizikokimyasal OzelliKleri..............cocovvevevevvrereninennnn. 72
4.6. Protein ve Maillard Konjugatlarinin Termal Kararlilik Analizi (TGA) ...ccooeviiiiiiiieiiieeee 74
4.7. Protein ve Maillard Konjugatlarinin Teknofonksiyonel OzelliKleri................ccccoevrvevereruenenn.. 76
4.7 1. COZUNUITIK ....eoenviieiiieiie ettt ettt e et e e b e et e e s ebeesabeesabaessseessseassseens 76
4.7.2. Su tutma ve yag baglama Kapasitesi.......cceeouereerierienieiieieeieeceie et 77
4.7.3. Kopiik olusturma kapasitesi ve StabiliteSi........cccoeerierieiieiieierieeeeeie e 78
4.7.4. Emiilsiyon aktivitesi Ve StaDIlIteSI .....ccvvecviriiiieiierieeii ettt eie e see e saeeve s e 80
4.7.5. Stabilite katsayisi ve santrifiij COKIME OTANT .........c.ccvervieviieiieieeiieriieie e eeesee s e saeereesnees 84
4.8. Protein ve Maillard Konjugat Emiilsiyonlarinin Fiziksel Stabiliteleri.............cccevevvvereerieennnnns 86
4.8.1. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkli sicakliklarin etkisi..........ccceovveveecierciereeiienienieeneans 86
4.8.2. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkli pH degerinin etkiSi..........cccoovvevreevieecieicieiienienieenenns 91
4.8.3. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkli tuz konsantrasyonlarinin etkisi............cccccevvevrennnnns 96
4.8.4. Emiilsiyonlarin stabilitelerine dondurup-¢oziindiirmenin etkisi...........ccoeveeveerereenenne. 100
4.9. Kofte Analoglarinin ANAlZIST........c.eeiiriiriieieie et 104
4.9.1. Fizikokimyasal OZEIIKIET ...........cceeiiiieieiieie ettt 104

L Y, (o) u {0 (o) 11 1) PP 107
4.9.3. Tekstiirel profil analizi (TPA) .....ceooiiiieieeee ettt 108
4.9.4. In vitro SINAITTEDIITTIK ......ooiieiieiieieeeee et 111
4.9.5. DUYUSAL QNALIZ .....eeeiiiieiieciie e e ettt e et e e ntbeennbeenren 113

5. SONUCLAR VE ONERILER .......c.cooiiiiiiiiiiieiteieceeeeeee et 115
5.1 SONUGIAT ...t e e e et e e e e e et e e e te e e e ataaeeeaaeeeeanes 115
5.2 OMNETILET ...ttt 116
KAYNAKLAR ...ttt sttt ettt et e bt e bt e bt e st esten s e naeabesbeebeebeeneentenseteseea 117
OZGECMIS. ... 134



OZET

Doktora Tezi

VISNE CEKIRDEGIi PROTEININiN FARKLI GLIKASYON YONTEMLERI iLE
TEKNOFONKSiYONEL OZELLIiKLERININ GELiSTIiRILMESI

Merve AKALAN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mehmet KARAASLAN
YIL:2024, Sayfa:136

Bitkisel proteinlerin, siirdiiriilebilirlik ve saglik agisindan gelecegin dnemli protein kaynaklari olmasi
beklenmektedir. Ancak bitkisel proteinlerin gida endiistrisinde fonksiyonel igerik olarak kullanimu,
hayvansal proteinlere gore daha diisiik kdpiirme, emiilsifiye etme oOzelliklerinden dolayr oldukga
sinirlidir. Bu sinirlamalarm iistesinden gelmek icin umut verici bir yaklasim, bitkisel proteinlerin
Maillard reaksiyonu yoluyla glikasyonudur. Maillard reaksiyonunun ilk asamasi araciligiyla protein ve
polisakkarit arasinda olusturulan kovalent baglanma, proteinin teknofonksiyonel 6zelliklerini
gelistirmektedir. Bu ¢aligma kapsaminda vigne c¢ekirdegi proteini; Arap zamki, karboksimetil seliiloz ve
pektin polisakkaritleri ile 1slak 1sitma glikasyon, mikrodalga destekli glikasyon ve ultrases destekli
glikasyon yontemleri ile Maillard reaksiyonuna tabi tutulmustur. Mikrodalga ve ultrases destekli
glikasyonda en uygun islem parametrelerinin belirlenmesi i¢in yanit yiizey metodolojisi (RSM) ile
optimizasyon gerceklestirilmistir. Mikrodalga destekli glikasyon igin giic (Watt) ve islem siiresi (dk),
ultrases destekli glikasyon icin ise genlik (%) ve islem siiresi (dk) bagimsiz degiskenler olarak
tanimlanirken, glikasyon derecesi bagimli degisken olarak tanimlanmistir. Optimum noktalarda elde
edilen Maillard konjugatlarinin karakterizasyonu glikasyon derecesi, FTIR ve SEM analizleri ile
gergeklestirilmistir. Konjugasyon islemi visne ¢ekirdegi proteininin ¢oziiniirliik, su tutma/yag baglama,
kopiik olusturma kapasitesi/stabilitesi ve emiilsiyon aktivitesi/stabilitesi gibi teknofonksiyonel
ozelliklerini gelistirmigtir. Ancak bu gelisim, farkli polisakkarit tipi/glikasyon yodntemine gore
degiskenlik gostermistir. Gida sistemlerindeki protein ve Maillard konjugatlarmin emiilsifikasyon
ozelliklerini degerlendirmek icin, olusturulan emiilsiyonlar farkli sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlari,
donma-¢6ziilme islemi gibi ¢evresel streslere maruz birakilmiglardir. Sonuglar, karboksimetil seliiloz ve
pektin varliginda hazirlanan konjugatlarin emiilsifiye edici 6zelliklerinin, Arap zamki varliginda
hazirlanan konjugat ve tek basina visne g¢ekirdegi proteinine gore On plana ¢iktigini gdstermistir.
Glikasyon yontemlerinden mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarmn en iyi
teknofonksiyonel 6zellikleri sergiledigi belirlenmistir. Bu baglamda, gida endiistrisinde uygulamaya
yonelik, mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar ile model gida analog kofte tiretimi
gergeklestirilmigtir. Kontrol olarak visne ¢ekirdegi proteini ile formiile edilen kofte analogu
kullanilmistir. Ko6fte analoglan fizikokimyasal 6zellikler, morfolojik yapi, in vitro sindirilebilirlik ve
duyusal analiz yoniinden incelenmistir. Sonuglar, formiilasyonunda karboksimetil seliiloz ile konjuge
edilen vigne ¢ekirdegi proteinini i¢eren kofte analogunun 6ne ¢iktigini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Visne cekirdegi proteini, Maillard reaksiyonu, protein-polisakkarit
konjugasyonu, teknofonksiyonel 6zellikler, et analogu
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IMPROVEMENT OF TECHNOFUNCTIONAL PROPERTIES OF SOUR CHERRY SEED
PROTEIN BY DIFFERENT GLYCATION METHODS
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Plant based proteins are expected to be important protein sources of the future in terms of sustainability
and health. However, the use of plant proteins as functional ingredients in the food industry is reasonably
limited due to their lower foaming and emulsifying properties than animal based proteins. A promising
approach to overcome these limitations is the glycation of plant proteins via the Maillard reaction. The
covalent bonding formed between protein and polysaccharide through the first stage of the Maillard
reaction can improve the technofunctional properties of the protein. In this context, within the scope of
the study, sour cherry seed protein; Gum arabic was conjugated with carboxymethyl cellulose and pectin
polysaccharides by wet heating glycation, microwave-assisted glycation and ultrasound-assisted
glycation methods. Optimization was carried out with response surface methodology (RSM) to
determine the most suitable process parameters in microwave and ultrasound-assisted glycation. While
power (Watt) and processing time (min) were defined as independent variables for microwave-assisted
glycation, amplitude (%) and processing time (min) were defined as independent variables for
ultrasound-assisted glycation, the degree of glycation was defined as the dependent variable.
Characterization of Maillard conjugates obtained at optimum points was carried out by glycation degree,
FTIR, and SEM analyses. The conjugation process improved the techno-functional properties of sour
cherry seed protein namely solubility, water retention/oil binding, foaming capacity/stability and
emulsion activity/stability. However, this development varied depending on the different polysaccharide
type/glycation method. By microwave-assisted glycation, conjugates with a higher degree of glycation
were obtained with a shorter processing time. To evaluate the emulsification properties of protein and
Maillard conjugates in food systems, the created emulsions were exposed to environmental stresses
namely different temperature, pH and salt concentrations, and freeze-thaw process. The results showed
the emulsifying properties of the conjugates prepared in the presence of carboxymethyl cellulose and
pectin were prominent compared to the conjugate prepared in the presence of Gum arabic. Among the
glycation methods, conjugates obtained by microwave-assisted glycation exhibited the best
technofunctional properties. In this context, patty analog production was carried out with conjugates
obtained by microwave-assisted glycation for application to the food industry. Patty analogue
formulated with sour cherry seed protein was used as a control. Patty analogues were examined for
physicochemical properties, morphological structure, in vitro digestibility and sensory analysis. The
results showed the patty analogue containing carboxymethyl cellulose-glycated conjugate in its
formulation was the best.

KEYWORDS: Sour cherry seed protein, Maillard reaction, protein-polysaccharide conjugation,
techno-functional properties, meat analogue
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1. GIRiS Merve AKALAN

1. GIRIS

Proteinler, hiicrelerin temel yapisal ve fonksiyonel biyomateryalleridir. Canli
organizmalar kendilerine 6zgii proteinleri iiretebilmek i¢in esansiyel aminoasitlere
ihtiya¢ duyarlar. Hayvan ve bitki dokular1 ana protein kaynaklaridir. Genel olarak
hayvansal proteinler, bitkisel proteinlere gore daha yiiksek oranda esansiyel aminoasit,
¢inko, demir ve B12 vitamini saglar. Beslenmede protein ihtiyaci, ¢ogunlukla balik,
siit, et ve yumurta gibi hayvansal kaynakli gidalar tiikketerek karsilanir (Day ve ark.,
2022). Ancak hayvansal proteinler besinsel agidan bitkisel proteinlere kiyasla birgok
avantaja sahip olmasina ragmen; hayvan refahi, karbon ayak izi gibi olumsuz ¢evresel
etkileri ve siirdiiriilebilirligin olmamasi problem teskil etmektedir. Bu nedenle,
hayvansal proteinlere alternatif bitkisel protein kaynaklarmin gelistirilerek bu
problemin {istesinden gelmek icin yenilenebilir nitelikteki protein kaynaklar1 ve
stirdiiriilebilir tiretim uygulamalar1 arastirmalar1 son zamanlarda 6nem kazanmaistir.
Gida yan tirlinlerinden elde edilen bitkisel kaynakli proteinler, niifusun artigi1 ve diinya
capinda yeni protein kaynaklarina olan talebin artmasi nedeniyle ilgi gormeye

baslamistir (Moore ve ark., 2023).

Ulkemiz visne iiretiminde Rusya, Polonya ve Ukrayna gibi diinyanm &nde
gelen Treticileri arasinda yer almaktadir. Diinya visne liretiminin %14 lik kismi
Tirkiye’de gerceklesmektedir (FAOSTAT, 2020). Taze olarak tiiketimi sinirli olan
visne meyvesinin biiyiik bir kismi1 endiistriyel olarak meyve suyu, pastacilik, konserve
gibi iiriinlere islenmektedir. isleme sirasinda preslenen visne meyvesinden sap, yaprak,
posa ve ¢ekirdek kisimlari iiretim atig1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yapisinda protein,
karbonhidrat yag gibi degerli bilesenler ihtiva etmesinden dolay1 visne cekirdekleri
ekonomik olarak deger yaratma potansiyeli tasimaktadir. Bu baglamda, visne
cekirdeklerinin sifir atik politikas1 ile degerlendirilerek iilke ekonomisine
kazandirilmasi 6nem arz etmektedir. Yiiriitiilen bu tez caligmasinda, endiistriyel atik
olan visne meyvesinin c¢ekirdegi katma degerli alternatif bitkisel protein kaynagi

olarak degerlendirilmistir.
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Proteinler, yapisal ve diizenleyici gorevlerin disinda, gida veya biyomateryal
tiretiminde fonksiyonel bilesen olarak kopilik olusturma, su tutma, yag baglama,
emiilsifiye etme, jellestirme gorevlerini yerine getirmek igin kullanilir. Ozellikle
emiilsiyon tipi islenmis gida lriinlerinde emiilsiyon stabilitesi ve tekstiirel yap1 gibi
onem arz eden Ozelliklerin {iriine kazandirilmasinda proteinler aktif rol oynarlar
(Phillips, 2013). Ancak bitkisel proteinlerin gida endiistrisinde fonksiyonel bilesen
olarak kullanimi, hayvansal proteinlere gore daha diisiik ¢oziintirliik, emiilsifiye etme,
kopiirme, jellestirme gibi 6zelliklerinden dolay1 oldukga sinirli olmasi problem teskil
etmektedir (McClements ve Grossmann, 2021). Bitkisel proteinlerin teknofonksiyonel
ozelliklerinin gelistirilerek gida formiilasyonlarinda kullanimlarinin yayginlastiriimasi
gerekmektedir. Bu amagcla bitkisel proteinler fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler
ile modifiye edilerek teknofonksiyonel ozellikleri gelistirilmektedir (Akharume ve
ark., 2021). Kimyasal modifikasyon yontemlerinden glikasyon, protein ve polisakkarit
arasinda kendiliginden gerceklesmesi, reaksiyonu baslatmak icin ek kimyasal katki
maddesi gerektirmemesi, diisiik enerji tiiketimi, giivenli olmasi, kontrollii reaksiyon
kosullarinda gerceklestirilmesi ve c¢evre dostu olmasi avantajlarindan dolay1 son
zamanlarda aragtirmacilar tarafindan ilgi gérmiistiir (Sedaghat Doost ve ark., 2020).
Maillard reaksiyonu, indirgeyici sekerlerin karbonil grubu ile protein, peptit ve
aminoasitlerin serbest amino gruplarinin kovalent baglanmasi ile ger¢eklesen
enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonudur. Maillard reaksiyonunun baslangi¢
asamasi olarak bilinen glikasyon sirasinda olugan konjugatlar, proteinlerin fonksiyonel
ozelliklerini gelistirerek gida formiilasyonlarinda kullanimlarini 6nemli 6l¢iide artirir

(Cui ve ark., 2021).

Protein-polisakkarit glikasyonu i¢in kullanilan geleneksel yontemler genellikle
uzun reaksiyon siiresi ve yiiksek enerji tiikketimi gerektirir. Ayrica bazi karmagik
protein yapilari reaktif aminoasitlerin Maillard reaksiyonuna katilimini engellemesi ile
modifikasyonda yetersiz kalabilmektedir (Wooster ve Augustin, 2006). Bu nedenle
geleneksel yontemlere alternatif olarak proteinlerin fonksiyonel o6zelliklerini
gelistirmek amaciyla son zamanlarda, mikrodalga ve ultrases gibi yeni ve yenilik¢i
teknolojikler yaygin olarak arastirmacilar tarafindan kullanilmaktadir (Mu ve ark.,

2010). Mikrodalga 1sitma mekanizmasi, dipolar donme ve iyonik iletim mekanizmalari
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ile gida matrisinde bulunan elektrolitleri ve iyonlar1 etkileyerek Maillard reaksiyonunu
hizlandirir. Béylece hizli ve dogru bir 1sitma ile kisa reaksiyon siiresi gibi avantajlar
saglar (Zhang ve ark., 2022). Ote yandan, ultrases uygulamasi kavitasyon etkisi
yaratarak ylizeylerdeki reaktif gruplar1 agiga ¢ikarir ve glikasyon reaksiyonu tesvik
edilir. Ayrica geleneksel yontemle kiyaslandiginda yenilik¢i yontemler ile daha {istiin
fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklere sahip konjugatlar elde edilir (Mu ve ark.,
2010). Literatiirde, visne c¢ekirdegi proteininin mikrodalga ve ultrases destekli
Maillard reaksiyonu gerceklestirilen ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle visne
cekirdegi proteinin fakli polisakkaritler ile mikrodalga ve ultrases destekli glikasyonu,
glikasyon sonrasi teknofonksiyonel Ozelliklerinin arastirilmasi yeni bir yaklasim

saglayacaktir.

Mevcut bilgiler 15181nda, tez calismasinin ana hipotezi, bitkisel protein kaynagi
visne ¢ekirdegi proteininin, gida formiilasyonlarinda fonksiyonel bilesen olarak
kullanimin1 saglamak i¢in teknofonksiyonel ozelliklerinin Maillard reaksiyonu
yoluyla gelistirilmesidir. Bu amagla, endiistriyel atik olan vigne ¢ekirdeginden, katma
degeri yiiksek visne ¢ekirdegi proteini elde edilmis ve protein modifikasyonunda farkl
glikasyon tekniklerinin (1slak 1sitma, mikrodalga destekli ve ultrases destekli)
teknofonksiyonel 6zellikleri {izerine etkisi incelenmistir. Ayrica protein-polisakkarit
glikasyonu i¢in farkli polisakkaritlerin (Arap sakizi (AZ), karboksimetil seliiloz
(KMS), pektin (P)) etkisi arastirilmistir. Caligma kapsaminda, yenilik¢i teknolojiler
mikrodalga ve ultrases destekli glikasyon islemlerinde etkili olan proses parametreleri
(watt/genlik ve siire) yanit yiizey yontemi (RSM) ile optimize edilmis ve Maillard
konjugatlarinin karakterizasyonu ortaya konulmustur. Ayrica Maillard konjugatlar
emiilsifiye et hamuru prosesini kapsayan kofte analogu formiilasyonunda
kullanilmistir. Boylece bitkisel proteinlerin diigiik fonksiyonel 6zellik gosteren bilesen
olarak gida ftriinlerinde kullanim sorunlarinin 6niine gegmeye yonelik potansiyeli
degerlendirilmistir. Bu amagla, Maillard konjugatlarinin fonksiyonel bilesen olarak
gida formiilasyonlarinda kullanimi1 kalite ve in vitro sindirilebilirlik agisindan detayli

olarak ele alinmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Proteinler

Proteinler, aminoasitlerin peptit baglari ile bir araya gelmesiyle meydana gelen
biyolojik makromolekiiler yapilardir. Proteinleri olusturan aminoasitler; karboksil
grubu, amino grubu, radikal grup ve hidrojen gibi yapilarin a-karbon atomuna
baglanmasi ile meydana gelen monomer yapilardir. Aminoasitleri olusturan bu
yapilardan radikal gruplarin farklt olmasi aminoasitler arasindaki temel farklilig
ortaya ¢ikarmaktadir (Fujii ve ark., 2018). Ayrica polipeptit zincirindeki aminoasitlerin
sayisi, tlrli ve dizilisi, proteinlerin molekiil agirligi, konformasyonu, yiikii,
hidrofobikligi gibi molekiiler 6zelliklerini dolayisiyla fonksiyonel 6zelliklerini de
belirlemede etkili olmaktadir (Liu ve ark., 2017). Aminoasitler esansiyel ve esansiyel
olmayan aminoasitler olmak iizere iki gruba ayrilir. Metiyonin, valin, 10sin, lisin,
izolosin, fenilalanin, triptofan ve teorin esansiyel aminoasitlerdir ve viicutta
sentezlenemezler. Dolayisiyla bu aminoasitlerin farkli gidalar araciligi ile viicuda
alinmas1 gerekmektedir (Saldamli ve Temiz, 2017). Beslenmede esansiyel
aminoasitler genelde hayvansal kaynaklardan (et, balik, siit {riinleri, vb.)
karsilanmaktadir. Diinya saglik orgiiti (WHO) verilerine gore, saghkli yetiskin
bireyler i¢in onerilen protein miktar1 0.83 g/kg/glin seviyesinde olmas1 gerekmektedir
(Wu, 2016). Ancak, niifus artis1 ile hayvansal kaynaklardan elde edilen proteinlerin
yetersiz kalmasi, oOnlimiizdeki yillarda diinya genelinde protein eksikliginin
yasanmasina neden olacagi on goriilmektedir. Dolayisiyla protein eksikliginden
kaynakli saglik sorunlarmin artan boyutlarda seyredecegi problemi ile karsi karsiya
kaliabilecektir (Wu ve ark., 2018). Diinya capinda et ve et iirlinleri tiiketiminin
artmasi, hayvan refahi, nitrojen ve sera gazi emisyonlar: ile ilgili sorunlar1 da
beraberinde getirmektedir (Salehin ve ark., 2023; Westhoek ve ark., 2014). Hayvansal
kaynakli proteinlerin Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklari tetiklemesi, alternatif
stirdiiriilebilir protein kaynaklarinin aragtirilmasina yonelimi arttirmistir. Ayrica son
yillarda vegan/vejetaryen beslenmeye olan egilim de alternatif protein kaynagi
arayisin1 desteklemistir. Bu baglamda, bitkisel kaynakli proteinler, hayvansal kaynakli

proteinlere alternatif olarak arastirilmaktadir.
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2.1.1. Bitkisel proteinler

Diinya iizerinde sanayilesmede ve kiiresel niifusta dikkat cekici bir artis
gergeklesmektedir. Bu durum, cevresel acidan siirdiiriilebilir nitelikte gida
kaynaklarmin arayisin1  arttirmistir.  Artan niifus ve tiliketicilerin  beslenme
aliskanliklarindaki degisim etkisiyle, diyette alinmasi gereken protein ihtiyacinin
ozellikle yenilenebilir kaynaklardan saglanmasina yonelik arastirmalar giincel hale
gelmistir. Bu baglamda bitkisel proteinlerin siirdiirtilebilir kokenli ve c¢evre dostu
olmalari, ekonomik maliyetleri ve hayvansal kaynakli proteinlerin kardiyovaskiiler,
tansiyon gibi saglik sorunlarina yol agmasi nedeniyle alternatif protein kaynagi olarak
insan beslenmesinde yer almasi hizli bir ivme kazanmistir (Wen ve ark., 2019).
Bitkisel proteinlerin baslica kaynaklar1 bugday, misir, piring, soya, bezelye, barbunya,
nohut, mercimek, susam, keten tohumu gibi tahillar, baklagiller, yagli tohumlardir.
Ayrica, tarim kaynakli bitkisel atiklar ve endiistriyel yan iriinler gibi siirdiiriilebilir ve
diisik maliyetli tirlinlerden bitkisel proteinler izole edilmesi gida atiklarinin
azaltilmasinda etkili olabilir (S& ve ark., 2020). Tarimsal ve endiistriyel isleme
atiklarinin fonksiyonel protein kaynagi olarak arastirildigi ¢alismalar literatiirde yer
almaktadir. Ozellikle tahil yan iiriinlerinden piring kepegi (Chandi ve Sogi, 2007),
susam kepegi (Gorglic ve ark., 2019), bugday kepegi (Arte ve ark., 2019),
baklagillerden soya fasulyesi (Preece ve ark., 2017), barbunya (Wani ve ark., 2015)

gibi bitkisel protein kaynaklari literatiirde arastirmalara konu olmustur.

Protein kaynagi olarak bitkisel materyallerin kullaniminda, igerdikleri
esansiyel aminoasit oraninin hayvansal kaynaklara gore daha diisiik olmas1 (Hughes
ve ark., 2011) ve alerjen maddelerin 6ziite gegmesi (Breiteneder ve Radauer, 2004)
gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle soya proteini ile yapilan galismalarda
alerjen protein tespit edilmistir (L’Hocine ve Boye, 2007). Bu durumlardan dolayz,
halihazirda var olan kaynaklardan ziyade, yeni ve yenilik¢i kaynaklarin alternatif
bitkisel protein kaynagi olarak arastirilmasi bilim adamlarinin {lizerinde durdugu bir
konu olmustur. Meyve isleme atiklar1 olarak ¢ekirdek ve kabuklar fonksiyonel ve

biyolojik ozellikleri bakimindan katma degeri yiliksek kaynaklar olarak 6n plana
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ctkmaktadir. Ulkemiz meyve iireticiliginde biiyiik bir paya sahip oldugundan
endiistriyel meyve yan iiriin ve atiklarinin degerlendirilerek katma degeri yiiksek
tirlinlere dontistiiriilmesi ekonomik katki saglayacaktir. Literatiirde meyve isleme yan
tirlinlerinden nar ¢ekirdegi (Yiicetepe ve ark., 2021), kayisi1 c¢ekirdegi (Kiralan ve
Ketenoglu, 2022) gibi degerlendirilen bitkisel kaynaklar mevcuttur. Ulkemiz visne
tireticiliginde O6n siralarda yer aliyor olmasindan dolay1 endiistriyel yan firiinlerin
degerlendirilmesi ve katma degeri yliksek iirlinlere donistiirilmesi Onem arz
etmektedir. Bu baglamda yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda bitkisel protein kaynagi olarak
visne meyvesinin ¢ekirdekleri kullanilmis ve atik olarak goriilen ¢ekirdeklerden

degerli bir iirlin olan bitkisel protein elde edilmistir.

2.2. Visne (Prunus cerasus L.)

Visne, Rosaceae (giilgiller) familyasinin Prunus cinsine ait sert ¢ekirdekli bir
meyvedir. Dilinya ¢apinda birgok Prunus tiirii visne meyvesi tespit edilmesine ragmen,
sadece kiraz (Prunus avium) ve visne (Prunus cerasus) meyvelerinin tiikketimi ve ticari
amagla kullanimi1 yaygindir (Shahi-Gharahlar ve ark., 2011). Kiraz, lezzetinden dolay1
taze tilketimde, vigne ise seker ve asit oraninin yiiksek olmasindan dolayi ¢esitli gida
tiriinlerinde isleme sonrast kullanimi ile 6n plana ¢ikmaktadir. Bu yiizden vigne
endiistriyel bir meyve olarak degerlendirilmektedir (Yilmaz ve ark., 2015). Gida
endiistrisinde kullanimi1 yaygin olan visnenin iiretimi yildan yila artis géstermektedir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin 2020 yil1 raporuna gore, visnenin
tahmini kiiresel yillik tiretimi 1.479.045 tona ulasmistir (FAOSTAT, 2020). Yillik visne
tiretiminde Rusya, Ukrayna, Sirbistan, Polonya ve Tiirkiye ilk siralarda yer almaktadir.
Ulkemizde 2022 yilinda 176.770 ton visne iiretimi bildirilmistir. Tiirkiye'de visne
yetistiriciligi tiim bolgelere yayilmis olmakla birlikte, iklim kosullar1 uygun olan sinirl
alanlarda ticari olarak tarrm yapilmaktadir. Ozellikle I¢ Anadolu bélgesinde
Afyonkarahisar (43.430 ton), Konya (31.330 ton), Kiitahya (25.990), Ankara (11.407
ton) ve Isparta (10.842 ton) visne liretimi ile 6nde gelen illerimizdendir (TUIK, 2022).

Uretilen visne meyveleri genellikle meyve suyu, recel, marmelat ve sekerleme

tiriinlerinde kullanilmakta ya da dondurulmaktadir. Visne meyvelerinin yaklagik %85°1
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islendikten sonra visne suyu, sarap veya kurutulmus visne olarak tiikketim sektoriine
sunulmaktadir. Meyve suyu sektorii bu oranin yaklasik %30’luk kismini olusturmakla
birlikte onemli miktarda atik madde olarak ¢ekirdek ortaya ¢ikmaktadir (Toydemir ve
ark., 2013). Bu atik madde ve yan liriinlerin potansiyel olarak geri kazanilarak gida
sanayinde degerlendirilmesi iilke ekonomisine katki saglayacaktir (Demirddven ve
ark., 2015). Visnenin meyve suyu iiretim prosesinde kullaniminda temel islem,
presleme ile meyve dokusundan suyunun ayrilmasidir. Presleme isleminde visne
meyvesinden yaprak, sap, posa ve ¢ekirdek kisimlari atik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Konserve, pastacilik ya da recgel sektorlerinde visne meyvesi dondurularak

kullanilmadan 6nce ¢ekirdek meyveden ayrilarak atik olarak degerlendirilir.

Vigne posasi, meyvenin eti, ¢ekirdegi ve kabugundan olusur. Meyve suyunun
preslenmesinden sonra yan iiriin olarak elde edilir ve kullanilan prosese gore meyvenin
yaklasik %15-28’lik kismini olusturur (Bajerska ve ark., 2015). Genellikle hayvan
yemi ve atik olarak kullanilir. Bilimsel literatiirde vigne meyvesi endiistriyel atig1 olan
posanin degerlendirilmesi ve geri kazanimi igin calismalar mevcuttur. Ozellikle diyet
lifi ve antosiyanin gibi biyoaktif maddelerin eldesinde kullanilmistir (Kotodziejczyk
ve ark., 2013). Ayrica igerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde atigtirmaliklar, kahvaltilik
gevrekler, firinlanmis tiriinler ve yogurtlarda antioksidan olarak potansiyel kullanim
alanlarina sahiptir (Greiby ve ark., 2013). Literatiirde visne meyvesinin isleme sonrasi
atik yan Uriinlerinin karakterize edildigi ¢aligmalar yer almaktadir (Yilmaz ve ark.,
2015). Ayrica atik yan iirlinlerin yiiksek antioksidan kapasite gosterdigi (Nowicka ve
ark., 2016) ve anti-inflamatuar aktivite sergiledigi (Yilmaz ve ark., 2019) de
arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir. Ote yandan visne ¢ekirdegi, agirlik¢a %76.5
oraninda sert kabuk ve %?23.5 oraninda yenilebilir i¢ ¢ekirdekten olusmaktadir
(Kasapoglu ve ark., 2021). Visne ¢ekirdeginin igerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde
fonksiyonel gida kaynagi olarak degerlendirilebilecegi bildirilmistir (Bak ve ark.,
2010). Yapilan ¢caligmalarda, visne ¢ekirdeginin insan ve hayvan deneklerinde tiiketimi
sonucu toksisite olmadigi kanitlanmistir (Bak ve ark., 2010; Csiki ve ark., 2015).
Ayrica dermaprotektif, kardiyoprotektif, anti-diyabet, antioksidan ve tedavi edici
etkiler gibi bir takim fonksiyonel 6zellikleri de arastirilmistir (Bak ve ark., 2011;
Mahmoud ve ark., 2014). Bu fonksiyonel 6zellikler, visne ¢ekirdegini gida ve ilag



2. ONCEKI CALISMALAR Merve AKALAN

endiistrisi agisindan katma degeri yiiksek bir {iriin haline getiren 6nemli etkenler olarak
belirtilebilir. Visne ¢ekirdeginin karbonhidrat (% 46.6), protein (% 29.3) ve lipit (%
17.0) bakimindan zengin oldugu bildirilmistir (Y1lmaz ve Gokmen, 2013). Aminoasit
bilesimine bakildiginda, visne ¢ekirdeginin en fazla glutamik asit igerdigi ve ¢cogu
tahilda sinirlayici bir esansiyel aminoasit olan lizinin, visne ¢ekirdeklerinde nispeten

yiiksek miktarda mevcut oldugu rapor edilmistir (Y1lmaz ve Gokmen, 2013).

2.2.1. Visne ¢ekirdegi proteinleri

Ulkemiz, visne iiretiminde lider iilkeler arasinda yer almas1 ve visnenin daha
cok endiistriyel bir meyve olarak kullanilmasi, ayrica yapisinda degerli bilesenler
ihtiva etmesinden dolay1 visne c¢ekirdekleri ekonomik olarak biiylik deger
tagimaktadir. Gida yan iriinlerinden elde edilen bitkisel kaynakli proteinler, bilim
diinyasinda ve gida endiistrisinde atiklarin geri kazanilmasi projeleri ile ele
alinmaktadir. Literatiirde susam kepegi, yulaf kepegi gibi protein igerigi %10-20
arasinda degisen bitkisel kaynaklar degerlendirilerek yiiriitiilen ¢aligmalar mevcuttur
(Zhang ve ark., 2015; Gorgli¢ ve ark., 2019). Visne c¢ekirdeginin fizikokimyasal
kompozisyonunun Kasapoglu ve ark. (2021) tarafindan %23.00 karbonhidrat, %39.40
yag, %35.50 protein, %2.20 kiil ve %5.70 nem igerigine sahip oldugu rapor edilmistir
(Kasapoglu ve ark., 2021). Bir baska ¢alismada kullanilan vigne ¢ekirdeginin %30.52
protein, yagi alindiktan sonra kalan posasinda ise % 47.26 protein igerdigi rapor
edilmistir (Basyigit ve ark., 2021). Endiistriyel gida atiklarindan, karmasik yapiya
sahip olan proteinlerin eldesinde, dncelikle yag ayirma isleminin daha sonra protein
Oziitlemenin verimi ve saflig1 arttirdig: literatiirde bildirilmistir (Celik ve ark., 2019).
Ayrica Oziitlemede kullanilan ¢oziiciiniin farkli pH degerlerinde, protein verimine
etkisinin oldugu ortaya koyulmustur. Caligmada asidik ve bazik kosullarda yiiksek
protein verimi (%70.50-78.90) elde edildigi, fakat izoelektrik noktaya yakinligindan
dolay1 pH 4, 5 ve 6 degerlerinde verimin diistiigii de rapor edilmistir (Celik ve ark.,
2019).
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2.3. Proteinlerin Teknofonksiyonel Ozellikleri ve Gida Endiistrisinde Kullanimi

Proteinlerin teknofonksiyonel oOzellikleri; isleme, pisirme, tiikketim ve
depolama esnasinda gida sistemlerindeki davraniglarin1 gésteren fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini belirtmektedir. Gida proteinlerinin teknofonksiyonel davranislari,
proteinin boyutu, molekiiler yapisi, aminoasit bilesimi, net yiik dagilimi, hidrofilik ve
hidrofobikligi gibi ozellikleri ile ilgilidir. Proteinlerin gidalarda islevsel olarak
kullanimi1 emiilsifikasyon, kopiik olusturma, su tutma ve yag baglama gibi fonksiyonel
ozellikleri ile paralellik gostermektedir. Ozellikle emiilsiyon tipi islenmis gidalarda
emiilsiyon stabilitesinin saglamasi, protein fonksiyonelligi i¢in Oonem arz eder
(Phillips, 2013). Gida sistemlerinde proteinin arzu edilen fonksiyonu saglayabilmesi
icin birden fazla islevselligi bir arada gostermesi beklenir. Bu fonksiyonel 6zellikleri
temel olarak hidratasyon ozellikleri (¢cozliniirlik, su tutma, yag baglama), reolojik
ozellikleri  (jellesme, viskozite) ve yiizey Ozellikleri (kopik olusturma,

emiilsifikasyon) olmak tizere 3 farkli 6zellik ile belirlemektedir (Moure ve ark., 2006).

2.3.1. Coziiniirliik

Proteinlerin ¢6ziinebilirligi, ylizeylerindeki hidrofobik ve hidrofilik gruplarin,
solvent ile etkilesimi sonucu enerji degisimi ile iliskilendirilmektedir. Coziintirliik;
emiilsifikasyon, kopiik olusturma gibi diger fonksiyonel ozellikleri etkileyen bir
parametredir. Ayrica diisiik ¢Oziiniirliik gosteren proteinlerin gida proseslerinde
kullanimlar1 da kisithidir (Phillips, 2013). Proteinlerde az sayida hidrofobik grup
olmasi, izoelektrik noktadaki pH degerinin altinda veya iistiinde elektrostatik itme
etkisi, proteinlerin yiiksek ¢oziiniirliikte olmasini saglamaktadir (Moure ve ark., 2006).
Proteinler, izoelektrik noktaya yakin pH degerlerinde (4-6) diisiik c¢oziintirlik
gosterirken, asidik veya bazik ortam kosullarinda daha yiiksek ¢oziiniirliik gosterirler
(Boye ve ark., 2010). Ozellikle igecekler, firmcilik iiriinleri, emiilsifiye iiriinler gibi
gida iriinlerinde fonksiyonel ozelliklerini sergileyebilmesi icin yiiksek ¢oziiniirlik

gostermesi gerekmektedir.
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2.3.2. Su tutma kapasitesi

Proteinlerin su tutma kapasitesi, gida isleme proseslerinde 6nem arz eden
fonksiyonel 6zelliklerdendir. Proteinin gram basina tutabildigi su miktari, su tutma
kapasitesini belirtir. Diigiik su tutma kapasitesine sahip gidalar, 6zellikle depolama
sirasinda kuru ve kirilgan bir yap1 gosterir (Boye ve ark., 2010). Proteinlerin su tutma
kapasitesi, yapisindaki yiiklii gruplarin sayisina, hidrofobikligine, ortamin sicakligina
ve pH degerine, protein konsantrasyonuna ve proteinin aminoasit profiline gore
degisiklik gostermektedir (Moure ve ark., 2006). Gida endiistrisinde firincilik
tiriinlerinde ve et tirlinlerinde gevreklik, tazelik gibi kalite parametrelerinde su tutma

kapasitesi etki etmektedir.

2.3.3. Yag baglama kapasitesi

Proteinlerin emiilsifikasyon 6zelligini etkileyen en dnemli parametrelerden biri
yag baglama kapasitesidir. Proteinin gram basina baglayabildigi yag miktari, yag
baglama kapasitesini belirlemektedir. Protein ile yag arasinda gergeklesen etkilesim,
gidanin kalitesi ve tekstiirel yapisi tizerinde etkilidir. Apolar gruplarin varlig: proteinin
yag baglama mekanizmasini arttirir. Ayrica proteinin daha kiiciik partikiil boyutunda
olmasi daha iyi yag absorbe ederek baglamasini saglar. Gida endiistrisinde hamur
olusturma, aroma baglama gibi proseslerde proteinin yag baglama 6zelligi 6nem arz
etmektedir (Phillips, 2013). Gida endiistrisinde 6zellikle az yagl firincilik tiriinlerinde,

gevreklik ve tazelik gibi tekstiirel 6zelliklerini etkilemektedir.

2.3.4. Kopiik olusturma

Proteinler, gida triinlerinde gaz halinde bulunan dagilmis fazin stabil hale
gelmesi icin ylizey aktif madde olarak kullanilirlar. Kopiik olusumu sirasinda, havanin
stv1 faza dahil olmasi ve dis etkenlere dayanikli bir arayiizey filmi olugsmasi agisindan

genis bir arayiizey alaninin olmas1 gerekir. Bu arayiizeyde proteinler birbiri iizerine
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katlanarak apolar kisimlar1 havanin ytlizey kisminda kalacak bi¢gimde disar1 dogru olur.
Hava kabarcigi ylizeyine baglanan proteinler kismi denatiire olarak bir tabaka
olusturur. Olusan bu tabaka hava kabarciklarin1 hapseder ve bir araya toplanmasini
engelleyerek kopiik yapisinin korunmasmm saglar (Yavuz ve Ozgelik, 2016).
Proteinlerin kopiik olugturma 6zellikleri Sekil 2.1.°de gosterilmistir. Kopiik olusturma,
proteinlerin ¢irpma ve kopiirme esnasinda hava ylizeyine hizla adsorbe olmasina,
hava-su araylizeyinde yiizey gerilimini azaltarak yeniden yapilanmasina dolayisiyla
hizli bir konformasyonel doniisiime sahip olmasina, molekiiller arasi etkilesime
girerek viskoelastik ve yapiskan bir yapida film olusturabilmesine baglidir. Ayrica, bir
proteinin kopiik olusturma kapasitesi, yilizey geriliminin artmasina, hidrofobiklik ve
net ylik dagilimi gibi fizikokimyasal 6zelliklerine bagl olarak degiskenlik gosterebilir
(Moure ve ark., 2006). Krema gibi ¢irpilmis gida iiriinlerinde, iceceklerde, keklerde

kopiik olusumu 6nem arz eden fonksiyonel 6zelliktir.

Q- OHava
D
c_‘—) »:‘:\}3{)
\/:: AIK O g) Qo O Hidrofilik
gruplar
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(l) Hidrofobil]
OOO @) Q ﬂ}_ T
: SOQON. |/
= —— O O O
Sulu ¢izelti O Hava kabarcg

Bitkisel
protein

Sekil 2.1. Bitkisel proteinlerin kopiik olusturma &zellikleri

2.3.5. Emiilsifikasyon

Proteinlerin emiilsifiye edici 6zellikleri islenmis et {iriinleri, corbalar, soslar,
dondurma ve kek gibi gida {lirlinlerinde 6nem arz eden bir fonksiyonel 6zelliktir.
Proteinler emiilsifiye edici 6zelliklerini, yag damlaciklarinin etrafinda film tabakasi

olusturarak gosterirler (Sekil 2.2.). Bu 6zellikleri ile proteinler, yag damlaciklarinin
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birleserek topaklasma, flokiilasyon, kremalasma ve sedimentasyon gibi yap1
degisikliklerin ontine gecer (Boye ve ark., 2010). Proteinlerin yiizey aktif madde
ozellikleri, ylizeye adsorbe olmalarina ve yiizey gerilimini diislirerek ince viskoelastik
yapida bir film olusturmasina dayanir. Proteinlerin emiilsifikasyon 6zellikleri
hidrofobiklik, yiik dagilimi, konformasyon, ortamin sicakligr ve pH degeri, molekiil
agirhigr gibi faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterir (Moure ve ark., 2006).
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Sekil 2.2. Bitkisel proteinlerin emiilsifikasyon 6zellikleri

Bitkisel proteinlerin fonksiyonel oOzellikler acisindan gida endiistrisinde
kullanimi, hayvansal proteinlere gore daha diisiik kopilirme, emiilsifiye etme
Ozelliklerinden dolay1 oldukga siirhidir (McClements ve Grossmann, 2021). Bitkisel
proteinlerin gida formiilasyonlarinda yayginlastirilmasi ve daha uygulanabilir hale
getirilmesi i¢in teknofonksiyonel oOzellikleri ¢esitli modifikasyon yontemleri ile
gelistirilmektedir. Modifiye edilmis teknofonksiyonel o6zellikler, bitkisel proteinler

icin gida endiistrisinde yeni kullanim alani firsatlar1 saglayacaktir.
2.4. Bitkisel Proteinlerin Modifikasyonu

Proteinler, insan beslenmesinde ¢esitli aminoasitleri saglamanin yan1 sira gida
formiilasyonlarinda su tutma, yag baglama, kopiirme, jellestirme, emiilsifiye etme gibi
arzu edilen fonksiyonel islevsellikleri de saglayan 6nemli bilesenlerdir (Cao ve

Mezzenga, 2019). Bitkisel kaynaklardan elde edilen proteinlerin fonksiyonel
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Ozellikleri hayvansal proteinlere gore daha diisiik oldugundan proteinler modifiye
edilerek gelistirilmis Ozellikler kazandirilmaktadir. Proteinlerin modifikasyonu,
molekiiler yapisinin veya bazi kimyasal gruplarinin, fonksiyonel ve biyoaktivite olarak
tyilestirilmesi  amaciyla degistirilmesini ifade eder. Bitkisel proteinlerin
modifikasyonu, fizikokimyasal oOzelliklerini degistirerek onlar1 gida sistemleri
fonksiyonel bilesenler haline getirme firsat1 saglar (Nikbakht Nasrabadi ve ark., 2021).
Protein modifikasyon yontemleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler olarak

siniflandirilir. Bu yontemler Sekil 2.3.’de sunulmustur.

Proteinlerin islevselligini arttirmaya yonelik fiziksel yontemler, herhangi bir
kimyasal ya da enzim kullamlmadan gergeklestirilen basit yaklasimlardir. Islem
sirasinda kimyasal madde kullanilmadigindan dolay1 olasi1 kimyasal kalintilarinin
istenmeyen sonuclari bu yontemlerde goriilme ihtimalini diisiirmektedir. Protein
¢ozeltisinin 1sitma gibi 1s1l islem sirasinda, polipeptit zincirleri agilarak siilthidril
gruplar1 ve hidrofobik yan zincirleri daha fazla agiga ¢ikar. Bu yapisal degisiklikler
bitkisel proteinlerin teknofonksiyonel 6zelliklerinin gelismesinde rol oynar. Bir diger
yontem olan proteinlerin kimyasal modifikasyonu, yeni fonksiyonel gruplarin
eklenmesi ya da proteinin yapisindan ¢ikarilmas: ile gergeklestirilir. Kimyasal
yontemler diisiik maliyet, verimlilik ve kullanim kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak

kullanilan yontemlerdir.
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Biyolojik modifikasyon ise enzimatik ve fermantasyon islemleri ile

gerceklestirilen yontemdir. Cevre dostu olmasi ve toksik yan iirlinler iiretmeden daha

az enerji ile gerceklesen modifikasyon yoOntemleridir. Ancak biyiik o6lcekli

uygulamalarda enzim ve kiiltiir maliyeti dezavantaj olusturmaktadir (Nikbakht

Nasrabadi ve ark., 2021). Bitkisel proteinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik

modifikasyon yontemleri ile yapilan baz1 ¢alismalar Cizelge 2.1.’de sunulmustur.
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Cizelge 2.1. Bitkisel proteinlerin farkli modifikasyon yontemleri ile yiiriitiilen ¢alismalar
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Isitma Soya protein Gelistirilmis kopiirme Shao ve ark.,
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Kimyasal modifikasyon yontemlerinden Maillard reaksiyonu yoluyla protein
glikasyonu; diisiik enerji tiiketimi, giivenli olmasi, kontrollii reaksiyon kosullarinda
gergeklestirilmesi ve g¢evre dostu olmasi nedeniyle son zamanlarda arastirmacilar
tarafindan ilgi gérmiistiir (Sedaghat Doost ve ark., 2020). Protein ve karbonhidrat
arasinda gerceklesen Maillard reaksiyon iiriinii olan konjugatlar, diger kimyasal
yontemlerle degistirilmis gida proteinlerine gore daha giivenilir bir yontemdir. Bu
nedenle gida iirlinlerinin emdiilsifikasyon ozelliklerini, dokusunu gelistirmek ig¢in
gidalara fonksiyonel bilesen olarak dahil edilebilir (Ge Pan ve Melton, 2007). Ayrica
Maillard konjugatlar1 igsleme ve depolama sorasinda proteinlerin fonksiyonel
ozelliklerini degistirmenin yan1 sira giliglii antioksidan aktivite (Morales ve Babbel,
2002), antibakteriyel aktivite (Rao ve ark., 2011) de gosterirler. Ek olarak, glikasyon
ile modifiye edilmis proteinlerin yapilarindaki alerjeniteyi azalttig1 da arastirmacilar

tarafindan rapor edilmistir (Li ve ark., 2014).

Protein ve polisakkaritlerin bir arada olmasi, birgok gida maddesinin
stabilitesinde, reolojisinde, yapisinda ve dokusunda dnemli bir rol oynamasi nedeniyle
gida endiistrisinde 6nem arz etmektedir. Proteinler emiilsifikasyon 6zellikleri ve kopiik
olusturma kapasitesi ile katkida bulunurken, polisakkaritler kivam arttirict ve su tutucu
ozellikleri ile one ¢ikmaktadir. Gida maddelerinin stabilitesi ve yapis1 sadece
proteinlerin ve polisakkaritlerin  6zellikleri ile degil, protein-polisakkarit
etkilesimlerinin dogasina ve etkilesim giicline de baghdir. Bu yiizden protein-
polisakkarit sistemlerinde meydana gelen etkilesimin sonuglari, gida iirlinlerinde arzu

edilen 6zelliklerin gelistirilmesi yoniinden 6nemli bir faktordiir (Hemar ve ark., 2001).

Calisma kapsaminda VCP’nin teknofonksiyonel ozelliklerini gelistirmek
amaciyla polisakkaritler (AZ, KMS ve P) ile kontrollii sartlarda Maillard reaksiyonu

(glikasyon) yoluyla etkilesime sokularak protein modifikasyonu gerceklestirilmistir.
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2.4.1. Maillard reaksiyonu

Maillard reaksiyonu, gidalarin 1sitilmasi veya depolanmasi sirasinda,
indirgeyici sekerlerin karbonil grubu ile protein, peptit ve aminoasitlerin serbest amino
gruplar1 arasinda meydana gelen, enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonudur
(Nooshkam ve Varidi, 2020). Adin1 1912°de Fransiz kimyager Louis Camille
Maillard’dan almistir. LC Maillard, gidanin 1sitilmasi sirasinda glikoz ve glisin
arasinda gerceklesen reaksiyon sonucu melanoidin adi verilen koyu renkli
pigmentlerin olustugunu bildiren ilk bilim adami olmustur (Maillard, 1912). Daha
sonra, 1953 yilinda Hodge, Maillard reaksiyonunu detaylandirarak yaymlanmis ve bu
alanda arastirmalarin devam etmesine yol agmistir. 1979°da Isveg’te Maillard
reaksiyonunun Onemi ve saglik iizerine etkilerinin konu alindigir ilk Maillard
sempozyumu diizenlenmistir (Gerrard, 2006). O zamanlardan giiniimiize Maillard

reaksiyonu bir¢ok farkli uygulama alaninda yer bulmustur.

Kontrollii seviyelerde gerceklestiginde ekmek, ¢ay, kahve, bira, et vb. gidalarin
aroma, renk, tat gibi arzu edilen duyusal 6zelliklerinin olusumu ve son iiriin kalitesini
gelistirmesinin yaninda proteinlerin ¢Oziiniirliigiinii, emiilsiyon 0&zelliklerini de
gelistirmesi bircok alanda yer almasina katki saglamistir (Zhou ve ark., 2017). Ote
yandan gidalarda besinsel protein kaybi, toksik bilesik iiretimi ve kotii tat olusumuna
neden olur. Ozellikle HMF (5-hidroksimetilfurfural) ve akrilamid gibi toksik bilesikler
Maillard reaksiyonu sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu yiizden bebek mamalari, meyve
suyu, UHT siit gibi 1s1l islem uygulanan gidalarin iiretim prosesinde bu toksik
bilesiklerin olusmamasina dikkat edilmektedir (Nooshkam ve ark., 2019). Ayrica
kontrollii olmayan sartlarda gerceklesen reaksiyon, lisin gibi esansiyel amino asitlerin
ve vitaminlerin (6zellikle C vitamini) kaybina, dolayisiyla besin kaybina neden olur
(Zhang ve ark., 2009). Bu nedenlerden dolay1, besin degeri yiiksek, arzu edilen kalitede
nihai iriin eldesi i¢in Oncelikle Maillard reaksiyonu kontrol altinda tutularak

gergeklestirilmelidir.
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Merve AKALAN

2.4.1.1. Maillard reaksiyon mekanizmasi

Maillard reaksiyonu Sekil 2.4.’de sunulan karmasik reaksiyon dizisinden

olusur. Hodge tarafindan 1953’te Maillard reaksiyonunun erken, orta ve ileri asama

olmak iizere li¢c ana asamada gerceklestigi agciklanmistir (Hodge, 1953).

+ amino bilesigi

Aldoz Seker < » | N-glukozilamine | +H50
Amadori
dizenlenmesi

Amadori Grind
1-amino-1-deoksi-2-ketoz
-2H20l> pH7 >pH7 -3H,0 | =pH7
y A 4

Reduktonlar
A

Bo6linme Grlnleri
(asetol, diasetil,
pruvaldehit, gibi..)

Hidroksimetilfurfural (HMF)
yada furfuralin Schiff bazi

-2H| |+2H
Dehidroreduktonlar

+H20

-COz ) - amino

+a amino Strecker grubu

bilesigi bozunumu + amino
Y grubu v
< Aldehitler
HMF veya furfural
v v
Yy , Aldollar ve
Azotsuz polimerler + amino
+ amino grubu
grubu v

Aldiminler ve Ketimler

Melancidinler (azotlu kahverengi polimerler) <

Sekil 2.4. Maillard reaksiyonu mekanizmasi (Hodge, 1953)

Erken agsamada, su molekiiliiniin yapidan uzaklagmasi sonucu proteinin mevcut
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gelerek Schiff bazi olusur (Sekili 2.5. ve Sekil 2.6.). Bu asamadaki reaksiyon, Maillard
reaksiyonunun geri doniistimlii tek agamasidir. Termodinamik olarak kararsiz yapidaki

Schiff bazi bilesigi, Amadori yeniden diizenlenmesi ile renksiz Amadori iirtinleri tiretir

(Martins ve ark., 2000).

R H\ R OH T
%O + /N_R1 —)‘f_ %N—RA‘
R H R

Karbonil grup Amino grup

Sekil 2.5. Karbonil grubu ile serbest amino grubu arasindaki reaksiyon (Jeantet ve ark., 2016)

Schiff bazi

Sekil 2.6. Schiff bazi olusum reaksiyonu (Jeantet ve ark., 2016)

Reaksiyonun orta asamasi, renk degisimlerinin basladigi asamadir. Burada,
Amadori iiriinleri sicaklik, pH ve su aktivitesine bagli olarak kisa zincir yapisindaki
karbonil bilesiklerine parcalanarak reaktif ara bilesikler olusur. Bu ara bilesikler;
enolizasyon, parcalanma, oksidasyon gibi ¢esitli reaksiyonlara ugrarlar (Sedaghat
Doost ve ark., 2019). Reaksiyonlar sonucu substrat bir aldoz ise Amadori {riinleri
(ketozaminler), substrat ketoz ise Heyns iiriinleri (aldozaminler) gibi daha stabil
yapida {iriinler olusur (de Oliveira ve ark., 2016). Bu asamadaki ana degisiklikler; renk
ve tatta hafif degisiklik olusumunun yanisira mevcut amino gruplarinin sayisinda

azalma olmasidir (Nursten, 2005).
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Son agsamada, yiiksek molekiil agirlikli kahverengi pigmentler olarak bilinen
melanoidinler olusur (Peng ve ark., 2011). Melanoidinlere ek olarak, ileri glikasyon
iirlinleri (AGE) olan aldehitler, ketonlar, akrilamidler gibi ¢esitli bilesikler olusur. Bu
bilesikler gidada fiziksel ve kimyasal olarak degisikliklere yol acar (Andriot ve ark.,
2004).

2.4.1.2. Glikasyon

Protein glikasyonu, indirgeyici karbonhidratlar ile lizin, histidine, triptofan gibi
amino gruplar arasinda gerceklesen reaksiyonu kapsayan Maillard reaksiyonunun
baslangic asamasidir. Proteinlerin polisakkaritlerle konjugasyonu, proteinin amino
grubu ile indirgeyici sekerin karbonil grubu arasindaki reaksiyonla baslar, Schiff
bazinin iiretilmesi ile sonlanir ve sonunda Amadori yeniden diizenlenmesi meydana
gelir. Bu reaksiyonlar, Maillard reaksiyonunun baslangi¢c asamasi olarak bilinir ve
glikasyon reaksiyonlart olarak adlandirilir (Cui ve ark., 2021). Daha oOnce de
belirtildigi tizere, Maillard reaksiyonu kontrolsiiz sartlarda gergeklestirildiginde besin
kaybi, istenmeyen tat olusumu ve saglik acisindan tehlikeli olabilecek toksik
bilesiklerin (HMF gibi) olusumuna sebep olmaktadir. Ayrica kontrolsiiz 1s1l islem,
akrilamid gibi kanserojen madde olusumuna da neden olur (Shapla ve ark., 2018). Bu
gibi toksik bilesiklerin olusumunu 6nlemek i¢in, Maillard reaksiyonunun kontrol
altinda tutulmasi gerekir ve bunu bagarmanin bir yolu reaksiyonun erken asamada

kontrollii bir sekilde durdurulmasidir.

Gida proteinlerinin ¢Oziiniirlik, kopilirme, jellesme ve emiilsifikasyon
ozellikleri gibi teknofonksiyonel 6zelliklerinin gelistirilmesi, son yillarda bilim ve
endiistride 6nem arz eden bir konu olmustur (Liu ve ark., 2012). Proteinlerin
teknofonksiyonel o6zelliklerinin gelistirilmesinde hidroliz, asitlendirme, asetilasyon,
esterlestirme, enzimatik capraz baglama gibi fiziksel, kimyasal ve enzimatik
yontemler kullanilmaktadir (Spotti ve ark., 2013). Ancak bazi yontemler, toksik
bilesenler icermesi ve gidanin alerjenite, sindirilebilirlik gibi 6zelliklerini etkilemesi

nedeniyle tercih edilmemektedir. Bu nedenlerden dolayi, kontrolli Maillard
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reaksiyonu ile, herhangi bir kimyasal katalizor kullanilmadan, indirgeyici
polisakkaritlerle konjuge edilerek proteinlerin modifikasyonu son yillarda popiilerlik

kazanmistir (O’Mahony ve ark., 2017; Sun ve ark., 2018).

Amadori ve Heyns bilesiklerinin olusumundan hemen sonraki reaksiyon,
toksik bilesiklerin olusumunu engellemenin yanisira iiriin kalitesini arttirmanin da bir
yoludur. Protein-polisakkarit konjugasyonunun Maillard reaksiyonu ara iiriinlerinin
olusumu ile antioksidan aktivitesini (Chen ve Kitts, 2008), ¢Oziiniirliigiinii (Zhou ve
ark., 2017), emiilsifikasyon 6zelliklerini (Wang ve ark., 2018) arttirdig bildirilmistir.
Bu baglamda, protein ve indirgeyici sekerler arasinda gerceklesen Maillard
reaksiyonunun erken agsamalari olarak tanimlanan, Schiff bazi ve ardindan Amadori ve
Heyns bilesiklerinin olugsmasina yol acan glikasyon reaksiyonu, Maillard
reaksiyonundan daha fazla popiilerlik kazanmistir (Taniguchi ve ark., 2015). Amadori
bilesiklerinin proteinler ile daha fazla capraz baglanmasi, zararli ileri glikasyon
tirtinlerinin (AGE) olusumuna neden oldugundan dolay1, glikasyon reaksiyonunun da
kontrol altinda gerceklestirilmesi gerekmektedir (Poulsen ve ark., 2013). Glikasyon
reaksiyonunun hizi ve kapsami, ortamin pH’1, indirgeyici sekerin tiirii, islem siiresi,

sicaklik gibi bir¢ok faktdrden etkilenmektedir (Ge Pan ve Melton, 2007).

2.4.1.3. Glikasyon yontemleri

Glikasyon, proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek i¢in giivenli bir
yontem oldugundan, gida endiistrisinde uygulanabilir yontemlerin gelistirilmesi
lizerine arastirmalar devam etmektedir. Protein glikasyonu i¢in uygulanan geleneksel
ve yenilik¢i yontemler mevcuttur. Geleneksel yontemler kuru 1sitma ve 1slak 1sitma
olmak {lizere iki farkli kosulda gerceklestirilmektedir. Bu yontemler, endiistriyel
uygulamalar i¢in maliyetli olmasi ve yeterince verimli olmamasi nedeniyle, protein-
polisakkarit konjugatlarinin iiretimine yonelik yeni yaklasimlar gelistirilmistir. Bu
yenilik¢i yontemler mikrodalga (Meng ve ark., 2019), ultrases (Chen ve ark., 2016),
darbeli elektrik alan (Han ve ark., 2018), ultrasonikasyon (Li ve ark., 2014) gibi

teknolojileri igerir.
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Geleneksel yontemlerden kuru 1sitma ve 1slak 1sitma yontemleri benzer adimlar
icerir ancak numunelerin hazirlanma teknikleri farklidir. Kuru isitma glikasyon
yonteminde, hidratlanmis protein-polisakkarit karigimi glikasyon oncesi liyofilize
edilerek toz haline getirilirken, 1slak 1sitma glikasyon yonteminde, hidratlanmis
numuneler liyofilize edilmeden dogrudan glikasyona tabi tutulurlar (Sedaghat Doost
ve ark., 2019). Bu nedenle, kuru 1stima yontemi ile hazirlanan numunelerin belirli bir
kuruluk diizeyine ulagsmasi igin liyofilize edilmesi zaman almaktadir. Ayrica bu siire
zarfinda, karisimdaki proteinlerin ve polisakkaritlerin esit olmayan dagilimi ve faz
ayrilmast gibi durumlar goriilebilir (Zhuo ve ark., 2013). Bu durumlara ilaveten,
reaksiyon siiresinin uzun olmasindan dolay1 reaksiyonun boyutu kontrol altina
alinamayabilir. Bu yiizden kuru 1sitma ile glikasyon yontemi endiistride uygulamaya

uygun goriilmemektedir (Zhu ve ark., 2008).

2.4.1.3.1. Islak 1sitma ile glikasyon

Islak 1sitma ile glikasyon, bir tampon ¢ozelti igerisinde, protein-polisakkarit
karistminin belirli pH degerinde hazirlanip, belirli siire ve sicaklikta 1sitilmasi ile
gerceklestirilir. Islak glikasyon yontemi i¢in optimum sicaklik araligi 60-95 °C olarak
caligmalarda belirtilmistir (O’Mahony ve ark., 2017). Islak 1sitma yonteminin kuru
1sitma yontemine gore avantaji hem daha kisa siire zarfinda ve kontrollii olarak
gerceklestirilmesi hem de protein ¢Oziiniirliigli ve stabilitesini  saglayarak
konjugasyonun daha basarili bir sekilde gerceklestirilmesidir (McGuffey ve ark.,
2005). Ayrica 1slak 1sitma yontemi mikrodalga gibi zaman ve maliyet tasarrufu
saglayan yenilik¢i yontemlere de uygulanabilmesi yoniinden avantaj saglamaktadir

(Wang ve ark., 2018).

Geleneksel 1sitma  islemlerinde enerji, malzemenin yiizeylerinden
konveksiyon, iletim ve radyasyon yoluyla termal iletimle gerceklesir. Ancak
mikrodalga 1sitma isleminde gida molekiillerinin elektromanyetik alanla etkilesimi
enerji transferine yol acgar (Venkatesh ve Raghavan, 2004). Geleneksel 1s1l iglemler

genellikle uzun reaksiyon siiresi ve yiiksek enerji tiiketimi gerektirir. Ayrica, protein
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ve karbonhidrat arasindaki glikasyon, geleneksel 1slak 1sitma yontemi ile daha diisiik
glikasyon derecesi sergiler. Bu nedenle geleneksel 1slak 1sitma yontemine alternatif
olarak proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek amaciyla son zamanlarda,
mikrodalga ve ultrases gibi yeni ve yenilikg¢i teknolojikler yaygin olarak arastirmacilar
tarafindan kullanilmaktadir (Mu ve ark., 2010). Mikrodalga, gida matrisinde bulunan
elektrolitleri ve iyonlar1 etkileyerek Maillard reaksiyonunu hizlandirabilen ve kisa
reaksiyon sliresi gibi avantajlara sahiptir (Zhang ve ark., 2022). Ultrases uygulamasi
ile glikasyon i¢in daha fazla enerji saglanarak reaksiyon tesvik edilir. Ayrica geleneksel
yontemle kiyaslandiginda yenilik¢i yontemler ile daha {istlin fizikokimyasal ve

fonksiyonel 6zelliklere sahip konjugatlar elde edilir (Mu ve ark., 2010).

2.4.1.3.2. Mikrodalga destekli glikasyon

Mikrodalgalar, 0.3-300 GHz arasinda frekansa sahip olan elektromanyetik
dalgalardir. Mikrodalga 1sitma igin genellikle 0.915 ve 2.45 GHz kullanilir.
Elektromanyetik dalgalar, dielektrik bir malzemeye ulastiginda enerjinin bir kismi
iletilirken, bir kism1 yansitilir, bir kismi ise emilerek 1s1ya doniistiiriiliir (Meda ve ark.,
2017). Mikrodalga 1sitma, bir malzemenin elektromanyetik dalgalar1 emerek 1siya
dontistiirmesi ile iiretilir. Bu ylizden mikrodalga 1sitma, hizli ve dogru bir 1sitma saglar.
Mikrodalganin 1sitma mekanizmasi dipolar donme ve iyonik iletim mekanizmalari ile
aciklanmaktadir (Sekil 2.7.). Dipolar donme mekanizmasi, polarize dipolar
molekiillerin elektrik alani yoniinde yeniden hizalanmasinin olusturdugu siirtiinme ile
aciklanmaktadir. Elektrik alanmi yiiksek frekansa sahip oldugu i¢in, dipollerin dontist
saniyede 2.45 milyar defa meydana gelerek donen dipollerin siirtiinmesi ile 1s1 liretimi
gerceklesir. Iyonik iletim mekanizmasi ise, numunenin iyonik yapist ile
aciklanmaktadir. Yiiksek frekansli salinimli elektrik alani iyonlarin salinimli yer

degistirmesine neden olarak numunenin 1sinmasini saglar (Guo ve ark., 2017).

Mikrodalga 1sitma yontemi, geleneksel yontemlere gore enerji tasarrufu
saglayan, kimyasal sentezlerde verimi ve safligi arttiran bir yontemdir. Ayrica,

konveksiyon, iletim ve radyasyon yoluyla 1s1 transferini saglayan geleneksel 1sitma
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yontemlerinden farkli olarak mikrodalga 1sitma, gidaya hacimsel bir 1sitma saglar
(Sumnu ve Sahin, 2005). Bu nedenle mikrodalga 1sitma, gida sanayisinde ve bilim
diinyasindaki aragtirmalarda popiilerlik kazanmistir. Mikrodalga 1sitma ayn1 zamanda
asir1 1sinma ya da esit olmayan sicaklik dagilimina neden olan segici 1sitmay1 da
beraberinde getirmektedir. Segici 1sitma kavrami, mikrodalga enerjisinin polar
molekiiller tarafindan segici olarak emilimini saglanmasi nedeniyle olusur (Chizoba
Ekezie ve ark., 2017). Esit olmayan 1sitma probleminin iistesinden gelmek i¢in, giic,
zaman ve sicaklik gibi kosullarin 1sitma islemi sirasinda optimize edilmesi

gerekmektedir.
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Sekil 2.7. Mikrodalga 1sitmanin temel mekanizmasi: A) dipolar donme mekanizmasi, B) iyonik iletim
mekanizmasi (Zhang ve ark., 2017)

Geleneksel glikasyon yontemleri, proteinlerin fonksiyonel 0Ozelliklerinin
tyilestirilmesinde olumlu sonuglar vermesine ragmen (Alavi ve ark., 2021; Zhang ve
ark., 2022), uzun saatler hatta haftalar siirmektedir. Bu nedenle yeni glikasyon
teknikleri arastirilmaktadir. Mikrodalga 1sitma, daha kisa siirede daha ytiksek 1sitma
hizlart sagladig: i¢in geleneksel glikasyon yontemlerine bir alternatiftir. Glikasyon
stirecinde, ileri Maillard {riinlerinin {iretimi, potansiyel toksik bilesikler igermesi
nedeniyle istenmeyen bir durumdur. Mikrodalga 1sitma ile gergeklestirilen glikasyon,
geleneksel yontemlere gore daha kisa siirede gerceklestigi icin ileri Maillard reaksiyon

tiriinlerinin tiretim olasilig1 daha diisiiktiir (Jia ve ark., 2023). Soya protein izolatinin
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dekstran ile glikasyonu arastirilan c¢alismada, konjugatlarin fizikokimyasal
ozelliklerinin mikrodalga ve ultrases destekli islemlerle daha da giliglendirdigi rapor
edilmistir (Liu ve ark., 2021). Bu calismalarda, proteinlerin agilmas1 ile mikrodalga
glikasyonu sonras1 protein-indirgeyici seker reaksiyonu olasiliginin arttigi ortaya
koyulmustur (Guan ve ark., 2011). Caligmalarin genel sonucu, mikrodalga 1sitma ile
glikasyonun geleneksel glikasyona gore daha yiiksek verimlilikte gerceklestirildigini
ortaya koymaktadir.

2.4.1.3.3. Ultrases destekli glikasyon

Ultrases, frekansi 20 kHz iizerinde ve insan duyma esiginin iizerinde olan ses
dalgalar1 olarak tanimlanmaktadir (Yu ve ark., 2020). Ultrases dalgalarinin hedeflenen
ortamdan gecirilmesi, siirekli dalga tipi bir hareketle gergeklestirilir. Bu hareket,
sikistirma ve genisleme olmak {izere iki dongii yaratir. Bir sivida, genlesme dongiisii
sirasinda, stvinin gekme mukavemetini asan negatif basing nedeniyle bosluklar olusur.
Daha sonra sikistirma dongiisii, molekiilleri bir araya itebilen pozitif basing liretir.
Akustik enerjinin emilmesi ile bosluklar bilylimeye devam eder ve kritik bir biiytikliige
ulasinca bosluklar patlar, cevreye enerji ve 1s1 salar. Bu nedenle, ultrases dalgalari
tarafindan iiretilen kavitasyon, kimyasal reaksiyonlar i¢in uygun ortam saglar
(Bhargava ve ark., 2021). Ses dalgalari, giivenli, toksik olmayan ve ¢evre dostu bir

isleme yontemi olarak kabul edilir (Lee ve Feng, 2011).

Ultrases destekli Maillard reaksiyonu, proteinlerin yapisini, islevselligini,
fonksiyonel 6zelliklerini degistirmek icin yenilik¢i bir yaklasimdir. Gida endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan ultrasesin, son yillarda Maillard reaksiyonunu tesvik etmek
amaciyla kullanim1 yayginlik gostermistir (Dong ve ark., 2019; Ye ve ark., 2022; Yu
ve ark., 2020). Maillard reaksiyonunun ultrases dalgalar1 ile desteklenmesinin {i¢
nedeni vardir. Birincisi, ultasonik dalgalarin kavitasyon etkisidir. Bu etki, Maillard
reaksiyonu icin reaksiyon kosullarini saglayan, sivi igerisinde gecici bir yiiksek
sicaklik (~5000K) ve basing (~1000MPa) ortami olugturmaktadir (Stanic-Vucinic ve

ark., 2013). Yogun akustik basing dalgalanmalarinin sonucunda sivida kiiciik
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kabarciklarin olusumu, biiylimesi ve siddetli ¢okiisii gergeklesir (Sekil 2.8.). Bu durum
protein agregatlarinin parcalanmasina ve protein yapisinin agilmasina neden
olmaktadir. Sonikasyonun neden oldugu kiiresel protein molekiillerinin kismi
acilmasi, ylizeylerdeki reaktif gruplar1 agia ¢ikararak Maillard reaksiyonuna destek
saglamaktadir (Zhao ve ark., 2022). Ikincisi, ultrasesin mekanik etkisidir. Mekanik
etki, ¢ozeltinin karismasini hizlandirarak molekiiller arasi ¢arpismalarin siklagsmasi ile
reaksiyonu hizlandirmaktadir (Dong ve ark., 2019). Ugiincii etki ise, ultrases destekli
Maillard reaksiyonu i¢in gereken aktivasyon enerjisi, geleneksel 1s1l islemle
gerceklestirilene gore daha diisliktiir (Yu ve ark., 2018). Literatiirde yer alan birgok
caligma, ultrases destekli glikasyon ile Maillard reaksiyonunu destekleyerek glikasyon

derecesini arttirdigin1 gostermistir (Chen ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2017).

Sikisma Sikisma Sikisma Sikisma
ﬁ’w ((o)) C— > Ses dalgalan
(o))
(LO\\ (¢ 9))
Genlesme Genlesme Genlesme Genlesme

Ultrases cihaz

-ooo....*

Kabarcik olusumu == Kabarcik biiyiimesi =—="—= Kabarcik cokmesi

Sekil 2.8. Ultrases cihazi ¢alisma mekanizmasi

Geleneksel 1slak 1sitma glikasyon ve yenilik¢i teknolojiler olan mikrodalga ve
ultrases destekli glikasyon yontemleri kullanilarak yiiriitiilen bazi ¢alismalar Cizelge
2.2.°de verilmistir. Calismalar genel olarak yenilik¢i teknolojilerin daha diisiik
aktivasyon enerjisi gereksinimi ile, daha kisa siirede gelismis teknofonksyonel

ozelliklerde Maillard konjugatlari elde edildigini rapor etmiglerdir.
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Cizelge 2.2. Farkl1 glikasyon yontemleri ile yiiriitiilen ¢aligmalar

Protein Polisakkarit Glikasy({n Glikasyon Onemli bulgular Kaynak
yontemi kosullar

Mas Gelistirilmis

fasulyesi Islak 1sitma | 80-90 °C, ¢oziiniirlik, emiilsiyon Zhou ve
. Dekstran . . v ark.,
protein glikasyon 0-6 sa aktivitesi ve emiilsiyon

. S (2017)
izolati stabilitesi

Soy.a . Ksiloz ve Islak 1sitma 80 °C, Gehstlrll.r.m§ (;ozum.lr.luk Wang ve
proteini fruktoz likasvon 10 sa ve emiilsifiye edici ark.,
izolati & Y ozellikler (2018)
Bezel.yg .| Islak 1sitma 90 °C, Gelistirilmis emiilsifiye Zhang ve
protein Maltodekstrin likasyon 5sa edici ozellikler ark.,
izolat glikasy (2022)

Nar Arap zamki | Islak 1sitma 90 °C, Gelistirilmis Bagyigit

cekirdegi glikasyon 20 dk teknofonksiyonel ve ark.
proteini ozellikler (2022)
Gelistirilmis Alavi ve
Bakla . Islak 1sitma 90 °C, ¢oziintirlik, emiilsifiye
. Maltodekstrin . . . ark.,
proteini glikasyon 30dk edici ozellik ve
s e (2021)
emiilsiyon stabilitesi
Pirin Mikrodalga 85 °C, 62"1?'er lllslt(lr;lgllli’sl on Cheng ve
¢ Dekstran destekli 150 Watt, gozunuriux, emusty ark.,
proteini likasvon 5 dk ozellikleri ve kopiik (2021)
5 Y olusturma kapasitesi

Piring Sodvum Mikrodalga 78 °C, Gelistirilmis ¢oziiniirlik | Meng ve
posasi ali 1}111 at destekli 186 Watt, ve emiilsifiye edici ark.,
proteini J glikasyon 20 dk ozellikler (2019)

Glikoz, Mikrodalga 90 °C, S Ertugrul
Breozteeliiei fruktoz, destekli 180 Watt, g;léiggl‘rgs (%iﬂ(riz?lrli ve ark.,
P alluloz glikasyon 4 dk ¢ (2021)
Sova D-alluloz, Mikrodalga 90 °C, Gelistirilmis elikasvon Namli ve
rotZini fruktoz, destekli 210 Watt, dere?:esi ve : gziinﬁ?liik ark.,
P glikoz glikasyon 4 dk ¢ (2021)
Ultrases: 80
Ultrases ve G,
Soya . 25 kHz, Gelistirilmisg emiilsiyon | Zhang ve
.. mikrodalga -
proteini Dekstran destekli 500 W, donma-¢6ziinme ark.,
izolat1 likasvon 40 dk; stabilitesi (2017)
g Y mikrodalga:
800 W, 2 dk

Soya Ultrases 80 °C, Gelistirilmis emiilsiyon Wen ve
proteini Lentinan destekli 250 Watt, 3 s tabi?i tesi Y ark.,
izolat1 glikasyon 40 dk (2020)
Bezelye Ultrases 80 °C, o oy s Jiang ve
proteini Inulin destekli 400 Watt, Gellzgggﬁlzseigllg?;ﬁye ark.,
izolat1 glikasyon 25 dk (2022)
Fistik Ultrases 70 °C, Gehst.lo.rzl%irrrlliliilillikj:yon’ Chen ve
proteini Maltodekstrin destekli 250 Watt, e(r;niilsi fiye edici ark.,
izolati glikasyon 10-100 dk szellikler (2016)

50-80 °C,

Soya . Ultrases 270-630 | Gelistirilmis emiilsifiye | M2 Ve
protein Pektin destekli R ark.,
zolats lik N Watt, edici 6zellikler (2020)

zoa glkasyo 15-120 dk
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2.5. Bitkisel Proteinlerin Endiistriyel Uygulama Alanlari

Bitkisel proteinler bilim diinyasinda ve endiistride ¢esitli uygulama alanlarinda
yer almaktadirlar. Gida takviyesi (Shchekoldina ve Aider, 2014), yenilebilir film ve
kaplama materyalleri (J. Li ve ark., 2019), emiilgator (Sahraee ve ark., 2019), biyoaktif
peptit tiretimi (Muhialdin ve ark., 2020), hidrojel iiretimi (Song ve Zhang, 2009) ve
bitkisel protein bazli et analoglarinin iiretiminde (Chiang ve ark., 2019) kullanimlar1
literatiirde arastirma konusu olarak son yillarda 6nem kazanmistir. Gida endiistrisinde
yurt dis1 ve yurt iginde bir¢ok firma bitkisel protein kaynakli et/kofte iiretimine
yonelmistir. Ozellikle soya proteini ve bezelye proteini bazli kofteler saglikl
beslenme, vegan beslenme, sporcu beslenmelerinde yer almakta ve iiretimi giin
gectikee artmaktadir. Daha once de belirtildigi tizere, Tiirkiye vigne iiretiminde oncii
iilkelerden biridir. Bu baglamda tez ¢alismasinda, atiklar1 degerlendirmek ve elde
edilen yiiksek safliktaki visne ¢ekirdegi proteinlerini endiistriye kazandirmak amaciyla

emiilsifiye et hamuru prosesi ile burger kofte analogu tiretimini arastirilmistir.

2.5.1. Bitkisel protein bazh et analoglar

Son yillarda, geleneksel hayvansal kaynakli gidalarin yerine alternatif protein
kaynagi olarak bitkisel kaynaklar {izerine aragtirmalar énem kazanmistir. Diinya
niifusunun 2050 yilina kadar kademeli olarak 9 milyarlik bir platoya ulagmasi ve et
tiretiminin 337 milyon ton bazinda, yaklasik %50-73 oranda artmasinin 6ngoriilmesi
nedeniyle, kiiresel et liretiminin tiiketim taleplerini karsilamasi zorlasacaktir (Bonny
ve ark., 2015; Vossen ve ark., 2020). Ayrica, dogal kaynaklarin sinirli olmasi,
hayvansal protein kaynaklarinin siirdiiriilebilirlik sorunu olmasi da bu duruma neden
olarak goriilmektedir. Bunlarin yani sira, hayvan yetistiriciligi ile ilgili ¢evresel ve etik
sorunlar olmasi, yiiksek miktarda kirmiz1 et tiiketiminin kalp-damar hastaliklar1 ve
obezite gibi saglik sorunlarindan dolayr hayvansal kaynakli proteinler ile ilgili
endiseler s6z konusudur (Dekkers ve ark., 2018). Bu nedenlerden dolay: et analoglari,

hayvan refahi, ¢evre sorunlari, dini kisitlamalar, etik/sosyal yonler ve hayvan eti
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tilkketiminin saglik sorunlar1 konusunda bilingli olan tiiketicilerin dikkatini ¢ekmistir.
Dolayisiyla, bitkisel kaynakli proteinlerden olusan kompozitler kullanilarak bitki bazli
et ve alternatiflerinin gelistirilmesi yoluyla c¢esitlendirilmesi, siirdiirtilebilir bir
yaklasimi desteklemektedir. Giinlimiizde saglikli beslenmeye yonelik tiiketici talebi,
artan vegan/vejetaryen beslenme popiilaritesi, et fiyatlarinin artmasi ve kirmizi et
tilketiminden kaginma veya azaltma gibi aligkanliklar et analoglarina olan ilgiyi
arttrmistir.  Gelismekte olan bir¢ok iilke, hayvansal protein kaynaklarin
stirdiiriilebilirliginin olmadigini, bu nedenle niifusun protein ihtiyacini karsilamanin

yolunu bitki bazli et ikameleri olusturarak saglamakta oldugunu savunmaktadir

(Babault ve ark., 2015).

Et analoglarinin 6nemli kriterlerinden biri, gastrointestinal sindirim sisteminde
sergiledigi davranistir. Et analogu ile alinan proteininin sindirilebilirligi, saglik ve
tilkketici tercihi yoniinden O6nem arz eder. Proteinlerin bagli oldugu polipeptit
zincirindeki aminoasitlerin tiirii, sayist ve dizilimi protein molekiiliiniin dogal yapist,
gastrointestinal sistemdeki sindirimini ve emilimini etkiler. Ayrica, proteinin
denatiirasyonu, agregasyonu, ortamin pH degeri ve gida matrisi gibi faktorler de
protein sindiriminde rol oynar. Proteinlerin sindirimi, mide sivist i¢erindeki pepsin
enzimi etkisiyle midede baslar. Sindirimin biiyiik kismi ise, tripsin ve kimotripsin gibi
proteaz enzimlerinin varliginda ince bagirsakta gerceklesir. Proteinlerin sindirimi,
proteaz enzimlerinin polipeptit zincirlerinde bulunan peptit baglaria erisebilirligine
bagl olarak degismektedir (Shaghaghian ve ark., 2022). Proteinler biiylime, gelisme
ve sagligin korunmasi i¢in, kan dolagimina emilebilen kiiclik peptitlere veya serbest
aminoasitlere sindirilir. Dolayistyla protein sindirilebilirliginin  diisiik olmasi,

aminoasitlerin biyoyararlanimini azaltacaktir (Xie ve ark., 2020).

Et analogu, hayvan etinin gorsel olarak, lezzet olarak ve lifli doku yapis1 taklit
edilerek olusturulan bitki bazli {riinlerdir (Pietsch ve ark., 2017). Et analogu
tiretiminde en 6nemli nokta, lifli yapiya sahip dokusal profilin saglanmasidir. Bu yapu,
bitki bazli protein kaynaginin dogru secilmesi ve uygun teknikler ile proses

kosullarinin saglanmast ile saglanabilir (Palanisamy ve ark., 2018).
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2.5.2. Et analoglari iiretim teknikleri

Et analoglari, etin kendine 6zgli dokusunu taklit ederek ve belirli yapilandirma
siireclerine maruz birakilarak lifli bir yapiya ulagsmasi ig¢in gelistirilen {iretim
tekniklerini igerir. Etin kash yapisini taklit etmek i¢in bir¢ok teknik arastirilmistir
(Sekil 2.9.). Bu teknikler, hiicre kiiltiirii, elektroegirme gibi yapisal malzemelerin
birlestirilmesini saglayan asagidan yukariya stratejisi ve ekstriizyon, dondurarak
yapilandirma gibi genel bir kuvvet kullanilarak biyopolimerlerin yapilandirilmasini

saglayan yukaridan asagiya stratejisidir (Dekkers ve ark., 2016).

3 boyvutlu
bask:

Dondurarak

T Elektroegirme

Et analogu
iiretim teknikleri

Fermantasyon

Hiicre kiiltiirii

Sekil 2.9. Et analogu iiretim teknikleri

Et analoglarmin lifli yapiya benzemesi i¢in bir¢ok yaklasim olsa da hiicre
kiiltiirii, elektroegirme gibi tekniklerin yiiksek maliyet, emek ve biiylik dlgeklerde
tiretimin zorlugu gibi dezavantajlari olmaktadir (Dekkers ve ark., 2018). Bu baglamda,
dondurarak yapilandirma teknigi digerlerine gore hem diisiik maliyetli olmas1 hem de

iiretim kolaylig1 acisindan avantajli bir tekniktir.
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2.5.2.1. Dondurarak yapilandirma teknigi

Lifli yapida et analogu iiretimi, bitkisel kaynakli bir protein emiilsiyonunun
dondurulmasini ve buz kristallerinin olugsmasini igermektedir. Bu olusum, diizenli ve
ayirt edici bir gozenekli yapi olusturarak arzu edilen lifli mikroyapiyla
sonuglanmaktadir. Et analogu, bitkisel kaynakli proteinden {iretilmesine ragmen,
katmanlar1 birbirini tabaka gibi kaplayan mikro lifli yapisi, hayvan eti kaslarina benzer
yap1 sergiler (Arora ve ark., 2023). Dondurarak yapilandirma tekniginde proteinleri
tekstiire etmenin temel prensibi adim adim su sekilde gergeklesir; Oncelikle
dondurulmus bir protein ¢ozeltisi dispersiyonu, sogutma yiizeyine paralel olacak
sekilde buz kristalleri olusturur. Bu buz kristallerinin biiylimesiyle hizalanmis protein
molekiillerini tutan paralel bdlgeler olusur. Protein icerigi ve nem icerigi arasindaki
formiilasyon oranit degismediginden, proses uzatilmais lifli bir yapi ile sonuglanir. Daha
sonrasinda nemin dondurularak kurutulmasiyla sert ve lifli proteinin kuru bir kitlesi
elde edilir (Arora ve ark., 2023). Yuliarti ve ark. (2023), tarafindan dondurarak
yapilandirma teknigi kullanilarak et benzeri duyusal ve dokusal 6zelliklere sahip bitki
bazli et analogu tiretimi gerceklestirilmistir. Farkli oranlarda bugday gluteni ve bezelye
proteini kullanilarak iiretilen et analogunun fizikokimyasal ve duyusal ozellikleri
incelendiginde, bezelye proteinin ilave edilmesinin yapiy1 giiclendirdigi, sertligi,

viskoelastikiyeti ve ¢ignenebilirligi arttirdig: rapor edilmistir (Yuliarti ve ark., 2021).

Calisma kapsaminda, bitki bazli kofte analoglari tretiminde, lifli yapiy1
saglamak icin protein emiilsiyonunun dondurulmasini igeren dondurarak yapilandirma
teknigi kullanilmistir. Dondurarak yapilandirma teknigi ile lifli yapr olusturma, et
analogu iiretiminde kullanilan protein kaynagina da baghdir (Dekkers ve ark., 2018).
Farkl1 proteinler, et benzeri nihai yap1 olusumunda rol alan ¢oziiniirliik, jellesme ve
doku olusumu 6zellikleri acisindan farkli yapisal fonksiyon etkilesimlerine sahiptirler
(Meade ve ark., 2005). Soya, bezelye ve bugday proteini et analoglarina dahil edilen
bitkisel kaynakli proteinlerdendir (Joshi ve Kumar, 2015).
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Et analogu formiilasyonunda, metilseliiloz, ksantan zamki, aljinat, konjak
glikomannan gibi baglayici madde gorevi goren bilesenler kullanilmaktadir (Bakhsh
ve ark., 2021; Dekkers ve ark., 2018; Jiang ve ark., 2020). Baglayic1 6zellik gosteren
bu maddeler, prosesteki protein, su ve lipidin etkilesimini gelistirirler (Bohrer, 2019).
Seliiloz eter tiirevi olan metil seliilloz, yiiksek sicaklikta bir jel agi olusturma
kabiliyetine sahiptir (dos Santos Carvalho ve ark., 2022). Su baglama ve nem tutma
yetenegi ile tirtiniin duyusal 6zelliklerini gelistirdiginden c¢esitli ve et alternatiflerinde

ve islenmis etlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bakhsh ve ark., 2021).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Vigne c¢ekirdekleri, Isparta’da faaliyet goOsteren Mavi Deniz Gida A.S.
firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan Arap zamki (piiskiirtmeli kurutucu
ile kurutulmus, pH degeri 5.0, kil icerigi <%#4.0), karboksimetil seliiloz (CAS
numarast: 9004-32-4) ve pektin (toz formda elma pektini, kiil igerigi <%7.0) Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hidroklorik asit (HCI) (%37 w/w,
CAS numaras1:7647-01-0), sodyum hidroksit (NaOH) (CAS numarasi: 1310-73-2), o-
ftalaldehit (OPA) (CAS numarasi: 643-79-8), f-merkaptoetanol (CAS numarasi:60-
24-2) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, ABD) firmasindan satin alimmistir. Kofte
analoglarinin formiilasyonu i¢in bugday unu (Sinangil, Tiirkiye), soya proteini (protein
icerigi: 86.3g/100g) (Proteinocn, Tiirkiye), sarimsak tozu, sogan tozu ve pancar tozu
(Kuruyesil, Tiirkiye), karabiber ve kimyon (Knorr, Tiirkiye), kabartma tozu (Pakmaya,
Tiirkiye) ve metilseliloz (CAS numarasi: 9004-67-5) kullamilmistir. Kofte
analoglarinin in vitro sindirilebilirliginde kullanilan a-amilaz (20 U/mg aktiviteye
sahip, CAS numarasi: 232-565-6), pepsin (250 U/mg aktiviteye sahip, CAS numarasi:
9001-75-6), tripsin (10 U/mg aktiviteye sahip, CAS numarasi: 9002-07-7), lipaz (125
U/mg aktiviteye sahip, CAS numarasi: 9001-62-1), safra tuzu (CAS numarasi: 8008-
63-7) liyofilize toz halinde Sigma Aldrich (St. Louis, MO, ABD) firmasindan satin

alimmustir. Tiim kimyasallar analitik saflikta olmasina dikkat edilerek kullanilmistir.

3.2. Yontem

Tez caligmasi kapsaminda gercgeklestirilen islemlere ait akis semasi Sekil
3.1.’de sunulmustur. Calisma, 3 temel asamadan olusmaktadir. Ilk asamada, visne
meyvesi ¢ekirdeklerinden alkali 6ziitleme ve izoelektrik ¢okeltme metodu ile VCP
oziitlenmistir. Ikinci asamada, dziitlenen VCP, 3 farkli polisakkarit (AZ, KMS ve P)

ile ve 3 farkl glikasyon yontemi (1slak 1sitma, mikrodalga destekli ve ultrases destekli)
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ile Maillard reaksiyonuna tabi tutulmustur. Bu asamada mikrodalga ve ultrases destekli
glikasyon yontemleri i¢in en uygun islem parametreleri RSM ile belirlenmistir. Her bir
glikasyon yonteminde optimum islem kosullarinda iiretilen Maillard konjugatlar
liyofilizator ile kurutularak dokuz farkli nihai Maillard konjugati elde edilmistir.
Ardindan, VCP ve Maillard konjugatlarinin karakterizasyon ve teknofonksiyonel
analizleri gerceklestirilmistir. Ugiincii asamada, teknofonksiyonel &zellikleri
gelistirilmis ve en 1yi emiilsifikasyon 6zelliklerine sahip Maillard konjugatlari, model
gida olarak emiilsifiye et hamuru prosesini kapsayan analog kofte iiretiminde

formiilasyona dahil edilerek etkinlikleri test edilmistir.
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Visne cekirdegi

Karboksimetil
seliiloz

Visne cekirdegi +

proteini Arip.zamia

+

Maillard reaksiyonu (glikasyon) ile
protein modifikasyonu

Islak 1sitma glikasyon Mikrodalga destekli glikasyon Ultrases destekli glikasyon
(90 °C, 15 dk) (90 °C, 300-800 Watt, 1-15 dk) (90 °C, %40-120 genlik, 1-15 dk)

l

Visne ¢ekirdegi proteini-Arap zamk konjugat
g
Visne ¢ekirdegi proteini- Karboksimetil seliiloz konjugat:
L Visne ¢ekirdegi proteini-Pektin konjugati J

Kifte analogu iiretimi

Sekil 3.1. Calisma kapsaminda gergeklestirilen iglemlere ait akis semasi
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3.2.1. Visne ¢ekirdegi proteininin oziitlenmesi

Visne cekirdegi proteini lretim islem basamaklar1 Sekil 3.2.’de sunulmustur.
Visne ¢ekirdeklerinden protein 6ziitleme islemi 6ncesi soguk sikim yontemi ile yagi
alimmustir. Cekirdekte bulunan yagin ayrilmasi i¢in laboratuvar dlgekli soguk pres
cihazi (Tuan Makina Sp 1560 S) kullanilmistir. Cihazin doniis hizi 12 rpm, ¢ikis
sicakligr maksimum 100 °C ve ¢ikis ucu ¢ap1 12 mm olarak sabitlenerek yagsiz posa

elde edilmistir.

Yagi alinmis visne ¢ekirdeklerinden protein Oziitleme islemi, laboratuvarimizda
daha oOnce optimizasyon islemi ile belirlenen parametreler kullanilarak
gerceklestirilmistir (Basyigit ve ark., 2021). Visne ¢ekirdegi proteinleri, alkali
oziitleme ve izoelektrik ¢okeltme metodu kullanilarak 6ziitlenmistir. Bu amagla, 10 g
yagsiz posa, 290 ml saf su ile karistirilarak pH degeri 1 M NaOH ile 7.73’¢
ayarlanmistir. Hazirlanan karisim calkalayicida (250 rpm) oda sicakliginda 63 dakika
boyunca 6ziitleme islemine tabi tutulmustur. Siire sonunda karisim 4000 rpm’de 15 dk
boyunca santrifiijlenmistir. Islem sonrasi elde edilen siipernatantlar toplanarak pH
degeri 1 M HCI yardimiyla 4.50’ye ayarlanarak izoelektrik noktada ¢oktiirme islemi
gerceklestirilmistir.  Coktiiriilen proteinler 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek
stipernatant uzaklastirilmigtir. Elde edilen protein dondurarak kurutma cihazi
(Coolormed, Tirkiye) ile kurutulmus ve analizlere kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

36



3. MATERYAL ve YONTEM Merve AKALAN

Visne cekirdegi Soguk stkim teknigi ) YagSI.z _ Visne cekirdegi
visne cekirdegi vagi

Protein dziitleme Santrifiijleme
(29 mL/g coziicii-6rnek orani, (4000 rpm 15 dk)
pH 7.73, 63 dk calkalama)

Siipernatant

Coktiiriilen Dondurarak Visne cekirdegi
proteinler kurutma proteini

pH 4.50

Sekil 3.2. Visne ¢ekirdegi proteini iiretim agamalart
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3.2.2. Maillard konjugatlarinin iiretimi

3.2.2.1. Islak 1sitma glikasyon ile Maillard konjugatlarinin iiretimi

Islak 1sitma yontemi ile glikasyon ic¢in optimum kosullar, laboratuvarimizda
daha 6nce 6n denemeleri yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir (Basyigit ve ark., 2022).
Iki g VCP ve 1 g polisakkarit (AZ, KMS ve P), 100 mL’lik bir cam sise igerisindeki
0.2 M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 2 sa boyunca karistirilmistir.
Cozeltiler, 0.1 M NaOH ve/veya 0.1 M HCI kullanilarak pH degeri 7.0’a ayarlanmis
ve bir gece buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra ¢6zeltiler su banyosunda 90 °C’de
15 dk boyunca kontrollii Maillard reaksiyonuna tabi tutulmustur. Siire sonunda karigim
yaklagik 1 dk buzlu suda bekletilerek reaksiyonun sonlanmasi saglanmigtir. Santrifiij
tiiplerine aktarilan karisim 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlendikten sonra elde edilen
siipernatant dondurarak kurutulmus ve analizler i¢in kullanilmak iizere toz haline

getirilerek +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Mikrodalga destekli glikasyon ile Maillard konjugatlarinin iiretimi

Mikrodalga destekli glikasyon uygulamasi i¢in optimum kosullar her bir
polisakkarit i¢in ayr1 ayr1 ylizey yanit metodolojisi (RSM) kullanilarak belirlenmistir.
Konjugat iiretimi deney tasariminda mikrodalga giicii (Watt) ve islem siiresi (dk)
bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Merkezi tiimlesik tasarim (CCD)
kullanilarak olusturulan deney tasarimi, 5 tekrarli merkez nokta olmak tizere 13
denemeden olugmaktadir. Bagimsiz degiskenlerin alt ve iist sinirlar1 Cizelge 3.1.°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Mikrodalga 1sitma ile glikasyon i¢in bagimsiz degiskenlerin alt ve iist seviyeleri

Bagimsiz degiskenler  Birim -1 0 +1
Mikrodalga giicii Watt 300 550 800
Islem siiresi dk 1 8 15
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Islak 1s1tma yonteminde belirtildigi gibi bir gece dncesinden hazirlanan 100 mL
sodyum fosfat tampon igerisindeki protein:polisakkarit (2:1) karisim1, mikrodalga 6zel
cam balonuna aktarilmistir. Mikrodalga 1sitma uygulamasi, IR ve fiber optik
termometre ile donatilmis laboratuvar tipi mikrodalga cihazinda (Sineo, Mass-II Plus,
Cin) gergeklestirilmistir. Mikrodalga cihazinda, sicakligin 90 °C’ye ulagmasi igin
onceki caligmalara gore bazi degisikliklerle 2 kademeli islem uygulanmistir
(Nasrollahzadeh ve ark., 2017). Birinci kademede 800 Watt (mikrodalga giicii) ve 2 dk
(islem siiresi) uygulanarak ¢ozelti i¢ sicakliginin 90 °C’ye ulagmasi saglanmustir.
Ardindan ikinci kademede her bir deneme noktasi i¢in belirtilen mikrodalga giicii ve
siire uygulamast ile glikasyon gerceklestirilmistir. Islem sonras1 soliisyonlar 4000 rpm’
de 10 dk santrifiijlenerek elde edilen siipernatant dondurarak kurutulmustur. Kurutulan
konjugatlar analizlerde kullanilmak tizere toz haline getirilerek +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.2.3. Ultrases destekli glikasyon ile Maillard konjugatlarinin iiretimi

Ultrases destekli glikasyon uygulamasi i¢in optimum kosullar her bir
polisakkarit i¢in ayr1 ayr1 RSM kullanilarak belirlenmistir. Konjugat liretimi deney
tasariminda cihaz genligi (%) ve islem siiresi (dk) bagimsiz degiskenler olarak
belirlenmistir. Ultrases uygulamasi 60 Hz frekans ve 665 W giice sahip laboratuvar
tipi ultrases cihazinda (Wiseclean WUCD10H) gergeklestirilmistir. Merkezi tiimlesik
tasarim (CCD) kullanilarak olusturulan deney tasarimi, 5 tekrarli merkez nokta olmak
tizere 13 denemeden olusmaktadir. Bagimsiz degiskenlerin alt ve {ist sinirlar1 Cizelge
3.2.’de verilmistir. ilk olarak, VCP ve polisakkarit (AZ, KMS ve P), 100 mL sodyum
fosfat tampon ile 2 sa boyunca homojen hale gelene kadar karistirilmis ve bir gece +4
°C’de bekletilmistir. Karisimlar kapakli cam siselerde i¢ sicakligi 90 °C’ye ulagmasi
i¢cin 6n denemeler ile belirlenen %120 genlikte 2 dk ultrases uygulandiktan sonra, her
bir deneme noktasi icin belirtilen cihaz genligi ve islem siiresi uygulanarak glikasyon
gerceklestirilmistir. Islem sonrasi karigimlar 4000 rpm’ de 10 dk siire ile

santrifiijlenmis ve elde edilen silipernatantlar dondurularak kurutulmustur. Kurutulan
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konjugatlar analizlerde kullanilmak {izere toz haline getirilerek +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 3.2. Ultrases destekli glikasyon i¢in bagimsiz degiskenlerin alt ve iist seviyeleri

Bagimsiz degiskenler  Birim -1 0 +1
Genlik (%) 40 80 120
Islem siiresi dk 1 8 15

Mikrodalga ve ultrases destekli glikasyonda secilen yaniti tahmin etmek icin

kullanilan ikinci dereceden polinom modeli asagida verilmistir.

y= ﬁo + 2?=OﬂiXi + Z?=Oﬁiixi2 + 2?;11 ;'l=i+1:8inin (31)

Bu esitlikte, y; tahmin edilen bagimli degisken (glikasyon derecesi), X; ve Xj; bagimsiz
degiskenler, fo; kesisim katsayisi, fi; dogrusal denklem katsayisi, f;;; ikinci dereceden

denklem katsayisi, fj; etkilesim katsayisi, n; faktor sayisini ifade etmektedir.

3.3. Analizler
3.3.1. Maillard konjugatlarinin glikasyon derecesi

Konjugatlarin glikasyon derecesi, serbest amino gruplarinin yiizdesinin
Olclilmesi yontemine dayanan OPA yoOntemine gore belirlenmistir (Zhang ve ark.,
2022). 11k olarak, 40 mg OPA (1 mL metanolde ¢dzdiiriilmiis), 25 mL boraks tamponu
(0.1 mol/L), 2.5 mL SDS ¢ozeltisi (%20 w/v) ve 100 pL B-merkaptoetanol karistirilmis
ve distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak OPA reaktifi hazirlanmigtir. Daha sonra, 0.2
mL konjugat soliisyonu (2 mg/mL) ve 4 Ml OPA reaktifi karistirilarak 35 °C’de 2 dk
boyunca karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda soliisyonlarin absorbansi

UV-Vis spektrofotometrede (Shimadzu, Kyoto, Japonya) 340 nm dalga boyunda
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okunmustur. Konjugatlarin glikasyon derecesi asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmustir.

2074 100 (3.2)

Glikasyon derecesi (%) —

Burada, Ao: tek basina proteinin absorbans degeri, Ai: Konjugatin absorbans degerini

ifade etmektedir.

3.3.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Konjugatlarin, protein-polisakkarit etkilesimini tespit etmek icin bir
IRTracer100 (EN230V) spektrometresi (Shimadzu Corporation., Kyoto, Japonya)
kullanilarak FTIR analizi gerceklestirilmistir. Spektrum taramalar1 500-4000 dalga

boyu arasinda ve 1 cm™ ¢oziiniirliikte gergeklestirilmistir (Xu ve ark., 2018).

3.3.3. Taramah elektron mikroskopisi (SEM) goriintiileri

Protein ve konjugatlarin yiizey morfolojisini ve mikroyapisini incelemek
amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeiss Sigma 300, Zeiss Co.,
Oberkochen, Almanya) kullanilmistir. Numuneler sivi nitrojen ile dondurulduktan

sonra altin piiskiirtme ile kaplanmistir ve SEM ile goriintiiler alinmistir (Zha ve ark.,

2021).
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3.3.4. Protein ve Maillard konjugatlarinin fizikokimyasal ozellikleri

3.3.4.1. Su aktivitesi

Numunelerin su aktivitesi (aw) degerleri Pre Aqua LAB o6lgiim cihazi
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Cihazin 6rnek kabina konulan yaklasik 3 g numune, oda
sicakliginda denge nem degerine ulasincaya kadar bekletilmistir. Dijital gostergeden

okunan degerler numunelerin su aktivitesi olarak kaydedilmistir.

3.3.4.2. Renk

Toz numunelerin renk degerleri (L*, a*, b") Hunter Lab cihazi (Color Quest®

XE, ABD) kullanilarak dlgiilmiistiir (AOAC, 1984).

3.3.4.3. Y1gin yogunlugu ve sikistirilmis y1gin yogunlugu

Toz numunelerin y18in yogunlugu ve sikistirilmis yigin yogunlugu, analizde
kullanilan miktar ve bu miktarin kapladigi ilk ve son hacimden yararlanilarak
hesaplanmistir (Tatar ve ark., 2014). Ilk olarak 3 g numune tartilarak 25 mL hacme
sahip cam mezur igerisine alinmistir. Numunenin mezur igerisinde kapladigi ilk hacim
baz alinmistir. Daha sonra igerisinde orneklerin bulundugu mezur diiz bir zemin
tizerinde sabit hacme gelene kadar yaklasik 200 kez vurulmus ve son hacmi
kaydedilmistir. Numunelerin y18in yogunlugu ve sikistirilmis yigin yogunlugu asagida

verilen denklemler ile hesaplanmistir.

Kullanilan 6rnek miktari (g)
[tk hacim (mL)

Y1g1n yogunlugu = (3.3)

Kullanilan 6rnek miktari (g)

Sikistirilmis y1g1in yogunlugu = (3.4)

Son hacim (mL)
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3.3.4.4. Hausner orani ve Carr indeksi

Toz numunelerinin Hausner orani ve Carr indeksi degerlerinin hesaplanmasinda
yigin yogunlugu ve sikistirilmis y18in yogunlugu degerleri baz alinarak asagidaki

denklemler ile hesaplanmistir (Tatar ve ark., 2014).

Stkistirilmis yigin yogunlugu

Hausner orant = (3.5)

Yigin yogunlugu

Sikistirimis yigin yogunlugu—yigin yogunlugu "

Carr indeksi = 100 (3.6)

stkistirilmis yigin yogunlugu

3.3.4.5. Nem miktari

Toz numunelerin toplam nem miktar1 gravimetrik yontemle hesaplanmistir
(AOAC, 1998). Ilk olarak petri kaplar: sabit tartima getirilip daralar1 kaydedilmistir.
Daha sonra petrilere 1 g numune tartilarak 105 °C’de 24 s boyunca etiive
yerlestirilmigtir. Siire sonunda numuneleri iceren petriler desikatorde sogutulmaya

birakilmig ve toplam nem miktarlar1 agagida verilen denkleme gore hesaplanmastir.

N1-N2
X

Toplam nem miktar: = 100 (3.7

Burada;
Ni: Tartilan numunenin kiitlece agirligi (g) + petri kab1 agirlig (g)
N2: Suyu uzaklagtirilmis 6rnegin kiitlece agirlig: (g) + petri kab1 agirhigi (g)

N3: Tartilan numunenin kiitlece agirligi (g) olarak tanimlanmustir.
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3.3.5. Termal kararhlik analizi (TGA)

Protein ve Maillard konjugatlarinin termal davranisi, inert bir atmosferde (N»),
30 °C’den 1000 °C’ye kadar 10 °C/dk 1sitma hizinda c¢alisan Termogravimetrik
Analizér DTG-60 H (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) cihazi ile dl¢iilmustiir
(Mshayisa ve ark., 2021).

3.3.6. Protein ve Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel 6zellikleri

3.3.6.1. Coziiniirliik

Protein ve konjugatlarin ¢oziiniirliigli Bradford metoduna goére hesaplanmistir
(Bradford, 1976). Bu amagcla, numuneler 10 mM fosfat tampon (pH degeri 7.0)
icerisinde 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanmis ve oda sicakliginda 30 dk boyunca
karistirilmistir. Siire sonunda numuneler 4000 rpm’de 10 dk santrifiijleme islemine
tabi tutulmustur. Elde edilen siipernatanttaki protein miktar1 Bradford kiti kullanilarak
belirlenmistir. Protein ve konjugatlarin ¢oziiniirliikleri asagida verilen denkleme gore

hesaplanmustir.

Siupernatanttaki protein miktari

Cozluniirlik = x 100 (3.9)

Numunedeki protein miktari

3.3.6.2. Su tutma kapasitesi

Protein ve konjugatlarin su tutma kapasitesini (STK) belirlemek i¢in, darasi
alan 50 mL’lik santrifiij tiiplerine 1 g numune tartilmis ve tizerine 10 mL saf su ilave
edilmistir. Karisim oda sicakliginda her 15 dk’da bir 10 sn vorteks yardimi ile 1 s
boyunca karistirilmistir. Siire sonunda karisim 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatantin ayrilmasi i¢in, santrifiij tlipii yaklasik 45 °C’lik a¢1 olusturacak sekilde

30 dk filtre kagid1 lizerinde siiziilmesi saglanmistir. Daha sonra numuneler tartilarak
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agirliklan kaydedilmistir. Protein ve konjugatlarin STK degerleri asagidaki esitlige
gore hesaplanmistir (Cho ve ark., 2004).

(53—52)—51><

STK (%) = o

100 (3.9)

Burada;
S1: Protein/konjugat toz numunenin kiitlece agirligi (g)
Sa: Santrifiij tliplinlin darasi (g)

S3: Stizme islemi sonrasi son tartim (g) olarak tanimlanmustir.

3.3.6.3. Yag baglama kapasitesi

Protein ve konjugatlarin yag baglama kapasitesini (YBK) belirlemek i¢in, STK
analizine benzer sekilde, darasi alinan 50 mL’lik santrifiij tiiplerine 1 g numune tartilip
tizerine 10 mL Aycigek yagi ilave edilmistir. Karisim oda sicakliginda her 15 dk’da bir
10 sn vortekslenmek {izere 1 sa boyunca karistirilmistir. Siire sonunda karigim 4000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Stipernatantin ayrilmasi i¢in, santrifiij tiipii yaklasik
45 °C’lik ag1 olusturacak sekilde 30 dk filtre kagidi iizerinde siliziilmesi saglanmistir.
Daha sonra numuneler tartilarak agirliklar1 kaydedilmistir. Protein ve konjugatlarin

YBK degerleri agagidaki esitlige gore hesaplanmistir (Cho ve ark., 2004).

YBK (%) = L2100 (3.10)

1

Burada;

Y1: Protein/konjugat toz numunenin kiitlece agirligi (g)
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Y2: Santrifiij tiipiiniin darasi (g)

Y3: Siizme islemi sonrasi son tartim (g) olarak tanimlanmustur.

3.3.6.4. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi

Numunelerin kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesini belirlemek i¢in, 50 mL
hazirlanan protein veya konjugat ¢ozeltisi (%1, w/v) 100 mL’lik 6l¢iim silindirinde 1
dk boyunca Ultra-Turrax homojenizatér (IKA-T18 Basic, Japonya) 12.000 rpm’de
homojen hale getirilmistir. Homojenizasyon oncesi ve sonrasi hacimler kaydedilerek
asagidaki esitliklere gore protein ve konjugatlarin kdpiik olusturma kapasitesi ve

stabilitesi hesaplanmistir (Cho ve ark., 2004).

Koplk olusturma kapasitesi (%) = @ * 100 (3.1
1
Kopiik stabilitesi (%) =+ + 100 (3.12)
2
Burada;

Vi: Homojenlestirmeden 6nceki hacim (mL)
V2: Homojenlestirmeden sonraki hacim (mL)

Vi: Homojenlestirme isleminden 10 dk sonraki hacim (mL) olarak ifade edilmistir.

3.3.6.5. Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi

Protein ve konjugatlarin emiilsiyon 6zelliklerini belirlemek i¢in her analizde taze
emiilsiyon hazirlanmistir. Bu amagla, ilk olarak 0.5 g protein/konjugat 100 mL

potasyum fosfat tampon (10 mM, pH 7.0) igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra, bir
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beherde protein/konjugat soliisyonu (7.5 mL) ve misir yagi (2.5 mL), Ultra-Turrax
homojenizator yardimiyla 12.000 rpm’de 1 dk boyunca karistirilarak su i¢inde yag

emiilsiyonu (%25, v/v) olusturulmustur (Lee ve ark., 2021).

Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) i¢in, 50 puL taze hazirlanan emiilsiyon ve 5 mL
sodyum dodesil siilfat (SDS) (%0.1, w/v) karistirilarak 500 nm dalga boyunda nm’de
UV-Vis spektrofotometre (Model UV-1280, Shimadzu, Japonya) ile absorbans degeri
okunmustur. Emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) icin ise, emiilsiyon aktivitesi i¢in
hazirlanan karigima ayni prosediir 10. ve 30. dk’larda (ESI10 ve ESI30) uygulanarak
absorbans degerleri okunmustur. Protein ve konjugatlarin EAI ve ESI degerleri asagida

verilen esitliklere gore hesaplanmustir.

m2,  2%2.303*Ag*SF
EAI (7) = Bhoo (3.13)
—_ %o
ESI (dk) = Go—an ¥ t (3.14)
Burada;

Ao: Homojenizasyon isleminden hemen sonra okunan absorbans degeri
SF: Seyreltme faktort

C: Protein/konjugat konsantrasyonu

@: Optik yol

0: Yag hacim fraksiyonu

A¢: Homojenizasyon isleminden sonra ilgili zamanda (10. ve 30. dk) okunan absorbans

degerini belirtmektedir.
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3.3.6.6. Stabilite katsayisi

Protein veya konjugatlar ile hazirlanan emiilsiyonlarin stabilite katsayis1 (R) Li
ve ark., metoduna gore belirlenmistir (Li ve ark., 2019). Bu amagla, taze hazirlanan 10
mL protein/konjugat emiilsiyonu 2000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonrast elde edilen siipernatant 100 kat seyreltilmistir. Seyreltilmis ve seyreltilmemis
numunelerin absorbanst UV-Vis spektrofotometrede 750 nm’de okunmustur.

Emiilsiyonlarin R degeri asagida verilen esitlige gore hesaplanmistir.

Stabilite katsayist (R) = j—z (3.15)
1

Burada,
A1: Seyreltilmemin numunenin absorbans degeri

A Seyreltilmis numunenin absorbans degeri olarak tanimlanmaktadir.

3.3.6.7. Santrifiij cokme oram

Taze hazirlanan protein/konjugat emiilsiyonu (10 mL) bir santrifiij tiipline
aktarilarak 2500 rpm’de 40 dk boyunca santrifiijlenmis ve elde edilen sivi faz
uzaklastirilmustir. Igerisinde ¢okelti bulunan santrifiij tiipleri 30 dk boyunca agiz
kisimlar1 asagida olacak sekilde ters cevrilerek kalan sivinin da uzaklastirilmasi
saglanmistir. Siire sonunda santriflij tiiplerinde kalan ¢okelti tartilarak asagidaki

esitlige gore emiilsiyonlarin CPR degeri hesaplanmistir (Li ve ark., 2019).

Santrifij ¢cokme orant = %XIOO (3.16)
1

Burada,
m;: Baslangigtaki emiilsiyon agirlig1 (g)

my: Cokelti agirlig (g)
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3.3.7. Protein ve Maillard konjugat emiilsiyonlarinin fiziksel stabiliteleri

3.3.7.1. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkh sicakhiklarin etkisi

Protein ve konjugatlar ile olusturulan emiilsiyonlarin sicakliga karsi
stabilitelerini degerlendirmek i¢in 30 dk boyunca farkli sicakliklara (20, 40, 60, 80 ve
100 °C) maruz birakilmislardir. Islem sonras1 emiilsiyonlar oda sicakligma getirilmis
ve 24 s bekletildikten sonra mikrograf ve parcacik boyutu iizerine etkileri incelenmistir

(Xu ve ark., 2017).

3.3.7.2. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkh pH degerinin etkisi

Protein ve konjugatlar ile olusturulan emiilsiyonlarin pH degerlerine karsi
stabilitelerini belirlemek i¢in Bolim 3.3.6.5°deki gibi taze hazirlanan emiilsiyonlarin
pH degerleri IM NaOH veya 1 M HCl ile farkli seviyelere (3.0, 5.0, 7.0, 9.0 ve 11.0)
ayarlanmistir. Karistiricida 1 sa karistirildiktan sonra emiilsiyonlarin mikrograflar ve

parcacik boyutu degisimi incelenmistir.

3.3.7.3. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkh tuz konsantrasyonlarimin etkisi

Protein ve konjugatlar ile olusturulan emiilsiyonlarin iyonik strese karsi
direnclerini degerlendirmek i¢in, emiilsiyonlara farkli konsantrasyonlarda (0-500 mM)
NaCl ilave edilmistir. Emiilsiyonlar oda sicakliginda 1 dk boyunca vortekslendikten

sonra mikrograflar1 ve parcacik boyutu degisimi incelenmistir (Xu ve ark., 2017).

3.3.7.4. Emiilsiyonlarin stabilitelerine dondurup-¢oziindiirmenin etkisi

Protein ve konjugatlar ile olusturulan emiilsiyonlarin dondurma-¢6zdiirme

islemine kars1 etkisini belirlemek icin, pH degeri 7.0 olan numuneler 6nce 72 sa
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boyunca -18 °C’de tutulmustur. Siire sonrast 2 sa oda sicakliginda ¢oziilmesi igin
bekletilmistir. Dondurup-¢6zdiirmenin emiilsiyonlarin pargacik boyutu tizerine etkileri

ve mikrograflar1 incelenmistir (Cabezas ve ark., 2019).

3.3.7.5. Optik mikroskopi ve parcacik boyutu analizi

Emiilsiyon numuneleri arasindaki damlacik boyutu farkliliklarini tespit etmek
icin objektif lensli (10x ve 40x) bir optik mikroskop kullanilmistir. Her bir numuneden
50 uLl’lik emiilsiyon alinarak mikroskop lami {izerine yerlestirilmis ve tizerine lamel
kapatilarak mikrograflar1 alinmistir (Doki¢ ve ark., 2012). Numunelerin damlacik
boyutlar1 ImageJ programi ile hesaplanmis ve sonuglar ortalama ¢ap boyutu olarak

sunulmustur.

3.4. Protein ve Maillard Konjugatlarindan Kéfte Analogu Uretimi

Protein ve mikrodalga destekli Maillard konjugatlari ile kofte analogu iiretimi
literatiirde yer alan ¢aligma baz alinarak 6n denemelerle ve bazi degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir (Yuliarti ve ark., 2023). Dondurarak yapilandirma teknigi
kullanilarak {iretilen kofte analogu formiilasyonu protein/konjugat (%17), bugday unu
(%10), soya proteini (%5), ekmek i¢i tozu (%10), sarimsak tozu (%]1), sogan tozu
(%1), kabartma tozu (%0.25), pancar tozu (%0.75), karabiber (%0.5), kimyon (%0.5),
tuz (%1), metilseliiloz (%3), su (%40) ve siv1 yag (%10) ile olusturulmustur. Kofte
analogu iiretim asamalar1 Sekil 3.3.’de sunulmustur. ilk olarak kuru bilesenler
harmanlanmistir. Daha sonra metilseliiloza formiilasyona gore su ve yag ilave edilerek
bir emiilsiyon olusturulmustur. Kuru bilesenler ile metilseliiloz emiilsiyonu bir hamur
yogurma cihazinda (KitchenAid, ABD) diisiik hizda (~500 rpm) karistirilarak homojen
bir hamur elde edilmistir. Hamur, her biri 50 g agirhiginda, 10 cm ¢apinda ve ~lcm
kalinlikta kofteler haline getirilmistir. Olusturulan kofteler daha sonra 14 dk boyunca
buharda pisirilmistir. Oda sicakligina getirildikten sonra ayr1 ayr1 kaplara paketlenerek

24 s boyunca -18 °C’de dondurulmustur.
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Kuru bilesenler Metilseliiloz emiilsiyonu Homojen hamur karisim

}

i . . . .Cig

VCP-KA VCP-AZ KA VCP-KMS-KA VCP-P-KA

Buharda pisirme

Pismis

VCP-KA VCP-AZ KA VCP-KMS-KA VCP-P-KA

!

Pisirilen kofte analoglan
-18 °C'de 24 sa donduruldu.

(VCP-KA: Visne ¢ekirdegi proteini iceren kofte analogu, VCP-AZ-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-Arap
zamki konjugati igeren kofte analogu, VCP-KMS-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-Karboksimetil seliiloz
konjugati iceren kofte analogu, VCP-P-KA: Visne cekirdegi proteini-Pektin konjugati iceren kofte
analogu)

Sekil 3.3. Kofte analogu iiretim agamalari
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3.5. Kofte Analoglar1 Analizleri

3.5.1. Fizikokimyasal analizler

3.5.1.1. Nem icerigi

Dondurulmus kofteler analiz dncesinde +4 °C’de ¢ozdiiriilmiistiir. Nem igerigi
gravimetrik yontem ile 105 °C’de 24 sa etiivde tutulduktan sonra numunelerin son

agirhiginin baslangig agiligina oranlanmasi ile hesaplanmistir (AOAC, 1998).

3.5.1.2. Protein miktari

Koftelerin protein icerigi elementel analiz cihazi (FlashSmart Elemental,
ThermoFisher Scientifc, ABD) ile belirlenmigtir. Numunelerin protein igerigi, azot

degerinin 6.25 ile carpilmasiyla elde edilmistir.

3.5.1.3. pH degeri

Protein ve konjugatlardan iiretilen kofte analoglarinin pH degerleri dijital bir pH
metre (OHAUS, ABD) yardimiyla oda sicakliginda 6l¢iilmiistiir. Bu amagla, her bir
kofte hamurundan 5 g alinarak 20 mL distile su igerisinde 2 dk boyunca homojen hale
getirilmistir. Daha sonra pH metrenin prob ucu hazirlanan homojen karisima

daldirilmis ve dijital ekranda sabitlenen pH degeri kaydedilmistir (AOAC, 1984).

3.5.1.4. Renk

Ko&fte numunelerinin renk degerleri, buharlama isleminden dnce ve sonra (L,
a’, b") Hunter Lab cihazi1 (Color Quest® XE, ABD) kullanilarak &l¢iilmiistiir (AOAC,
1984).
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3.5.1.5. Morfolojik yap1 (SEM)

Protein ve konjugatlar ile olusturulan kofte analoglarinin yiizey morfolojisi,
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) (ZEISS Sigma 300 Field Emission SEM,
Oberkochen, Almanya) kullanilarak belirlendi. Dondurulmus kofteler dondurarak
kurutulduktan sonra ylizey morfolojileri belirlenmistir (Yuliarti ve ark., 2021).
Numuneler altin-paladyum ile kaplandiktan sonra morfolojik  yapilari

goriintiilenmistir.

3.5.1.6. Tekstiirel profil analizi (TPA)

Koéfte analogu numunelerinin buharlama islemi Oncesi ve sonrasi sertlik,
esneklik, yapiskanlik ve ¢ignenebilirlik gibi doku profilleri TA-XT plus doku analiz
cihazi (Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Surrey, UK) yardimiyla 6l¢tildii. Doku
analizi cihazi 5.0 mm/s test hizi, 5 mm hareket mesafesine sahip silindirik prob (P/35)

ve HDP/90 6l¢iim parametrelerinde kullanilmistir.

3.5.1.7. In vitro sindirilebilirlik

Protein ve Maillard konjugatlar1 ile iretilen kofte analoglart in vitro
gastrointestinal sindirime tabi tutulmustur. Sindirim asamalarini simiile etmek igin;
simiile tiikiiriik sivisi, simiile mide sivis1 ve simiile bagirsak sivis1 Cizelge 3.3.’deki

gibi hazirlanmistir (Minekus ve ark., 2014).

Ag1z fazi1 i¢in, 3 g kofte 4.8 mL simiile tiikiiriik sivisi ile karistirilarak homojen
hale getirilmistir. Daha sonra bu karisima a-amilaz (enzim aktivitesi 75U/mL) ve 0.3
M kalsiyum kloriir (25 pL) ilave edilmistir. Sodyum hidroksit (1 M) ile karigtmin pH
degeri 7.0’a ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 9 mL’ye tamamlanmistir. Elde
edilen karisim calkalamali su banyosunda (200 rpm) 37 °C’de 2 dk tutularak kofteler

simiile ag1z ortamindan gecirilmistir. Siire sonunda 4.5 mL agi1z faz1 sindirim {riinii
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(bolus) alinarak 90 °C’de 10 dk enzim inaktivasyonu gerceklestirilmis ve analizler i¢in

dondurarak kurutulmustur.

Mide faz1 i¢in, 4.5 mL agiz fazindan gelen kismen sindirime ugramis kofte
(bolus), 4.095 mL simiile mide stvist ile karistirtlmistir. Karisima, 0.3 M kalsiyum
kloriir (2.25 pL), pepsin enzimi (enzim aktivitesi 2000 U/mL) ve saf su (402.75 uL)
eklenmistir. Ardindan 1 M HCl ile karisimin pH degeri 3.0’a ayarlanmis ve 37 °C’deki
calkalamal1 su banyosunda (200 rpm) 2 sa boyunca mide sindirimine tabi tutulmustur.
Siire sonunda 4.5 mL mide fazi1 sindirim {irtinti (kimiis) alinarak 90 °C’de 10 dk enzim

inaktivasyonu ger¢eklestirilmis ve analizler i¢in dondurarak kurutulmustur.

Bagirsak fazi i¢in, 4.5 mL mide fazinda sindirime ugramis kofte (kimiis) {izerine
4.1625 mL simiile bagirsak sivisi ilave edilmistir. Karisima tripsin (enzim aktivitesi
100 U/mL), lipaz (enzim aktivitesi 2000 U/mL) ve a-amilaz (enzim aktivitesi 2000
U/mL) enzimleri eklenmistir. Ardindan safra tuzu (45 mg), 0.3 M kalsiyum klortir (10
pnL) ve 328.50 mL saf su eklenerek karistmimn pH degeri 1M NaOH ile 7.0’a
ayarlanmistir. Karisim 37 °C’deki ¢alkalamali su banyosunda (200 rpm) 2 sa boyunca
bagirsak sindirimine tabi tutulmustur. Siire sonunda 4.5 mL bagirsak faz1 sindirim
tirlindi alinarak 90 °C’de 10 dk enzim inaktivasyonu gerceklestirilmis ve analizler i¢in

dondurarak kurutulmustur.

Cizelge 3.3. In vitro sindirim prosediiriinde kullanilan simiile agiz, mide ve bagirsak sivilari ve stok
¢ozeltileri (Minekus ve ark., 2014)

. Stok soliisyon
Soliisyon adi Konsantrasyonu SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7)
(g/L) M) (g/L) M) (g/L) M) (g/L) (M)

KCl 37.3 0.5 15.10 15.10 6.90 6.90 6.80 6.80
KH2PO4 68 0.5 3.70 3.70 0.90 0.80 0.80 0.80
NaHCO3 84 1 6.80 13.60 12.50 25.00 42.50 85.00
NaCl 117 2 - - 11.80 47.20 9.60 38.40
MgCL:(H20)6 30.5 0.15 0.50 0.15 0.40 0.12 1.10 0.33
(NH4)2CO3 48 0.5 0.06 0.06 0.50 0.50 - -
HCl1 - 6 0.09 1.10 1.30 15.60 0.70 8.40
CaClx(H20): 441 0.3 0.025 1.50 0.005 0.15 0.04 0.60

SSF: Simiile ag1z sivisi, SGF: Simiile mide stvisi, SIF: Simiile bagirsak sivisi
Agiz, mide ve bagirsak fazi sonrasi dondurarak kurutulan sindirim {iriinleri,

numunelerin  her biri in vitro protein sindirilebilirliginin belirlenmesi i¢in
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kullanilmustir. Orneklerin protein icerikleri Bradford yontemi belirlenmis ve standart
protein olarak sigir serum albiimini kullanilmistir (Bradford, 1976). Kofte
analoglarmin in vitro protein sindirilebilirlikleri, toplam ¢0zliniir protein igerigi ve in
vitro sindirim sonrasi belirlenen protein igerigi baz alinarak asagidaki denkleme gore

hesaplanmistir (Xie ve ark., 2022).

P14 100 (3.17)

PO

Protein sindirilebilirligi=

Po: Sindirim 6ncesi protein igerigi (g)

Pi: Sindirilmemis protein icerigi (g)

3.5.1.8. Duyusal analiz

Bitkisel protein ve Maillard konjugatlarini iceren kofte numunelerinin duyusal
ozellikleri, Harran Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Ogretim {iiyeleri ve
lisansiistli 6grencilerinden olusan 12 kisilik (27-42 yas arasinda, 7 kadin ve 5 erkek
panelist) panel ekibi tarafindan degerlendirilmistir. Kofte drnekleri, elektrikli ocakta
120-150 °C’de her bir yiizii 3 dk (i¢ 1s1s1 yaklasik 72 °C olana kadar) pisirildikten sonra
duyusal olarak degerlendirmeye sunulmustur. Panelistler her bir kofte numunesini
goriiniim, renk tonu, koku yogunlugu, sululuk, yagh tat, lezzet yogunlugu, lezzet
kalitesi, ¢ignenebilirlik ve genel kabul edilebilirlik agisindan degerlendirmistir.
Numunelerin panelistlerde biraktig1 etkiye goére Ek 1’de sunulan skala iizerinde O;
kabul edilemez-10; miikemmel derecede olacak sekilde puanlamalari talep edilmistir.
Her bir duyusal 6zellik icin kayit altina alinan puanlarin toplamis ve ortalamalari

alinarak hesaplama yapilmistir.
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3.6. istatistiksel analizler

Tez caligmas1 kapsaminda tiim {iretimler, analizler ve optimizasyon iglemleri ii¢
tekrarli 2 paralelli olarak gerceklestirilmistir. Ortalama degerler, standart sapmalar ve
tiim grafikler OriginPro 2021b (Origin Lab Inc.) ile elde edilmistir. Elde edilen veriler
Windows i¢in SPSS 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) istatistik paketi ile bagimsiz
ornekler t-testi (p<0,05) veya tek yonlii varyans analizi ANOVA (Tukey's HSD)
kullanilarak yapilmistir. Optimizasyon iglemi i¢in olusturulan deneme tasarimlarinda
yanit yiizey yontemine goOre Design Expert 7.0 paket programi (Stat-Ease,
Minneapolis, ABD) kullanilmistir. En uygun model se¢iminde belirleme katsayisi
(R?), diizeltilmis belirleme katsayis1 (RZ%qg) ve uyum eksikligi (lack of fit)

parametrelerinden yararlanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Maillard Konjugatlarinin Uretimi I¢in islem Kosullarinin Optimizasyonu

4.1.1.Mikrodalga destekli Maillard Kkonjugatlarimin islem Kkosullarinin

optimizasyonu

Mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinin {iretiminde optimum kosullarin
belirlenmesi i¢in mikrodalga giicii (Watt) ve islem siiresi (dk) parametrelerinin
glikasyon derecesine etkisi incelenmistir. Reaksiyon kosullari, RSM kullanilarak
optimize edilmistir. Sicaklik (90 °C) sabit tutularak mikrodalga giicii (300-800 Watt)
ve islem siiresinin (1-15 dk) glikasyon derecesine etkisini belirlemek {izere merkezi
tiimlesik tasarim ile 5 tekrarli 13 denemeden olusan deneme noktalari olusturulmustur.
Konjugatlarin iiretiminde merkezi tiimlesik tasarim kullanilarak olusturulan deneme

noktalar1 ve konjugatlarin glikasyon dereceleri Cizelge 4.1.’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinin iiretiminde merkezi tiimlesik tasarim
kullanilarak olusturulan deneme noktalar1 ve konjugatlarin glikasyon dereceleri

Bagimsiz degiskenler Bagimh degisken
.. .. Glikasyon Glikasyon Glikasyon
Deneme Giig Sire derecesiy (%) derecesiy (%) derecesiy (%)
noktalari (Watt) (dk) (VCP-AZ) (VCP-KMS) (VCP-P)
1 373.22 12.95 55.45 39.92 52.39
2 800.00 8.00 20.73 48.84 22.67
3 300.00 8.00 60.84 40.12 56.78
4 550.00 8.00 39.82 59.13 46.46
5 373.22 3.05 54.02 30.34 58.46
6 726.78 3.05 20.50 48.27 20.05
7 550.00 8.00 25.61 60.16 31.55
8 726.78 12.95 40.95 45.41 47.89
9 550.00 8.00 29.02 58.79 32.96
10 550.00 8.00 27.89 57.78 37.83
11 550.00 8.00 36.00 58.95 42.94
12 550.00 1.00 27.66 37.34 33.60
13 550.00 15.00 42.66 42.48 49.60
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Deneme noktalarinin sonuglarima goére Maillard konjugatlarinin glikasyon
derecesi VCP-AZ konjugati i¢in %20.50-60.84, VCP-KMS konjugati i¢in %30.34-60-
16, VCP-P konjugati i¢cin %20.05-58.46 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinin iiretimi i¢in gergeklestirilen
optimizasyon ¢alismasina ait model ¢iktilar1 Cizelge 4.2.’de verilmistir. Belirleme
katsayis1 (R?), diizeltilmis belirleme katsayis1 (R%q), p degeri ve anlamli olmayan
uyum eksikligi (lack of fit) parametreleri ¢alisma i¢in uygun model se¢iminde
istatistiksel parametreler olarak dikkate almmistir. Bu parametreler dikkate
alindiginda, VCP-AZ ve VCP-KMS konjugatlart i¢in kuadratik modelin (ikinci
dereceden polinom modeli), VCP-P konjugati icin ise 2FI modelin (iki
faktorlii/etkilesimli) bagimli degisken olan GD i¢in en uygun modeller oldugu
belirlenmigtir. Tiim konjugatlarda, elde edilen model istatistik sonuglarinda p
degerinin (uyum eksikligi) 0.05’ten kiiclik olmast modellerin anlamli oldugunu
gostermektedir. Anlamli olmayan uyum eksikliginin (lack of fit) 0.05’ten biiyiik
degere sahip olmas1 modelin basarili oldugunu gostermektedir. Giiglii bir istatistiksel
model icin regresyon katsayisinin (R?) en az 0.80 olmasi gerekmektedir. Tiim
konjugatlarda R? degerinin yiiksek olmasi, deneysel ve tahmini sonuglarin uyumlu
oldugunu ve elde edilen model yanitlarinin tahmini sonucu dogruladigim

gostermektedir.

Cizelge 4.2. Mikrodalga destekli Maillard konjugat iiretim kosullarinin model istatistik sonuglari

Konjugat Bagimh  Model  Standart R? R24j Uyum  p-degeri
degisken sapma eksikligi
VCP-AZ GD Kuadratik 5.32 0.9082 0.8425 0.6960 0.0460
VCP-KMS GD Kuadratik 1.74 0.9822 0.9695 0.3334 <0.0001
VCP-P GD 2F1 5.69 0.8533 0.8044 0.6870 0.0088

Optimizasyon ¢aligmasi kapsaminda bagimsiz degiskenlerin (mikrodalga giicii
ve islem siiresi) glikasyon derecesi iizerine istatistiksel olarak etkisinin oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Bagimsiz degiskenlerin interaksiyonlarinin bagimli degisken

tizerine etkisine bakildiginda, kuadratik modele uyumlu olan VCP-AZ konjugatinin
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giicxgiic ikinci derece etkilesiminin glikasyon derecesini dnemli diizeyde etkiledigi
goriiliirken (»p<0.05), VCP-KMS konjugatinin hem gii¢xgii¢ hem de siirexsiire ikinci

derece etkilesiminin etkisinin 6nemli diizeyde oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinin iiretim kosullariin model katsayilar1 ve
varyans analizi (ANOVA) sonuglari

Parametreler Katsayr Glikasyon derecesi ~ Glikasyon derecesi ~ Glikasyon derecesi

(%) VCP-AZ (%) VCP-KMS (%) VCP-P
Kesisim Bo 31.67" 58.96™" 43.32™"
Kuadratik
Giig B -13.09™" 447 -11.90™
Siire B> 539" 1.75" 5.05°
Etkilesimli
Giigxsiire B2 4.76 3117 9.48"
ikinci derece
GiigxGiig Bu 5.75" -7.54™ -
SiirexSiire B2z 2.94 -9.83"" -

Model denklemi: Y (Bagimli degisken) = £y + f; (Giig) + B> (Siire) + S (GligxSiire) + f; (Giig xGlig)
+ B2z (Siirexsiire). “p<0.05, *p<0.01, ™" p<0.001.

Model denklemi ve ilgili katsayilar denklemde yerine koyuldugunda,
konjugatlarin GD degerini (bagimli degisken) tahmin etmek i¢in esitlikler asagidaki

sekilde olusturulmustur.

VCP-AZ konjugatt i¢in:

Glikasyon derecesi (%) = 31.67 - 13.09(Gli¢) + 5.39(Siire) + 4.76(GligxStire) +
5.75(GiigxGilig) + 2.94(SiirexSiire)

VCP-KMS konjugati i¢in:

Glikasyon derecesi (%) = 58.96 + 4.47(Giig) + 1.75(Siire) - 3.11(GligxSiire)
-7.54(GligxGlig) -9.83(StirexSiire)

VCP-P konjugat icin:

Glikasyon derecesi (%) = 41.32 - 11.90(Gtig) + 5.05(Siire) + 9.48(Gti¢xSiire)
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Glikasyon siirecinde, islemlerin kontrolsiiz gergeklestirilmesi sonucu HMF (5-
hidroksimetilfurfural) ve akrilamid gibi potansiyel toksik bilesikler iceren ileri
Maillard {iriinleri iiretilir. Istenmeyen bu toksik bilesikler iiriinde besinsel protein
kaybi, toksisite ve kotii tat olusumuna neden olur. Toksik bilesiklerin olusumunun
Oniine gecmek i¢in, islem parametrelerinin optimize edilmesi 6nem arz etmektedir. Bu
baglamda, modelleme isleminin ardindan glikasyon derecesini maksimize ederek
mikrodalga destekli glikasyon yonteminin optimum islem kosullar1 belirlenmistir.
Maillard konjugatlarinin RSM ile elde edilen optimum islem kosullari, kabul
edilebilirlik seviyeleri, program ciktilar1 ve dogrulamak icin deneysel olarak elde
edilen sonuclar Cizelge 4.4.”de sunulmustur. Program ¢iktilar1 ve deneysel sonuglarin
birbiriyle uyumlu oldugu goriilmistiir. RSM kullanilarak elde edilen verilere gore
mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinin {iretiminde optimum ¢alisma kosullari;
VCP-AZ konjugat1 i¢in 0.832 kabul edilebilirlik seviyesinde 373 Watt mikrodalga
giici, 12 dk islem stiresi, VCP-KMS konjugati i¢in 0.983 kabul edilebilirlik
seviyesinde 600 Watt mikrodalga giicii, 8 dk islem siiresi, VCP-P konjugati i¢in ise
0.886 kabul edilebilirlik seviyesinde 373 Watt mikrodalga giicii, 3 dk islem siiresi
olarak bulgulanmistir. Elde edilen Maillard konjugatlar1 optimal kosullarda

hazirlanarak sonraki adimlarda kullanilmistir.

Cizelge 4.4. Mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinin iiretiminde yanit yiizey yontemi
optimizasyon sonuglari

islem parametreleri Glikasyon derecesi (%)

Glikasyon Maillard Siire Kabul Program Deneysel
yontemi  konjugatlar1  Gii¢ (Watt) (dK) edilebilirlik aiktisi sonue
Mikrodalga VCP-AZ 373 12 0.832 55.45 55.55+0.81
destekli VCP-KMS 600 8 0.983 59.64 59.38+0.47
glikasyon VCP-P 373 3 0.886 58.46 58.39+0.83

4.1.2.Ultrases  destekli Maillard konjugatlarimin  islem  kosullarinin
optimizasyonu

Ultrases destekli Maillard konjugatlarinin {iretiminde optimum kosullarin
belirlenmesi i¢in cihaz genligi (%) ve islem siiresi (dk) parametrelerinin glikasyon

derecesine etkisi incelenmistir. Reaksiyon kosullari, yanit ylizey metodolojisi (RSM)
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kullanilarak optimize edilmistir. Sicaklik (90 °C) sabit tutularak cihaz genligi (%40-
120) ve islem siiresinin (1-15 dk) glikasyon derecesine etkisini belirlemek iizere
merkezi tiimlesik tasarim ile 5 tekrarli 13 denemeden olusan deneme noktalari

olusturulmustur.

Ultrases destekli Maillard konjugatlarinin iiretiminde merkezi tiimlesik tasarim
kullanilarak olusturulan deneme noktalar1 ve konjugatlarin glikasyon dereceleri
Cizelge 4.5.°de sunulmustur. Deneme noktalarinin sonuglarmma goére Maillard
konjugatlarinin glikasyon derecesi VCP-AZ konjugati i¢in %3.01-51.43, VCP-KMS
konjugati i¢in %10.54-52.99, VCP-P konjugati i¢in %8.29-61.56 arasinda degistigi

tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Ultrases destekli Maillard konjugatlarinin iretiminde merkezi tiimlesik tasarim kullanilarak
olusturulan deneme noktalar1 ve konjugatlarin glikasyon dereceleri

Bagimsiz degiskenler Bagimh degisken
Glikasyon Glikasyon Glikasyon
Deneme Genlik Siire derecesi (%)  derecesi (%)  derecesi (%)
noktaldy” (i (dk) (VCP-AZ)  (VCP-KMS)  (VCP-P)
1 40.00 1.00 3.01 10.54 8.29
2 40.00 8.00 20.37 17.59 24.92
3 80.00 1.00 4.99 12.73 10.12
4 80.00 8.00 35.92 32.89 46.05
5 40.00 15.00 9.31 26.45 13.90
6 80.00 8.00 37.45 34.49 47.51
7 80.00 15.00 24.06 46.51 28.27
8 120.00 1.00 11.42 18.46 17.03
9 120.00 8.00 42.09 38.49 46.53
10 80.00 8.00 51.43 39.44 61.56
11 120.00 15.00 28.89 52.99 34.01
12 80.00 8.00 36.25 33.31 46.32
13 80.00 8.00 34.37 31.30 44.28

Optimizasyon c¢alismast kapsaminda bagimsiz degiskenlerin (genlik ve islem
stiresi) glikasyon derecesi lizerine istatistiksel olarak etkisinin oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Bagimsiz degiskenlerin interaksiyonlarimin bagimli degisken {iizerine
etkisine bakildiginda, kuadratik modele uyumlu olan VCP-AZ ve VCP-P

konjugatlarinin siire xsiire ikinci derece etkilesiminin glikasyon derecesini énemli
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diizeyde etkiledigi goriiliirken (p<0.01), VCP-KMS konjugatinin genlik xstire ikinci

derece etkilesiminin etkisinin dnemli diizeyde oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Ultrases destekli Maillard konjugatlarinin tiretim kosullarinin model katsayilari ve varyans
analizi (ANOVA) sonuglar1

Parametreler Katsayr Glikasyon derecesi Glikasyon derecesi  Glikasyon derecesi

(%) VCP-AZ (%) VCP-KMS (%) VCP-P
Kesisim Bo 36.19" 24777 40.42™
Kuadratik
Siire bi 7.14" 14.04™" 6.79"
Genlik B> 8.29" 9.23™ 8.41"
Etkilesimli
Genlikxsiire B2 2.79 4.66" 2.84
ikinci derece
GenlikxGenlik B -4.72 -2.86 -23.90
Siirex Siire P22 -21.43* -4.44 27137

Model denklemi: Y (Bagimli degisken) = By + f; (siire) + 5> (genlik) + ;- (slire xgenlik) + £1;
(Genlik x Genlik) + f82; (Siirexsiire). “p<0.05, “p<0.01, ™" p<0.001.

Model denklemi ve ilgili katsayilar denklemde yerine koyuldugunda,
konjugatlarin glikasyon derecesini (bagimli degisken) tahmin etmek ig¢in esitlikler

asagidaki sekilde olusturulmustur.

VCP-AZ konjugati igin:

Glikasyon derecesi (%) =38.19+7.14(slire) +8.29(genlik)+2.79(siirexgenlik)-21.43
(stirexsiire)-4.72(genlikxgenlik)

VCP-KMS konjugati i¢in:

Glikasyon derecesi (%) =38.77+14.04(siire)+9.23(genlik)+4.65(siirexgenlik)-
2.86(siirexsiire)-4.44(genlikxgenlik)

VCP-P konjugati i¢in:

Glikasyon derecesi (%) =47.42+6.79(siire)+8.41(genlik)+2.84(siirexgenlik)-
23.90(stiirexstire)-7.37(genlikxgenlik)
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Ultrases destekli Maillard konjugatlarinin iiretimi i¢in gergeklestirilen
optimizasyon c¢alismasina ait model ¢iktilart Cizelge 4.7.’de verilmistir. Belirleme
katsayis1 (R?), diizeltilmis belirleme katsayis1 (R%.qj), p degeri ve anlamli olmayan
uyum eksikligi (lack of fit) parametreleri ¢alisma i¢in uygun model sec¢iminde
istatistiksel parametreler olarak dikkate almmisti. Bu parametreler dikkate
alindiginda, VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P konjugatlart i¢in kuadratik modelin
(ikinci dereceden polinom modeli) bagimli degisken olan glikasyon derecesi i¢in en
uygun model oldugu belirlenmistir. Tiim konjugatlarda regresyon katsayisinin (R?)
0.80’den yiiksek olmasi, uyum eksikliginin olasilik degerinin (p degeri) 0.05’ten
kiiciik olmast ve anlamli olmayan uyum eksikliginin 0.05’ten biiyiik degere sahip
olmasi Design Expert programinda glikasyon derecesi i¢in 6nerilen modelin deneysel

verilere uygunlugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7. Ultrases destekli Maillard konjugat iiretim kosullarinin model istatistik sonuglar1

Konjugat  Bagimh Model Standart R? R2.4; Uyum  p-degeri
degisken sapma eksikligi

VCP-AZ GD Kuadratik 6.11 0.9071 0.8408 0.3803 0.0370

VCP-KMS GD Kuadratik 3.32 0.9611 0.9333 0.4964 0.0380

VCP-P GD Kuadratik 6.96 0.9038 0.8351 0.7303 0.0496

Maillard konjugatlarinin RSM ile elde edilen optimum islem kosullari, kabul
edilebilirlik seviyeleri, program ¢iktilar1 ve dogrulamak icin deneysel olarak elde
edilen sonuclar Cizelge 4.8.’de sunulmustur. Program ¢iktilar1 ve deneysel sonuglarin
birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistii. RSM kullanilarak elde edilen verilere gore
ultrases destekli Maillard konjugatlarinin iiretiminde optimum c¢alisma kosullari;
VCP-AZ konjugati icin 0.824 kabul edilebilirlik seviyesinde %120 genlik, 10 dk islem
stiresi, VCP-KMS konjugati i¢in 1.000 kabul edilebilirlik seviyesinde %120 genlik, 15
dk islem stiresi, VCP-P konjugati i¢in ise 0.794 kabul edilebilirlik seviyesinde %100
genlik, 10 dk islem siiresi olarak bulgulanmistir. Elde edilen Maillard konjugatlari

optimal kosullarda hazirlanarak sonraki adimlarda kullanilmistir.
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Cizelge 4.8. Ultrases destekli Maillard konjugatlarinin tiretiminde yanit yiizey yontemi optimizasyon
sonuglari

islem parametreleri Glikasyon derecesi (%)

Gl.l‘kasyoln M-a illard Genlik Siire .Kal.".ll . Program Deneysel
yontemi konjugatlar: (%) (dk) edilebilirlik aktist sonug
Ultrases VCP-AZ 120 10 0.824 42.92 42.61+1.61
destekli VCP-KMS 120 15 1.000 52.99 53.13+1.21
glikasyon VCP-P 100 10 0.794 50.56 50.17+0.86

4.2. Maillard Konjugatlarinin Glikasyon Derecesi

Glikasyon derecesi (GD), Maillard konjugasyon siirecini degerlendirmeye
yonelik bir gostergedir (Guan ve ark., 2006). Konjugasyon sirasinda proteinin serbest
amino grubu ile indirgeyici sekerin karbonil grubu reaksiyona girer ve reaksiyon
proteindeki serbest amino grubunun azalmasiyla sonuglanir (Han ve ark., 2022). Bu
yaklagimla GD, proteinlerin serbest amino grubu igerigindeki degisiklikler
belirlenerek tanimlanir (Boostani ve ark., 2017). OPA, GD degerini belirlemek ve
gerekli modifikasyonlar1 takiben protein karistminda kalan serbest amino grubunu
O0lcmek i¢in yaygin kullanilan bir yontemdir (Sajib ve ark., 2020). Calisma
kapsaminda, Maillard konjugatlarinin GD degeri OPA metodu ile belirlenmistir.
Baslangicta modifiye edilmis bir amino grubu bulunmadig: i¢in sonuglar VCP ile
kiyaslanarak hesaplanmistir. Maillard konjugatlarimin GD degerleri Sekil 4.1.°de
sunulmustur. Karbonhidrat tipinin ve konjugasyon ydnteminin glikasyon derecesi
tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu goriilmistiir. Islak 1sitma yontemi ile su banyosunda
gerceklestirilen Maillard reaksiyonu sonucu elde edilen konjugatlarda GD degerleri
VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P i¢in sirasiyla %33.07, %43.86, %42.73 iken,
mikrodalga destekli Maillard konjugatlarinda %55.55, %59.38, %58.39, ultrases
destekli Maillard konjugatlarinda %42.61, %53.13, %50.17 olarak bulunmustur.
Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarda, 1slak 1sitma ve ultrases
destekli glikasyona gore daha basarili sonuclar elde edilmistir. Mikrodalga destekli
glikasyonda, 1sitmanin dipol molekiillerin donmesine neden olmasi, molekiiller ve
atomlar arasinda daha etkin bir temas saglanmasi ve dolayisiyla aktivasyon enerjisini
diisiirmesi diger yontemlere gore basarisini arttirmistir (Nasrollahzadeh ve ark., 2017).
Piring proteini-dekstran konjugatinin arastirildig: caligmada, geleneksel glikasyon igin

gerekli olan aktivasyon enerjisi 75.09 kJ/mol iken, mikrodalga destekli glikasyonda
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ise 28.52 kJ/mol gerektigi bildirilmistir. Arastirmacilar diisiik aktivasyon enerjisi
gereksinimini, mikrodalga enerjisinin irettigi yiiksek derecede aktif elektron ve
iyonlar tarafindan aktivasyon enerjisini diislirmesine atfetmiglerdir (Cheng ve ark.,
2021). Ayrica mikrodalga 1sitma mekanizmasi, mikrodalgalarin protein katlanma ve
acilma kinetigine etkisi ile proteinlerin reaktivitesini degistirmesi de basarili bir
konjugasyon islemini saglamaktadir (Bohr ve Bohr, 2000). Ultrases destekli 1sitmada,
cok sayida kavitasyon kabarcigi olugsmasi ve bu kabarciklarin protein agilmasina,
dolayisiyla proteinde konformasyonel degisikliklere neden olarak polipeptitlerin
agilarak etki bolgelerinin agiga ¢itkmasina neden olmustur (Sun ve ark., 2020). Ayrica
ultrases sistemi, reaktif gruplar arasinda ¢arpisma olasiliginin artmasina neden oldugu
i¢in Maillard konjugasyon siirecini hizlandirmistir (Zhao ve ark., 2021). Geleneksel
1slak 1sitma yonteminin, yiiksek derecede ikincil topaklasmaya neden olmasindan
dolay1, daha az serbest amino grubu, karbonil grubu ile reaksiyona girer (Guan ve ark.,
2011). Bu nedenlerden dolay1 1slak 1sitma glikasyon yontemi ile konjugasyon
isleminin, mikrodalga ve ultrases destekli glikasyon yontemlerine gére daha diisiik
derecede gerceklestigi goriilmiistiir. Bitkisel proteinlerin ultrases destekli Maillard
reaksiyonu ile modifikasyonu iizerine yiiriitiilen calismalarda yer fistig1 protein izolati-
maltodekstrin konjugatinin glikasyon derecesi %32.40 (Chen ve ark., 2016), piring
proteini-dekstran konjugatinin glikasyon derecesi %17.70 (Chen ve ark., 2022),
ovalbumin-ksiloz konjugasyonun glikasyon derecesi %27.21 (X. Liu ve ark., 2021)
oldugu rapor edilmistir. VCP-KMS ve VCP-P konjugatlarinin glikasyon derecesinin
daha yiiksek olmast KMS ve P’nin daha fazla indirgeyici u¢ ve daha az sterik yapida
olmasi ile iligkilendirilebilir. VCP-GA konjugatinda bu durum gii¢lii sterik itme
etkisine baglanmistir (Han ve ark., 2022). Ayrica, GD’nin polisakkaritlerin boyutu ve
yapist ile iliskili oldugunu bildiren arastirmacilarin sonucu ile ¢aligma kapsamindaki
bulgular uyum saglamistir (Haar ve ark., 2011). Sonug olarak, Maillard reaksiyonu
yoluyla protein ve polisakkaritler arasindaki konjugasyon islemi, mikrodalga ve
ultrases destekli glikasyon ile daha kisa siirede daha yiiksek glikasyon derecesi
saglamistir. Ayrica, sonuglar VCP ile AZ, KMS ve P polisakkaritlerinin kontrollii
Maillard reaksiyonunun basarili bir konjugasyon islemi ile sonuglandigim

gostermektedir.
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(**Tiim konjugatlar arasinda énemli farkliliklar gdstermistir (p<0.05). ACHer yontemin kendi igindeki
konjugatlar 6nemli Ol¢iide farklilik gostermistir (p<0.05), II: Islak 1sitma destekli
glikasyon, MD: Mikrodalga destekli glikasyon, US:Ultrases destekli glikasyon)

Sekil 4.1. Maillard konjugatlarinin glikasyon derecesi

4.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Proteindeki serbest amino gruplari ile polisakkaritteki indirgeyici sekerler
arasinda gergeklesen kimyasal reaksiyon olan Maillard konjugasyon islemi, FTIR
spektroskopisi ile dogrulanmistir. Protein, polisakkaritler ve konjugatlarin FTIR
spektrumlar1 Sekil 4.2.’de sunulmustur. Reaksiyon sonras1 konjugatlarin absorbsiyon
bantlarinda kayma ve azalmalar gozlenebilir. Ayrica molekiil i¢i ve molekiiller arasi
baglar etkilesime girerek yeni absorbsiyon bantlar1 goriiniir hale gelebilir (Pirestani ve

ark., 2018).

Karbonhidratlar genel olarak benzer spektrumlar sergilemistir. Yaklasik 2900-
3250 cm™! dalga boyunda gériilen pikler, karbonhidratlarm yapisinda bulunan C-H ve
O-H gerilme titresimleri ile iliskilendirilmektedir. 1600-1700 cm™ dalga boyunda N-
H biikiilmesi ve C=0O gerilmesi ve 1022-1060 cm™ dalga boylarindaki karakteristik
pikler ise C-O germe ve C-O-H biikiilmeleri ile iliskilendirilmektedir (Kang ve ark.,
2019). Bu karakteristik bantlar AZ spektrumunda 1022.85, 1658.08, 3248.21, KMS
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spektrumunda 1421.33, 1605.63, 2934.13 ve P spektrumunda 1048.63, 1648.80,
3231.72 dalga boylarinda goriilen pikler ile dogrulanmistir (Sekil 4.2A.).

FTIR spektrumlarinda, proteinlerin parmak izi bolgesi olarak tanimlanan
karakteristik absorbsiyon bantlari Amid I (C=0O gerilmesi), Amid II (N-H
deformasyonu) ve Amid III (C-N gerilmesi ve N-H deformasyonu) sirasiyla 1700-
1600 cm™, 1600-1500 cm™ and 1300-1200 cm™' dalga boyundaki bantlardir (Ebrahimi
ve ark., 2016). VCP spektrumlarindaki karaktestik Amid I, Amid II ve Amid III
absorbsiyon bantlar1 sirasiyla 1656.41 1572.18 ve 1258.02 cm™! dalga boylarinda
belirgin olarak goriilmiistiir (Sekil 4.2A.). Bu bantlar 1slak 1sitma glikasyon ile elde
edilen konjugatlarda VCP-AZ spektrumunda 1649.27 (Amid 1), 1543.62 (Amid 1),
1252.11(Amid IIT) cm™! dalga boylarina, VCP-KMS spektrumunda 1650.70 (Amid I),
1513.62 (Amid 1I), 1343.69 (Amid III) cm™! dalga boylaria, VCP-P spektrumunda
1637.84 (Amid I), 1526.47 (Amid II), 1246.54 (Amid III) cm™! dalga boylarina kayma
gostermistir. Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarda VCP-AZ
spektrumunda 1666.33 (Amid I), 1530.21 (Amid II), 1412.65 (Amid III) cm™' dalga
boylarina, VCP-KMS spektrumunda 1658.08 (Amid 1), 1547.74 (Amid II), 1403.37
(Amid III) cm™ dalga boylarina, VCP-P spektrumunda 1640.55 (Amid 1), 1526.24
(Amid II), 1420.90 (Amid III) cm™ dalga boylarinda goriilmiistiir. Ultrases destekli
glikasyon ile elde edilen konjugatlarda VCP-AZ spektrumunda 1632.30 (Amid 1),
1529.21 (Amid IT), 1395.12 (Amid III) cm™ dalga boylarina, VCP-KMS spektrumunda
1624.05 (Amid I), 1521.96 (Amid II), 1318.81 (Amid III) cm™' dalga boylarina, VCP-
P spektrumunda 1648.80 (Amid I), 1555.99 (Amid II), 1437.40 (Amid III) cm™ dalga

boylaria kaymaistir.

Proteinlerin spesifik gruplar ile ilgili pikleri temsil eden, C-H ve NHz’nin
simetrik gerilmesi ile iligkili olan Amid A ve Amid B bantlar1 sirastyla 3148.57 ve
2926.97 cm! dalga boylarinda gdzlemlenmistir. Bu karakteristik bantlar, Maillard
konjugatlarinda da tespit edilmistir ancak pik zirvelerinde diislisler goriilmistiir.
Proteinler ve polisakkaritler arasinda gerceklesen Maillard reaksiyonu sonucu FTIR

spektrumunda serbest -OH ve -NH> baglarmin bulundugu bolgelerde degisiklikler
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meydana gelebilir. Bu degisiklik, reaksiyonun dogal bir sonucu olarak proteindeki
amino grubu ve polisakkaritlerdeki karbonil grubu arasindaki kovalent baglanmaya,
dolayisiyla seker halkasinin ucundaki hidroksil grubunun bozunarak FTIR

spektrumunda titresime neden olmasina atfedilmistir (Gu ve ark., 2010).

Maillard konjugatlarinda Amid I bélgesinde (1600-1800 cm™) proteine gdre
belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu degisiklik, aminoasitler ile indirgeyici
sekerler arasindaki reaksiyonun bu bodlgede meydana gelmesine ve numunelerde
Maillard reaksiyonunun basladigina atfedilir (Xu ve ark., 2018). Ayrica Maillard
konugatlarmin Amid II (1600-1570 cm™') ve Amid III (1250-1350 c¢cm ')
bolgelerindeki pik yogunlugunda da diisiis gozlemlenmistir. Bu diisiis, reaksiyon
sonucu aminoasit tiiketiminin oldugunu dogrulamistir. Dolayisiyla, protein ile
karsilastirildiginda piklerin yogunlugunun azalmasi, Maillard reaksiyonu sirasinda
serbest amino gruplarinin reaksiyona katilarak azaldigim1 ortaya koymustur.
Mikrodalga ve ultrases destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarda bu diistisler ve
yogunluklar, 1slak 1sitma glikasyona gore daha belirgin olarak goriilmiistiir. Ayrica,
KMS ve P varliginda elde edilen konjugatlarin spektrumlarinda AZ igeren konjugatlara
kiyasla piklerin zirvelerindeki diislis belirginlik gostermistir. Bu durum, Maillard
reaksiyonunun karbonhidrat tarafi olan KMS ve P’nin AZ’ye kiyasla daha basarili bir
konjugasyon islemi gergeklestirdigini dogrulamaktadir. Ek olarak, KMS ve P
varliginda elde edilen konjugatlar tiim yontemlerde AZ igeren konjugatlara gére daha
yiiksek glikasyon derecesi gostermesi (Bolim 4.2.) de bu sonuglar ile uyumluluk

gostermistir.

68



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Merve AKALAN

A B
~ "
il y .
323172 1246.54 1637.84
v L 1526.47
1048.63 164580 =
” V¥ —_Ta
.ol '\‘ub/ v
v 324821 = r_w/
- v S
Q \ - 1658.08 o
-~ ' 102285 — = o i
.'E ) = A
= < 134369 /' 1630.70
[ R = 1513.62
- %\ o
g | | ' Y4 B
C | r ) l‘-‘}. ~v,
| g \ 2934.14 T ¥
142133 1605.63 ‘
KIS r’w—’—'—\
—r 4 ® . - 3
1258.02 /° 165641 AT ns2n fo1649.27
1572.18 2926.97 3148.57 1543.62
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
. =1
Dalga boyu (em™) Dalga boyu (Cm-l)
C D
[ 164055 \: = I1845.80
v 1555.99
1526.24 1437.40
1420.90
=, -
$ &
= o
:
iy |, 165808 £ |V s 1624.05
o = r
3 1547.74 8 1521.96
© 1403.37 1318.81
—=vcrkus
' * 1666.33 I +1632.30
5
A 1529.21
i 1395.12
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Dalga boyu (cm-1) Dalga boyu (cm-1)

(AZ: Arap zamki, KMS: Karboksimetil seliiloz, P: Pektin), B: Islak 1sitma glikasyon ile elde edilen

konjugatlar, C: Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar, D: Ultrases
destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar)

Sekil 4.2. Protein, polisakkaritler ve farkli yontemler ile elde edilen Maillard konjugatlarinin FTIR
spektrumlar1 (A: Visne ¢ekirdegi proteini ve polisakkaritler
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4.4. Protein ve Maillard Konjugatlarin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)
Analizi

Protein ve Maillard konjugatlarinin yiizey morfolojileri SEM ile goriintiilenmis
ve goriintiiler Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’de sunulmustur. VCP’nin, diizgiin olmayan
yapiya ve ayirt edilemeyen nispeten yuvarlak ve piirlizsiiz yiizeye sahip oldugu
goriintiilenmistir. Nar ¢ekirdegi proteini i¢in de homojen olmayan diizensiz bir yiizey
morfolojisi rapor edilmistir (Basyigit ve ark., 2022). Maillard konjugasyonu islemi
sonrast modifiye edilen proteinin ylizey morfolojisi degismistir. Protein ve
polisakkaritler arasinda kovalent baglarin olugmasi nedeniyle konjugatlarda iri,
purtizlii, keskin kenar yapisina sahip pargali yapilar tespit edilmistir. Siit proteinleri ve
mustr lifi konjugatlarinin SEM gortintiilerinde de kiiresel olan proteinin konjugasyon
sonrast kompakt ve homojen olmayan yapilar goriintiilendigi rapor edilmistir. Bu
durum, polisakkaritlerin proteinlerin yiizeyine siki bir sekilde baglanmasina
atfedilmistir (Yadav ve ark., 2012). Islak 1sitma glikasyon ile elde edilen VCP-P
konjugatinda yarim spiraller ve homojen olmayan {ist {iste binmis tabaka halinde
yapilar goriiliirken, VCP-KMS konjugatinda yogun bir ag yapisi ve daha piiriizsiiz bir
ylizey gorintiilenmistir. Maillard konjugatlarinda, konjugasyonda kullanilan
materyale gore son iirtinlerin morfolojik yapilarinin farklilik gésterdigi rapor edilmistir
(Zha ve ark., 2021). Mikrodalga ve ultrases destekli glikasyon ile elde edilen
konjugatlarda birbirine nispeten daha siki bagli yapilar ve tabaka halinde yiizeyler
goriintiilenmistir. Bu durum, mikrodalga ve ultrases uygulamasinin protein yapisini
acip genisletebilmesi ve proteinler ile polisakkaritler arasindaki glikasyonu tesvik
ettigini dogrulamaktadir (Bohr, 2000). Ultrases destekli glikasyonda kavitasyon
kuvvetinin etkisi, proteinin yapisinin bozularak degisime ugramasina neden
olmaktadir (Zhao ve ark., 2022). Mikrodalga ve ultrases destekli Maillard reaksiyonu
ile 6n islem uygulanan karpuz ¢ekirdegi proteini-glikoz konjugatlarinda da geleneksel
yonteme kiyasla tabaka halinde pargalanmis yapilar goriintiilendigi rapor edilmistir
(Zhang ve ark., 2022). Konjugatlar arasindaki yapisal ¢esitliligin nedeni, glikasyonda
kullanilan protein ve polisakkaritler arasindaki etkilesim diizeyine gore farklilik

gostermesidir. Mikrodalga ve ultrases destekli glikasyonda elde edilen sik1 ag yapisi
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ve kompakt yapilar, konjugatlarin TGA analizinde termal dayanikliligmmi da

dogrulamaktadir (Boliim 4.5.).

Sekil 4.3. Proteinin elektron mikroskobu goriintiisii

Sekil 4.4. Maillard konjugatlarinin elektron mikroskobu goriintiileri
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4.5. Protein ve Maillard Konjugatlarinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Visne c¢ekirdeklerinden alkali 6ziitleme ve izoelektrik ¢okeltme metodu islem
prosediirleri sonucu, %90.88 protein icerigine sahip VCP elde edilmistir. VCP ve
Maillard konjugatlarinin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 4.9°da sunulmustur. Su
aktivitesi (aw) gidalarda biyokimyasal reaksiyonlardan sorumlu serbest suyu tanimlar
(Quek ve ark., 2007). VCP’nin su aktivitesi degeri 0.29, Maillard konjugatlarinin su
aktivitesi 0.24 ile 0.28 araliginda bulunmustur. Gidalardaki su aktivitesi degeri 0.9 un
altina distiiglinde bakteriyel gelisim goriilmedigi rapor edilmistir (Syamaladevi ve
ark., 2016). Gidalarda yer alan toplam suyu temsil eden nem miktar1 VCP i¢in %2.48,
Maillard konjugatlart i¢in %?2.04-2.36 araliginda oldugu bulunmustur. Kurutma
sonrasi nihai liriinlerde nem miktarinin %5’in altinda olmasi basarili bir islem olarak

kabul edilmistir.

Tiiketici tercihlerinde kabul edilebilirlik yoniinden renk, kalite parametresi
olarak degerlendirilir. Gida uygulamalarina yonelik konjugatlar, renk veya tatta en az
seviyede degisiklikle, gelismis islevsellik saglamalidir. Bu yiizden Maillard
konjugatlarinin renk degisikligini Onlemek i¢in reaksiyon kontrollii sartlarda
gergeklestirilmesi gerekmektedir (Oliver ve ark., 2006). VCP’nin L*, a*, b" degerleri
sirastyla 84.33, 1.17, 11.15 bulunmustur. Maillard konjugatlarinin L*(agiklik-koyuluk)
degerleri 88.37-93.83 arasinda Olglilmiistiir. Maillard konjugatlari, VCP’ye gore
beyaza daha yakin renk gostermislerdir. Bu durum, Maillard reaksiyonunun kontrollii
sartlar altinda gergeklestirilmesinin, istenmeyen renk olusumunun 6niine gegildigini
gostermektedir. Carr indeksi degeri, toz numunelerin serbest akis davranisini, Hausner
orani ise yapigkanliklarini degerlendirmek i¢in kullanilan parametrelerdir (Karrar ve
ark., 2021). VCP i¢in Carr indeksi degeri 6.25 iken, Maillard konjugatlari i¢in 39.47
ile 59.18 arasinda bulunmustur. Hausner orani ise VCP i¢in 1.06, konjugatlar i¢in 1.47
ile 1.59 arasinda bulunmustur. Literatiirde Hausner oran1 1.00 ile 1.60 aras1 yapiskanlik
dereceleri smiflandirilmistir (Turchiuli ve ark., 2005). Sonuglar, konjugatlarin
yapiskan olmayan toz numuneler olarak kabul edilebilir seviyede oldugunu

gostermistir.
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Cizelge 4.9. Visne cekirdegi proteini ve Maillard konjugatlarinn fizikokimyasal 6zellikleri
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»f Aymi satir igindeki farkli harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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4.6. Protein ve Maillard Konjugatlarinin Termal Kararhlik Analizi (TGA)

Gidalarin 1sitma, kurutma ve pisirme gibi proseslerde meydana gelebilecek
degisimlerin gozlemlenebilmesi agisindan termal analiz 6nem arz etmektedir. TGA
termogramlari, malzemelerin sicaklifa bagli olarak meydana gelen kiitle kaybim
ortaya cikararak termal davraniglari hakkinda bilgi saglar (Karaaslan ve ark., 2021).
VCP ve Maillard konjugatlarinin TGA termogramlart Sekil 4.5.°de sunulmustur.
Numunelerin termal ayrismasi 30-1000 °C sicaklik araliginda 3 ana asamada meydana
gelmistir. Protein ve konjugatlardaki ilk kiitle kayb1 200 °C’nin altinda gerceklesmistir.
[k asama, protein ve konjugatlar icin yaklasik %10°dan daha az bir kiitle kaybu ile
sonuclanmistir. Bu asamadaki kiitle kaybi, serbest ve bagli suyun buharlagsmasina
baglanmaktadir (Bagyigit ve ark., 2020). Su molekiillerinin buharlagmasi, protein ve
konjugatlarin ilk agamadaki kiitle kaybina neden oldugu rapor edilmistir (Basyigit ve
ark., 2021). Tiim numunelerde en yiiksek kiitle kayb1 200 °C’den sonra ikinci asamada
meydana gelmistir (200-450 °C). Bu asamada, proteinin kiitle kaybinda ani bir diisiis
gbzlenirken, konjugatlarda daha kademeli bir diisiis gdzlemlenmistir. ikinci asamadaki
kiitle kayb1 su molekiillerinin tamamen uzaklasarak proteindeki polipeptit zincirlerinin
bozulmasi veya ayrismasina atfedilmistir (Mshayisa ve ark., 2021). ikinci asamada en
fazla kiitle kayb1 VCP (%59,86)'de gerceklesmistir. Bunu, 1slak 1sitma glikasyon ile
elde edilen konjugatlar sirastyla VCP-AZ (9%36,34), VCP-KMS (%28,91) ve VCP-P
(%35,22) ve ultrases destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar VCP-AZ (%33.91),
VCP-KMS (%26.92) ve VCP-P (%31.41) takip etmistir. Mikrodalga destekli
glikasyon ile elde edilen konjugatlarda ise kiitle kaybinin VCP-AZ, VCP-KMS ve
VCP-P i¢in sirastyla %26.38, %22.56 ve %23.73 oldugu goriilmiistiir. Protein ve
polisakkaritler arasindaki etkilesimler (capraz baglama) veya konjugasyon ile elde
edilen ara maddelerden dolay1 ikinci asamada kiitle kayb1 daha diistik oldugu 6nceki
bir ¢aligmada rapor edilmistir (Mshayisa ve ark., 2021). Maillard konjugatlarindaki
diisiik kiitle kaybi, Maillard reaksiyonu sirasinda protein ve polisakkarit arasindaki
kovalent bag ile iliskilendirilmistir (Schmidt ve ark., 2005). Maillard konjugasyonuna
dahil olmayan protein, ii¢lincli adimin sonunda kiitlesinin tamamini kaybetmistir. Bu
durumun aksine, AZ, KMS ve P varliginda hazirlanan konjugatlar, kiitlelerini biiyiik

oranda (yaklasik %30-45) korumustur. Proteine gore Maillard konjugatlar1 daha {istiin
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termal diren¢ davranisi sergilemistir. Farkli glikasyon yontemlerinden mikrodalga
destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarin iistiin termal dirence sahip oldugu ve
VCP-KMS konjugatinin 1000 °C’de kiitlesinin yaklasik %45 ini koruyarak termal
stabilitede daha yiiksek kararlilik gosterdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde nar
cekirdegi proteini-Arap zamki konjugatinin, tek basina proteine gore %47 daha yiiksek
termal kararlilik sergiledigi dnceki bir ¢alismada rapor edilmistir (Basyigit ve ark.,
2022). Maillard konjugatlar1 genel olarak sicaklia kars1 yiiksek direng gosterdikleri
icin 1s1 uygulamasi gerektiren proseslere dahil edilmeleri 6zellikle gida ve ilag

endistrisinde avantaj saglayacaktir.
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(VCP: Visne ¢ekirdegi proteini, II-VCP-AZ: Islak 1sitma glikasyon yontemi ile elde edilen vigne
cekirdegi proteini-Arap zamki konjugati, II-VCP-KMS: Islak 1sitma glikasyon yontemi ile elde edilen
visne ¢ekirdegi proteini-karboksimetil seliilloz konjugati, II-VCP-P: Islak 1sitma glikasyon yontemi ile
elde edilen visne g¢ekirdegi proteini-pektin konjugat, MD-VCP-AZ: Mikrodalga destekli glikasyon
yontemi ile elde edilen visne ¢ekirdegi proteini-Arap zamki konjugati, MD-VCP-KMS: Mikrodalga
destekli glikasyon yontemi ile elde edilen visne ¢ekirdegi proteini-karboksimetil selilloz konjugati, MD-
VCP-P: Mikrodalga destekli glikasyon yontemi ile elde edilen visne ¢ekirdegi proteini-pektin konjugati,
US-VCP-AZ: Ultrases destekli glikasyon yontemi ile elde edilen visne ¢ekirdegi proteini-Arap zamki
konjugati, US-VCP-KMS: Ultrases destekli glikasyon yontemi ile elde edilen visne gekirdegi proteini-
karboksimetil seliiloz konjugati, US-VCP-P: Ultrases destekli glikasyon yontemi ile elde edilen vigne
cekirdegi proteini-pektin konjugatr)

Sekil 4.5. Protein ve Maillard konjugatlarinin termogravimetrik egrileri
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4.7. Protein ve Maillard Konjugatlarinin Teknofonksiyonel Ozellikleri

Protein ve Maillard konjugatlarinin gida sistemlerindeki davranislarini gésteren
teknofonksiyonel ozellikleri Cizelge 4.10.’da sunulmus ve sonuglar alt basliklar

halinde detayli olarak incelenmistir.

4.7.1. Coziiniirliik

Coziiniirliik, proteinlerin iglevsel 6zellik gostermesinde en 6nemli fonksiyonel
parametrelerden biridir. Yiksek oranda coziiniirliik gostermesi, proteinlerin gida
sistemlerine daha kolay entegre edilebilmesini saglamaktadir. VCP ve farkli
yontemlerle elde edilen Maillard konjugatlarinin ¢oziintirlikk degerleri Cizelge
4.10.’da sunulmustur. Tek basmna VCP ¢oziiniirligii %68.26 bulunmustur. Proteinin
Maillard reaksiyonu ile polisakkaritlerle bir araya getirilerek konjugat haline
getirilmesi ¢oziiniirliglini arttirmistir. Su banyosunda 1slak 1sitma glikasyon metodu
ile elde edilen konjugatlarda ¢oziiniirlik VCP-AZ, VCP-KMS, VCP-P konjugatlari
icin sirasiyla %77.17, %82.68, %80.81 bulunmustur. Mikrodalga destekli glikasyon
ile elde edilen konjugatlarda VCP-AZ, VCP-KMS, VCP-P icin sirasiyla %80.84,
%85.44, %84.90 ve ultrases destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarda ise
¢oziiniirlik VCP-AZ, VCP-KMS, VCP-P sirastyla %79.78, %84.14, %383.16
bulunmustur. Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarin en yiiksek
¢cOziinlirliige sahip oldugu tespit edilmistir. Mikrodalga isitmanin, topaklanmayi
azaltarak  protein-polisakkarit  etkilesimini  arttirdigit  Onceki  ¢aligmalarda
vurgulanmigtir (Nasrollahzadeh ve ark., 2017). Sonucglara gore glikasyonun
mikrodalga ve ultrases destekli gergeklestirilmesi, hidrofilik polisakkaritlerin proteine
kovalent baglanmasin1 6nemli 6l¢iide desteklemistir (Kim ve Shin, 2016). Benzer
sekilde, karpuz c¢ekirdegi-glikoz konjugatinin ultrases ve mikrodalga destekli
glikasyon 6n islemine tabi tutulmasinin, geleneksel islak 1sitma yontemine gore
¢cozlnlirligi %55 daha fazla arttirdigr bildirilmistir (Zhang ve ark., 2022). Bezelye
proteininin fonksiyonel oOzelliklerinin gelistirilmesi iizerine yapilan ¢alismada,

geleneksel 1slak 1sitma yontemine gore mikrodalga 1sitma ile glikasyon sonrasi

76



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Merve AKALAN

¢Oziiniirliiglinlin arttig1 rapor edilmistir (Ertugrul ve ark., 2021). Polisakkarit tiiriiniin
ve glikasyon yonteminin ¢0ziiniirliilk iizerine onemli etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica protein-polisakkarit etkilesimlerinin ¢oziiniirliik lizerine istatistiksel
olarak etkili oldugu belirlenmistir (p<0.05). Bu durum, protein-polisakkarit
konjugatlari, tek bagina proteine kiyasla daha fazla hidrofilik gruba sahip olmasina

atfedilmistir.

Glikasyon sonucu proteinin negatif yiik orani arttigindan, daha genis pH
araliginda ¢oziiniirlikk saglar (Jiménez-Castafio ve ark., 2005). VCP-KMS ve VCP-P
konjugatlar1 tiim yontemlerde VCP-AZ konjugatina goére {stliin ¢oziiniirliik
sergilemistir. Maillard konjugatlar1 iizerine yapilan calismalarda KMS ve P gibi
anyonik polisakkaritler ile etkilesimin, proteinin yiizeyindeki negatif ytikleri arttirdig
ve ¢Oziinlirliigiin artmasina 6nemli bir katki sagladigi bildirilmistir (Ma ve ark., 2020;
Zhu ve ark., 2020). Maillard konjugat olusumu, hidrofilik olan polisakkaritin
hidrofobik proteinin ylizeyine baglanmasi ile ger¢eklesmektedir. Sakkaritin -OH
grubunun hidrojen baglama yetenegi, protein yiizeyinin hidrofobikligini degistirerek,
proteinin hidrofobik yilizeyine tutunur. Béylece su ve protein arasindaki etkilesimi
gelistirerek ¢oziiniirliigiin artmasina neden olmaktadir (Li ve ark., 2013). Mu ve ark.
(2010) glikasyon derecesinin artmasiyla birlikte konjugatlarin ¢oziiniirliigliniin
arttigin1 vurgulamistir (Mu ve ark., 2010). Sonuglar, glikasyon derecesi (Boliim 4.2.)
yiiksek olan VCP-KMS ve VCP-P konjugatlarinin VCP-AZ konjugatina gore daha

yiiksek ¢oziiniirliik gostermesi de literatiir bulgulari ile uyum saglamistir.

4.7.2. Su tutma ve yag baglama kapasitesi

Su tutma kapasitesi (STK) ve yag baglama kapasitesi (YBK), proteinlerin
yapisindaki hidrofilik ve hidrofobik dengenin gostergesi olarak degerlendirilir. Yiiksek
STK ve YBK degerine sahip proteinler genellikle cesitli gida triinlerinde nem
kaybinin azalmasina ve islemede verimin artmasma yardimci olmaktadir. VCP ve
Maillard konjugatlarinin STK ve YBK degerleri Cizelge 4.10.’da verilmistir. VCP’nin

su tutma kapasitesi %242.91 bulunmustur. Maillard konjugasyon iirlinleri, sulu fazda
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yiiksek c¢oziiniirliikk gosterdiklerinden dolayr STK degeri tespit edilememistir.
Hammaddelerin kimyasal yapisindaki degisiklikler, STK’y1r o©nemli olgiide
degistirmektedir (Amid ve ark., 2013). Maillard konjugasyonu, proteinin YBK
degerini arttirmistir. VCP’nin YBK degeri %228.09 bulunmustur. Su banyosunda 1slak
1sitma glikasyon metodu ile elde edilen konjugatlarda YBK degeri VCP-AZ, VCP-
KMS, VCP-P konjugatlar1 i¢in sirastyla %503.51, %569.09, %535.24, mikrodalga
destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarda VCP-AZ, VCP-KMS, VCP-P i¢in
strastyla %525.45, %580.99, %548.21, ultrases destekli glikasyon ile elde edilen
konjugatlarda ise VCP-AZ, VCP-KMS, VCP-P sirastyla %517.73, %575.52, %540.61
bulunmustur. Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar {istiin YBK
sergilemistir. YBK gelisimi, protein molekiiliiniin ylizeyinde bulunan hidrofobik
gruplarla iligkilendirilmistir (Celik ve ark., 2019). Bu nedenle, bu fonksiyonel 6zellik
acisindan istenen artig, polisakkaritin proteine kovalent baglanmasi sirasinda VCP’nin
hidrofobik kalintilarinin ortaya ¢ikmasina atfedilebilir. Mikrodalga 1sitma isleminde
protein katlanma ve acilma kinetigine etki etmesi sonucu protein molekiilii yiizey
yapist daha fazla degiskenlik gosterir. Artan hidrofobiklik, protein ve yag
molekiillerinin etkilesimini arttirir. YBK degerinin yiiksek olmasi gida iiretiminde
iriin formiilasyonuna giren yag miktarinin azaltilmasina, aroma bilesenlerinin
korunmasina ve iirlinlin raf omriiniin uzamasia yardimci olur. KMS polisakkariti
iceren konjugatlar tiim yontemlerde YBK yoniinden 6ne ¢ikmistir. KMS, hidrofobik
bir polisakkarit yapisinda olmasina ragmen bir¢ok hidrofilik karboksil grubu igerir.
Dolayisiyla amfifilik karaktere sahiptir (Schuh ve ark., 2013). Bu ozellikleri ile
kovalent baglanma sonucu proteine gelismis fonksiyonel 6zellik saglarlar. Su ve ark.
(2010) tarafindan da soya proteininin fonksiyonel o6zelliklerinin KMS ile

konjugasyonu sonucu gelistirildigi rapor edilmistir (Su ve ark., 2010).

4.7.3. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi

Kararl yapida kopiik olusumu, iirlin yapisinin ve duyusal kalitesinin gelisimine
katk1 saglar. Proteinler, hava-su arayliziinde birikerek yiizey 6zelliklerini gelistirir. Bu

yoniiyle, kopiik olusumunda stabilizator olarak rol oynarlar (de Oliveira ve ark., 2016).
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Kopiik olusturma kapasitesi ve kopiik stabilitesi, proteinlerin kdpilirme o6zelliklerini
karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilan ozelliklerdir. Kopiik olusturma
kapasitesi, koplik hacmindeki degisikligin dlgiilmesi ile belirlenirken, koplik stabilitesi

ise kopiigiin hacmindeki azalma ile belirlenir (Gharbi ve Labbafi, 2019).

Protein ve farkli yontemler ile elde edilen Maillard konjugatlarinin kopiik
olusturma kapasitesi ve kopiik stabilitesi Cizelge 4.10°da sunulmustur. Tek basina VCP
%60.00 kopiik olusturma kapasitesine sahip iken 10 dk sonrasinda %59.96 kopiik
stabilitesi gostermistir. Proteinin polisakkaritlerle Maillard konjugasyonu kopiik
olusturma kapasitesi ve stabilitesini gelistirmistir. Islak 1sitma glikasyon yontemi ile
elde edilen VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P konjugatlar sirasiyla %70.00, %80.00,
%79.00 kopiik olusturma kapasitesi, %85.70, %96.21, %91.12 kopiik stabilitesi
gostermistir. Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen VCP-AZ, VCP-KMS ve
VCP-P konjugatlar1 sirastyla %79.00, %81.00, %86.00 kopiik olusturma kapasitesi,
%90.00, %97.67, %96.46 kopiik stabilitesi gostermistir. Ultrases destekli glikasyonda
ise VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P konjugatlar sirasiyla %76.00, %85.00, %83.00
koptik olusturma kapasitesi, %88.18, %97.65, %96.37 kopiik stabilitesi sergilemistir.
Mikrodalga ve ultrases destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar, geleneksel 1slak
1sitma glikasyona gore daha yiiksek kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi
sergilemistir. Bu durum, mikrodalga ve ultrases sistemlerinin ustiin glikasyon
derecesine sahip konjugatlar elde edildigini ve dolayisiyla fonksiyonel 6zellikleri
gelistirmis oldugunu dogrulamistir. Mikrodalga ve ultrases 1sitma etkisi, protein
yapisindaki hidrofobik gruplarin yiizeye ¢ikarak artan hidrofobik etkilesim yoluyla
hava-su arayiizey filmini destekler. Boylece elde edilen konjugatlarin kopilirme
kapasitesi ve stabilitesi artar. Ayrica partikiil boyutunun kiigtilmesi ve ¢oziiniirliigiin
artmasi, daha kiiclik hava kabarciklari tireterek kopilirme stabilitesini arttirir (Martinez-
Velasco ve ark., 2018). KMS ve P ile elde edilen konjugatlar tiim yontemlerde kopiik
olusturma kapasitesi ve stabilitesi yoniinden 6ne ¢ikmistir. Maillard konjugasyonunun
proteinlerin kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesini gelistirdigi 6nceki ¢aligmalarda
da bildirilmistir. Nar ¢ekirdegi proteininin %61.00 kopiik kapasitesi gosterdigi, Arap
zamki ile konjugasyonu sonrasi ise %64.00 kopiik olusturma kapasitesi gosterdigi

rapor edilmistir (Basyigit ve ark., 2022).

79



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Merve AKALAN

4.7.4. Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi

Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi (ESI)
proteinlerin emiilsifiye edici 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilan parametrelerdir.
Proteinler, sulu ortamda dagilan yag damlaciklarinin etrafinda bir film olusturarak
emiilgator gorevi goriir. Bu sayede yag damlaciklarinda birlesme, topaklanma ve
kremalasma gibi yapisal degisikliklerin oniine gecerler. EAI ile proteinin birim bagina
emiilsiyon haline getirebildigi yag miktar1 belirlenirken, ESI ile emdiilsiyonun
yapisindaki degisikliklere belirli bir siire boyunca dayanikliligi 6l¢tiliir (Yildiz ve ark.,
2017). VCP ve Maillard konjugatlar1 ile olusturulan emiilsiyonlarin EAI ve ESI
degerleri Cizelge 4.10.’da verilmistir.

EAI degeri tek basmna protein ile olusturulan emiilsiyon icin 7.00 m?/g
bulunmustur. Maillard reaksiyonu proteinin EAI degerini énemli 6l¢iide etkilemistir.
Bu deger 1slak 1sitma glikasyon ile elde edilen konjugatlar ile olusturulan
emiilsiyonlardan VCP-AZ i¢in 14.29 m%*/g, VCP-KMS icin 16.41 m?*/g ve VCP-P
18.66 m?/g bulunmustur. Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar ile
olusturulan emiilsiyonlardan VCP-AZ icin 21.86 m?/g, VCP-KMS i¢in 27.32 m%/g ve
VCP-P i¢in 23.62 m?/g, ultrases destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar ile
olusturulan emiilsiyonlardan VCP-AZ i¢in 16.06 m?*/g, VCP-KMS icin 25.48 m*/g ve
VCP-P 21.78 m*/g bulunmustur. Maillard konjugatlari arasinda en yiiksek EAI
degerine sahip mikrodalga destekli VCP-KMS konjugati, tek basina VCP ile
olusturulan emiilsiyonun EAI degerini %285.71 arttirmistir. Protein ve Maillard
konjugatlarimin ESI degerleri dikkate alindiginda, konjugatlar ile olusturulan
emiilsiyonlarin tek basina proteine gore stabilitelerini daha fazla korudugu tespit
edilmistir. Sonuglara gore, en yiiksek ESI degerine sahip mikrodalga destekli VCP-
KMS konjugatinin, tek basina VCP ile olusturulan emiilsiyonun ESI degerini 10 dk ve
30 dk sonra sirasiyla %95.56 ve %109,75 arttirdigi bulgulanmistir. Suda yag
emiilsiyonlarinda proteinlerin emiilsifiye edici davraniglarinin Maillard konjugasyon
islemi ile gelistirildigi ve stabilize etmek icin Maillard konjugatlarinin emiilgator

olarak kullanim1 6nceki ¢aligsmalarda da bildirilmistir (Nooshkam ve Varidi, 2020).
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Mikrodalga ve ultrases destekli Maillard konjugatlart ile olusturulan
emiilsiyonlar, geleneksel 1slak 1sitma Maillard konjugatlarina kiyasla stabil ve kararl
yap1 gostermislerdir. Mikrodalga 1sitma islemi, gida matrisinde bulunan elektrolitleri
ve iyonlar1 harekete gecirerek Maillard reaksiyonunu hizlandirir ve kisa reaksiyon
stiresinde gelismis fonksiyonel 6zelliklerde konjugatlar elde edilmesi gibi avantajlar
saglar (Nasrollahzadeh ve ark., 2017). Piring proteininin fonksiyonel &zelliklerini
gelistirme iizerine yapilan ¢alismada, mikrodalga destekli glikasyonun, piring proteini-
dekstran konjugatinin emiilsiyon 6zelliklerini gelistirdigi bildirilmistir (Cheng ve ark.,

2021).

Ultrases destekli 1sitmanin Maillard reaksiyonunu hizlandirdigi (Chen ve ark.,
2016) ve geleneksel 1slak 1sitma yontemine gore ultrases destekli glikasyon ile elde
edilen konjugatlarin daha gelismis fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu vurgulanmigtir
(Mu ve ark., 2010). Onceki bir ¢alismada, ultrases destekli glikasyon ile elde edilen
soya proteini-lentinan konjugatinin EAI ve ESI degerlerinin, soya proteinine kiyasla

strastyla %180,52 ve %116.15 arttirdig1 rapor edilmistir (Wen ve ark., 2020).

Farkli yontemlerle elde edilen Maillard konjugatlari ile olusturulan emiilsiyonlar
arasinda VCP-KMS konjugatinin varliginda emiilsiyon stabilitesi daha kararl yapr ile
one ¢ikmistir. Konjugasyonda kullanilan polisakkaritlerin yapis1 ve molekiil agirligi,
konjugatlarin 6zelliklerini etkiler. Yiiksek molekiiler agirliga sahip polisakkaritler,
sterik engellemeyi arttirirken, dallanmis yapidaki polisakkaritler konjugatlarin
emiilsifiye edici 6zelliklerini gelistirerek yag damlaciklarinin birlesmesini onlerler.
Boylece daha stabil yap1 saglarlar (de Oliveira ve ark., 2016). Ayrica AZ gibi bazi
polisakkaritlerdeki protein kismi, konjugatin emiilsifikasyon performansini arttirmada
rol oynar. Soya proteininin maltodekstrin ve Arap zamki ile Maillard reaksiyonu
sonucu elde edilen konjugatlarin fonksiyonel 6zelliklerinin arastirildig1 bir ¢alismada,
proteinin emiilsifiye edici 6zelliklerinin iki polisakkaritle konjugasyonunun dikkate
deger Olgiide iyilestirildigi bildirilmistir. Soya proteini-Arap zamki EAI ve ESI
degerlerinin soya proteini-maltodekstrin konjugatina gore sirasiyla %24.20 ve %56.60

oraninda artig sergiledigi bulunmustur. Arastirmacilar, Arap zamkinin bu istiinligiinii
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dallanmis yapisina ve karbonhidrat zincirinde bulunan az sayida protein kalintisina
atfetmislerdir. Protein kalintilar1 yag yiizeyine adsorbe olarak emiilsiyon stabilizatorii

gorevi gordiigii rapor edilmistir (Xue ve ark., 2013).

Proteinler, suda yag emiilsiyonlarinda ara ylizey filmi olusturarak damlacik
toplanmasini  Onler. Proteinin polisakkarit ile kovalent baglanma yoluyla
modifikasyonu sonucu olusan konjugat, yag-su araylizeyine daha siki adsorbe olarak
giiclii bir koruyucu katman olusturur. Ayrica kiiresel yapidaki proteinlerin yapilarinin
acilmasi sonucu daha fazla hidrofobik grup aciga cikar ve modifiye proteinler ara
yilizeye daha hizl1 go¢ ederler. Boylece modifiye proteinin emiilsifiye edici 6zellikleri

artar (Cheng ve ark., 2021).

Maillard konjugatlarinin gelismis emiilsifiye edici 6zellik sergilemesi proteinin
hidrofilik/hidrofobik dengesinin degismesine baglanmaktadir. Protein ile hidrofilik
polisakkarit arasindaki konjugasyon, proteinin c¢oziiniirliglinii gelistirerek, sulu
ortamda konsantrasyonunu ve hareketliligini arttirir.  Proteinin  yapisindaki
konformasyonel degisiklikler, proteinler i¢in daha esnek bir yap1 saglayarak yag-su
arayiizine dogal proteinlerden daha hizli adsorbe olmasini ve arayiizey filminin
yeniden diizenlenmesini saglar. Boylece konjuge proteinler gelismis emiilsifikasyon

ozellik gosterirler (O’Mahony ve ark., 2017).

Mevcut caligmalar, Maillard reaksiyonuna tabi tutulan tiim polisakkaritlerde
aynmt etkiyi elde etmenin mimkiin olmadigini ve secilen polisakkarit tiiriiniin,
proteinlerin arayiizey islevselligi lizerinde dikkate deger bir etkinlige sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica bu ¢alismalar, Maillard reaksiyonu konjugat {iriinlerinin
emiilsiyon aktivite ve stabilitelerinin, kovalent kombinasyonunun karbonhidrat
kismina bagli oldugunu vurgulamiglardir (Li ve ark., 2016; Li ve ark., 2009; Liu ve

ark., 2010; Saatchi ve ark., 2019; Wang ve ark., 2011; Wang ve ark., 2019).
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Cizelge 4.10. Visne ¢ekirdegi proteini ve Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel 6zellikleri
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4.7.5. Stabilite katsayisi ve santrifiij cokme oram

VCP ve Maillard konjugatlar1 tarafindan stabilize edilen emiilsiyonlarin stabilite
katsayis1 (R) ve santrifiij ¢okme oran1 (SCO) degerleri, Sekil 4.6.'da verilmistir. R
degeri, emiilsiyon stabilitesi igin pozitif bir gostergedir ve 0 ile 1 arasinda degisir (Li
ve ark., 2019). Konjugasyon isleminin R degeri lizerinde dikkate deger bir etkisi
oldugu goriilmiistiir (p <0.05). Bu deger, emiilsiyonlarin hazirlanmasinda emiilgator
olarak Maillard konjugatlarinin kullanilmasiyla artan bir egilim gdstermistir. R degeri,
VCP emiilsiyonu i¢in 0,60 iken, konjugatlar ile stabilize edilen emiilsiyonlarda bu
degerin artarak 1’e yaklastigi tespit edilmistir. VCP-AZ, VCP-KMS, VCP-P i¢in 1slak
1sitma glikasyonda sirastyla 0.87, 0.94, 0.95, mikrodalga destekli glikasyonda 0.93,
0.97, 0.98, ultrases destekli glikasyonda 0.89, 0.96, 0.97 bulunmustur. Veriler,
konjugatlarin istiin ylizey aktif 6zelligi sergiledigini gostermistir. Bu durum, artan
elektrostatik itme kuvvetlerinin, karbonhidratlarin varliginda flokiilasyon olusumunu
devre dis1 birakmasiyla agiklanabilir. Boylece partikiiller emiilsiyon i¢inde askida

kalarak daha kararli emiilsiyon davranisi saglar (Li ve ark., 2019).

R degerinin aksine SCO degeri emiilsiyon stabilitesi i¢in negatif bir gostergedir.
Stabilitesi yliksek emiilsiyonlarin R degeri yiiksek, SCO degeri diisiiktiir (L1 ve ark.,
2019). Emiilsiyonlarin konjugatlar ile stabilize edilmesi, Sekil 4.6.’da goriildiigii gibi
VCP emiilsiyonuna kiyasla SCO degerini diigiirmiistiir. Tek bagina VCP varliginda
SCO degeri %59.17 bulunmustur. Islak 1sitma glikasyonda VCP-AZ, VCP-KMS,
VCP-P i¢in sirasiyla %36.04, %32.61, %30.92 mikrodalga destekli glikasyonda
%29.41, %27.74, %25.91 ultrases destekli glikasyonda ise %33.36, %31.98, %29.93
bulunmustur. Bu sonuglar, tek bagina VCP’ye kiyasla konjugatlarin arzu edilen yag
baglama kapasitesine atfedilebilir (Liu ve ark., 2020). Sonuglar, Maillard reaksiyon
triinii konjugatlar1 ile olusturulan emiilsiyonlarin iistiin stabiliteye sahip oldugunu
acikc¢a gostermistir. Dolayisiyla, Maillard reaksiyonu yoluyla polisakkaritlerin VCP ile
birlestirilmesinin, proteinin yiizey aktif madde 6zelligini gelistirmek i¢in etkili bir
uygulama olabilecegi anlamina gelir. Ayrica, R ve SCO degerleri ile mikrodalga

destekli glikasyon isleminde daha stabil ve kararli emiilsiyonlar elde edilebilecegi
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tespit edilmistir. Mikrodalga destekli Maillard konjugatlar1 ile stabilize edilen
emiilsiyonlarin daha diisiik ytlizey gerilimi yani daha yiiksek yiizey aktif 6zellige sahip
oldugu bu sonuglarla desteklenmistir. Literatiirde, kolza tohumu protein izolatina
karbonhidrat eklenmesinin emiilsiyonun SCO degerini 6nemli OSlgiide azalttigi
bildirilmistir (Li ve ark., 2019). Benzer sonuglar, nar ¢cekirdegi proteini izolatinin Arap
zamki ile Maillard reaksiyonu sonucu olusan konjugat i¢in de rapor edilmistir.
Aragtirmacilar, konjugatin R degeri 0.95 iken, tek basina protein i¢in bu degerin 0.64
oldugunu ve emiilsiyonlara Maillard konjugati (%28.26) katilmasinin tek basina
proteine (%45.42) gore SCO degerini diistirdiigii bildirilmistir. (Bagyigit ve ark.,
2022).
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(IT: Tslak 1sitma destekli glikasyon, MD: Mikrodalga destekli glikasyon, US: Ultrases destekli glikasyon,
VCP-AZ: Visne c¢ekirdegi proteini-Arap zamki iceren konjugat, VCP-KMS: Visne
cekirdegi proteini-karboksimetil seliiloz igeren konjugat, VCP-P: Visne ¢ekirdegi proteini-
pektin iceren konjugat)

Sekil 4.6. Protein ve Maillard konjugatlarinin stabilite katsayis1 ve santrifiij cokme orani
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4.8. Protein ve Maillard Konjugat Emiilsiyonlarinin Fiziksel Stabiliteleri

4.8.1. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkh sicakhiklarin etkisi

Ticari uygulamalarda gida emiilsiyonlarmin isleme, depolama ve kullanimi
sirasinda 1s1l isleme dayanikli olmasi 6nem arz etmektedir. Tek basina proteinler
tarafindan stabilize edilen emdiilsiyonlar 1si1l isleme karsi hassas oldugundan, ara
ylizeyde protein denatiirasyonu ile faz ayirimi gerceklesmektedir (Zha ve ark., 2019).
Bu baglamda, ¢alismanin bu boliimiinde tek basina protein ve Maillard konjugatlari
ile stabilize edilen emiilsiyonlara farkli sicakliklar (20, 40, 60, 80 ve 100 °C)
uygulanarak sicakliga karsi stabiliteleri incelenmistir. Emiilsiyon 6zellikleri ortalama
damlacik ¢apina, emiilsiyonlarin gdriiniimlerine ve mikrograflarina gore
degerlendirilmistir. Tiim numuneler i¢in damlacik ¢ap1 benzer dagilim sergilemistir.
Uygulanan sicaklik arttik¢a emiilsiyonlarin ortalama damlacik ¢apinda 6nemli artislar
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). VCP emiilsiyonlar1 tiim sicakliklara kars1 en diisiik
stabiliteyi gostermistir. Sicaklik 20 °C’den 100 °C’ye yiikseldiginde emiilsiyonlarin
parcacik boyutu 18.90-32.30 um araliginda degismistir (Sekil 4.7A.). VCP ile stabilize
edilen emiilsiyon goriintiilerinde yag birikimi olugmasi, emiilsiyon ortalama pargacik
capindaki artis1 belirgin bir sekilde ortaya koymaktadir (Sekil 4.8.). Ayrica ¢ap artisini
optik mikroskop goriintiileri de desteklemektedir (Sekil 4.10A.). Sicaklik arttikca,
protein emiilsiyonunun damlacik ¢ap1 optik mikrograflarda da artan oranlarda
goriilmiistiir. Bu durum, proteinlerin yiiksek sicakliklarda denatiirasyona ugramalari
ile iligkili olabilir ¢iinkii denatiirasyon sonucu emiilsiyondaki arayiiz katmaninin

azalmasi nedeniyle yag birikimine yol agar.

Maillard konjugatlar ile olusturulan emiilsiyonlar, tiim sicakliklarda tek basina
proteine gore yiiksek stabilite gostermistir. Protein ve polisakkaritin kovalent
baglanmasi, protein molekiilleri ve molekiiller aras1 hidrofobik etkilesimi azaltarak
proteinin termal stabilitesini arttirir (Nasrollahzadeh ve ark., 2017). VCP-P konjugat
emiilsiyonlarinin uygulanan glikasyon yontemlerinde termal stabilitesini en ¢ok

koruyan olarak 6ne ¢ikmistir. Konjugat emiilsiyonlarinin ortalama parcacik ¢api 20
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°C’den 100 °C’ye yiikseldiginde 1slak 1sitma glikasyonda 4.30-15.27 um araliginda,
mikrodalga destekli glikasyonda 2.91-11.26 um araliginda, ultrases destekli
glikasyonda ise 3.36-13.34 um araliginda degismistir (Sekil 4.7.). Mikrodalga destekli
glikasyon ile elde edilen konjugatlar ile olusturulan emiilsiyonlarin ortalama parcacik
cap1 termal degisime karsi daha yiiksek diren¢ gostermistir. En yliksek termal direng
gosteren mikrodalga destekli VCP-P konjugati ile stabilize edilen emiilsiyonun, VCP
ile stabilize edilen emiilsiyona gore %186.85 daha kiicilik partikiil boyutu sergiledigi
tespit edilmistir. Glikasyon isleminin mikrodalga destekli gergeklestirilmesi, daha
yiiksek derecede glike edilmis konjugatlarin olusumunu sagladigindan, termal dirence

kars1 geleneksel ve ultrases destekli yontemlere gore daha kararli yapi sergilemislerdir.
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destekli glikasyon ile iiretilen Maillard konjugatlari, D: Ultrases destekli glikasyon ile
iiretilen Maillard konjugatlar ile stabilize edilen emiilsiyonlar)

Sekil 4.7. Protein ve Maillard konjugatlari ile stabilize edilen emiilsiyonlarin partikiil boyutuna farkli
sicakliklarmn etkisi
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VCP

Sekil 4.8. Visne ¢ekirdegi proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlarin farkl sicakliklarda goriiniimleri

VCP-AZ VCP-KMS VCP-P
11
80 100°C 20 40 60 80 100°C
Us

Sekil 4.9. Maillard konjugatlari ile stabilize edilen emiilsiyonlarin farkl sicakliklarda goriiniimleri
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Damlacik boyutu sonuglarina gére VCP-AZ ve VCP-KMS emiilsiyonlarinin
VCP-P emiilsiyonlarina gore ihmal edilebilir diizeyde daha diistlik pargacik boyutu elde
edilmis fakat tek basmma VCP emiilsiyondan daha yiiksek stabilite gosterdigi
goriilmiistir (Sekil 4.10.). Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen VCP-P
konjugat1 100 °C sicaklikta VCP iceren emiilsiyona gore stabilitesini %75 oraninda
korudugu tespit edilmistir. Isil islem sonras1 emiilsiyonlarda partikiil boyutunun VCP-
P emiilsiyonlarina gore daha yiiksek olmasinin nedeninin, su i¢inde yag arayliziinde
olusan hidrofobikligin daha fazla olmasi ve adsorbe edilen proteinlerin agilarak daha
az stabil 6zellik gostermesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Basyigit ve ark.,
2022). Ayrica, artan sicaklik ile konjugat emiilsiyonlarinin goriiniimlerinde 6nemli bir
fark goriilmedi (Sekil 4.9.). Bu durum, emiilsiyon damlaciklar1 arasindaki sterik ve
elektrostatik itme kuvvetinden kaynaklaniyor olabilir. Maillard konjugatlari ile
stabilize edilen emiilsiyonlar, katyonik amino gruplarini anyonik hale doniistiirerek
emiilsiyonlarda negatif yiikiin artmasina yol acarlar. Artan negatif yiiklerin, 1s1l iglem
sonrast emiilsiyon stabilitesini arttirdig1 bildirilmistir (Pan ve ark., 2020). Mikrodalga
ve ultrases destekli glikasyon yontemlerinde Maillard reaksiyonunu tesvik edici etkisi

ile ylik dengesinin saglanmasi daha stabil emiilsiyonlarin elde edilmesini saglamistir.

Bezelye proteini izolati-Arap zamki Maillard konjugatinin su i¢inde yag
emiilsiyonunun stabilitesinin arastirildig1 ¢alismada, konjugatlar tarafindan stabilize
edilen emiilsiyonlarin uygulanan farkli sicakliklarda tek basina bezelye proteinine gore
%24 daha kiigiik ortalama pargacik boyutu sergiledigi bildirilmistir (Zha ve ark.,
2019). Nar cekirdegi protein izolati-Arap zamki konjugati ile elde edilen
emiilsiyonlarda da goriilmiistiir. Protein ve konjugatlarin 1s11 isleme karsi
davraniglarini incelemek amaciyla farkli sicakliklara (20-100 °C) maruz birakilan
konjugat iceren emiilsiyonlarin, tek basina protein iceren emiilsiyona gore stabilitesini
korudugu rapor edilmistir (Basyigit ve ark., 2022). Tiim bu sonuglar géz Oniine
alindiginda, yiiksek sicaklik gerektiren gida proseslerinde tek basina protein yerine
emiilgator olarak konjugatlarin kullanilmasinin daha makul bir yaklasim oldugunu

gostermektedir.
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e d
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(A: Visne ¢ekirdegi proteini, B: Islak 1sitma glikasyon ile elde edilen konjugatlar, C: Mikrodalga
destekli glikasyon ile elde edilen konjugtlar, D: Ultrases destekli glikasyon ile elde edilen

konjugatlar)
Sekil 4.10. Protein ve Maillard konjugatlar ile stabilize edilen emiilsiyonlarin farkli sicakliklarda
mikrograflar
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4.8.2. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkli pH degerinin etkisi

Gida iiretiminde kullanilan emiilsiyonlar, farkli pH degerindeki ortamlara maruz
kalmaktadirlar. Bu nedenle pH degerinin emiilsiyon stabilitesi iizerinde etkisini
degerlendirmek icin, protein ve Maillard konjugatlari ile olusturulan emdiilsiyonlar
farkli pH degerlerine (3.0-5.0-7.0-9.0-11.0) maruz birakilarak kararliliklar:
incelenmistir. Emiilsiyonlarin pH degisimine kars1 direngleri ortalama damlacik capi,

emiilsiyon goriintiileri ve mikrograflarina gore degerlendirilmistir.
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(A: Visne ¢ekirdegi proteini, B: Islak 1sitma glikasyon ile iiretilen Maillard konjugatlari, C: Mikrodalga
destekli glikasyon ile iiretilen Maillard konjugatlari, D: Ultrases destekli glikasyon ile
iiretilen Maillard konjugatlari)

Sekil 4.11. Protein ve Maillard konjugatlari ile stabilize edilen emiilsiyonlarin partikiil boyutuna farkli
pH degerlerinin etkisi
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Tek basina protein kullanilarak stabilize edilen emiilsiyonlarin ortalama
damlacik caplari, tim pH degerlerinde konjugatlarin varliginda olusturulan
emiilsiyonlarin damlacik ¢aplarindan daha yiiksek bulunmustur. pH 3.0, 5.0, 7.0, 9.0
ve 11.0'deki pargacik boyutu, yalnizca VCP i¢in 28.21, 33.27, 19.90, 28.40 ve 42.32
pum bulunmustur. Emiilsiyon damlacik capt sonuglarina gore kremalagmaya ve
topaklanmaya karsi direnci en diisiikk olan, tek basina protein ile hazirlanan
emiilsiyonlar olmus, bunu 1slak 1sitma glikasyon, ultrases destekli glikasyon ve
mikrodalga destekli glikasyon takip etmistir. Farkli yontemler ile elde edilen
konjugatlar arasinda VCP-KMS konjugati tiim pH degerlerine kars1 en yiiksek direnci
gostermistir.  VCP-KMS konjugati pH 7.0’da ortalama damlacik ¢api 1slak isitma
glikasyon yonteminde 10.69 um, mikrodalga destekli glikasyonda 7.09 pm, ultrases
destekli glikasyonda ise 8.44 pm ile en yiiksek kararlilig1 gésteren konjugat olmustur.
Emiilsiyon damlacik ¢apt boyutu sonuglari, emiilsiyon gorlintiileri ve optik
mikrograflari ile de uyum saglamistir. Sekil 4.12. incelendiginde protein ile hazirlanan
emiilsiyonlarda pH 11 degerinde yag ayrilmasi tespit edilmistir. Konjugatlar ile
olusturulan emiilsiyonlarda yag ayrilmasi gézlemlenmemistir. Bu durum yiiksek pH
degerlerinde Maillard konjugatlarinin stabilitelerini korumada {istiin davranislarini

ortaya koymaktadir.

Protein-polisakkarit etkilesimlerinin yapisi, belirli pH degerinde, iki
biyopolimer molekiilii izerinde bulunan yiiklerin sayisina ve dagilimina baghdir (Gu
ve ark., 2005). Anyonik polisakkarit molekiilleri, protein yiizeyinde bulunan katyonik
bolgelerin varligindan dolayi, protein molekiillerinin izoelektrik noktasinin etrafinda
bulunan protein kapli yag damlaciklarina adsorbe olurlar. Notr pH degerinde ise
protein kapli yag damlaciklar gii¢lii negatif ylik anyonik polisakkaritleri ittigi i¢in
adsorbsiyon ¢ok az ya da hi¢ goriilmez (Fioramonti ve ark., 2015). Diisiik pH
degerlerinde VCP-KMS ile hazirlanan emiilsiyon hari¢ diger numunelerde serum
olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.13.). Disiik pH degerlerinde serum tabakasinin
olusumunun nedeni, proteinlerin izoelektrik noktasina yakiligindan dolay1

elektrostatik itme kuvvetinin azalmasina baglanmistir (Xu ve ark., 2017).
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VCP-KMS  konjugatlari, tiim yontemlerde farkli pH degerlerindeki
emiilsiyonlarda serum olusumunu engellemistir. Bu durum, VCP-KMS kullanilarak
hazirlanan emiilsiyonlarin, VCP-AZ ve VCP-P emiilsiyonlarina gére pH degisimine
kars1 daha fazla direng gosterdigini ortaya koymustur. VCP-KMS konjugatlari
emiilsiyon damlaciklar1 arasindaki sterik ve elektrostatik itme kuvvetlerini daha giiglii
kullanarak, diger konjugatlara gére daha kalin bir ara ylizey katmani olugturmustur

(Wooster ve Augustin, 2007).

Protein ve konjugatlar ile olusturulan emiilsiyonlarin optik mikrograflar1 Sekil
4.14°de sunulmustur. Gorlintiiler, emiilsiyon par¢actk boyutu ve emiilsiyon
goriintimleri dogrulamaktadir. Tek basina protein ile elde edilen emiilsiyonlarda daha
biiylik partikiil boyutuna sahip ve diizensiz damlaciklar goriiliirken, konjugatlarda
partikiil boyutu daha diisiik ve diizenli yapida damlaciklar goriilmiistiir. Ozellikle, yag
ayrilmasinin goriildiigi pH 11°deki VCP emiilsiyonunun mikrografinda goriinen

emiilsiyon damlaciklarinin boyutu ile falkon goriiniimii birbirini desteklemektedir.

Nar c¢ekirdegi proteininin emiilsifiye edici 6zelliklerinin arttirilmast i¢in Arap
zamki ile konjugasyonu ile olusturulan emiilsiyonun pH 11°de stabilitesini korurken,
protein emiilsiyonunda yag fazi ayrimi oldugu bildirilmistir (Bagyigit ve ark., 2022).
Hidrolize piring glutelini emiilsiyonunun stabilitesini arttirmak ic¢in pektin, aljinat,
Arap zamki ve ksantan gibi farkli anyonik polisakkaritlerle konjugasyonunun
arastirildigr ¢aligmada da pektin ve Arap zamki ile olusturulan kompleks yapinin pH
degeri 5’in altinda oldugunda serum tabakasi olusumu goézlemlendigi sonucuna
varilmistir (Xu ve ark., 2017). Naik ve ark. (2022), ultrases destekli glikasyon yontemi
ile elde edilen fistik proteini izolati-Arap zamki konjugatinin alkali pH degerlerinde
yiiksek stabilite gosterdigi, asidik pH (3-6) degerlerinde ise diisiik stabilite gosterdigi
rapor edilmistir (Naik ve ark., 2022). Arastirmacilar bu durumu, amino gruplarinin
protein yiizeyinden kaybolmasina neden olan ve ¢oziiniirliigii etkileyen Arap zamkinin

etkisine atfetmislerdir.
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vep

VCP-AZ

VCP-P

VCP-AZ

VO P-KMS

VOP-P

VCP-AZ

VCP-KMS

VCP-P

(A: Visne ¢ekirdegi proteini, B: Islak 1sitma glikasyon ile elde edilen Maillard konjugatlari, C:
Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen Maillard konjugatlari, D: Ultrases destekli
glikasyon ile elde edilen Maillard konjugatlar)

Sekil 4.14. Protein ve Maillard konjugatlar ile stabilize edilen emiilsiyonlarin farkli pH degerlerinde
mikrograflari
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4.8.3. Emiilsiyonlarin stabilitelerine farkh tuz konsantrasyonlarinin etkisi

Gidalarda evrensel olarak kullanimi yaygin olan tuz, kolloidal pargaciklarin
ylizey potansiyelinin azalmasina ve topaklasmasina neden olmaktadir (Wang ve ark.,
2016). Bu baglamda c¢alismanin bu asamasinda VCP ve farkli yontemler ile elde edilen
konjugatlar kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarin iyonik giice (0-500 mM NaCl)
kars1 stabilite davranislar1 degerlendirilmistir. Bu davranis, emiilsiyonlarin ortalama
damlacik capi, emiilsiyon goriintiileri ve 1s1k mikroskobu goériiniimleri gibi farkli
parametreler kullanilarak yorumlanmistir. Tuz konsantrasyonunun 0 mM'dan 500
mM'a ¢ikarilmasiyla tiim emiilsiyonlarin par¢acik boyutunda kademeli bir artis tespit
edilmistir (Sekil 4.15.). Tek basina VCP ile stabilize edilen emiilsiyonlarda ortalama
damlacik cap1 38.34-54.66 um arasinda degisirken, 1slak 1sitma glikasyonda 7.9-27.74
um, mikrodalga destekli glikasyonda 5.43-18.76 um, ultrases destekli glikasyonda
6.93-21.76 um arasinda degistigi tespit edilmistir. Sonuglar, farkli tuz
konsantrasyonlarinda emdiilsiyon stabilitesini korumada konjugatlarin tek basina
VCP’ye gore daha etkili oldugunu gostermistir. Emiilsiyon damlacik ¢apt boyut
sonuglarina gore, iyonik strese karsi en yiiksek kararliligi mikrodalga destekli
glikasyon ile olusturulan konjugatlarin gosterdigi goriilmektedir. VCP-KMS ve VCP-
P varliginda stabilize edilen emiilsiyonlar iyonik strese kars1 tiim yontemlerde en fazla
direnci gostermistir. Bu sonug, Maillard reaksiyonu sirasinda VCP ile KMS ve P
arasinda olusan van der Waals gibi daha giiglii baglardan kaynaklaniyor olabilir.
Pektinin emiilsiyon sistemlerinde protein destekleyici bir malzeme oldugu o6nceki
calismalarda dogrulanmistir (Xu ve ark., 2017). VCP-KMS ile karsilastirildiginda,
VCP-P ile stabilize edilen emiilsiyonlarin yag damlaciklari, incelenen tim
konsantrasyonlarda tuz ilavesine karsi nispeten yliksek stabiliteye sahip oldugu tespit
edilmigtir. Bagyigit ve ark. (2022), nar ¢ekirdegi proteininin emiilsifiye edici
ozelliklerinin gelistirilmesi iizerine yaptiklar1 calismada, proteinin Arap zamki ile
konjuge edilmesinin iyonik giice karsi stabilitesinin arttirdigin1 bildirmislerdir
(Basyigit ve ark., 2022). Bir baska calismada, hidrolize piring gluteninin ksantan
zamki ve pektin ile olusturulan emiilsiyonda, pektin ile stabilize edilen emiilsiyonun
tuz konsantrasyonuna kars1 stabilitesinin kararliligini korudugu rapor edilmistir (Xu

ve ark., 2017).

96



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Merve AKALAN

ANNNNNNNNNY
-
RRRNNNNRNANG

0 100 200 300 400 500
M)

C D
o B | o g
50 50
g
0 z v
: 30 530
20 . :Zﬂ ' ?
- 7 Ts w | B
2 O B | e v Do B all
10 74
o o e | % m m A
manaad | |aaAA A
vaCl (m NaCl (mM)

(A: Visne ¢ekirdegi proteini, B: Islak 1sitma glikasyon ile iiretilen Maillard konjugatlari, C: Mikrodalga
destekli glikasyon ile iiretilen Maillard konjugatlari, C: Ultrases destekli glikasyon ile
iiretilen Maillard konjugatlarr)

Sekil 4.15. Protein ve Maillard konjugatlari ile stabilize edilen emiilsiyonlarin partikiil boyutuna farkli
tuz konsantrasyonlarinin etkisi

Konjugatlarin tuz stabilitesine karsi direngli davranisi emiilsiyon goriintiileri
(Sekil 4.17.) ve mikrograflar1 (Sekil 4.18.) ile desteklemistir. Tek basmna VCP ile
olusturulan emiilsiyonlarda artan tuz konsantrasyonu ile goriintiilerde yag fazi ayrimi
da dikkat cekici sekilde artmistir (Sekil 4.16.). Ancak konjugatlar ile stabilize edilen
emiilsiyonlarda yag fazi ayirimi gézlemlenmemis ve emiilsiyonlar kararliligini artan
tuz konsantrasyonlarinda da korumustur. Bu durum, tuz konsantrasyonuna bagli olarak
damlaciklar arasindaki g¢ekim kuvvetinin artmasina ragmen, konjugatlarin yag
toplanmasini 6nleme giiciine sahip oldugu anlamina gelmektedir. Ayrica bu giig,

mikrograflarda da desteklenmistir.
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Sekil 4.16. Visne ¢ekirdegi proteini ile stabilize edilen emiilsiyonlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda
goriiniimleri
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Sekil 4.17. Maillard konjugatlari ile stabilize edilen emiilsiyonlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda
goriiniimleri
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(A: Visne ¢ekirdegi proteini, B: Islak 1sitma glikasyon yontemi ile elde edilen Maillard konjugatlari, C:
Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen Maillard konjugatlari, D: Ultrases destekli
glikasyon ile elde edilen Maillard konjugatlari)
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VCP-KMS

VCP-P

VCP-AZ
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VCP-P

Sekil 4.18.Protein ve Maillard konjugatlar1 ile stabilize edilen emiilsiyonlarin farkli tuz
konsantrasyonlarinda mikrograflari
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4.8.4. Emiilsiyonlarin stabilitelerine dondurup-¢oziindiirmenin etkisi

Soslar, mayonez ve corbalar gibi emiilsiyon bazli birgok ticari gida iiriint,
dondurulduklar1 takdirde daha uzun raf Omriine sahip olmaktadirlar. Dondurma
genellikle isleme asamasinda, ¢oziindiirme ise tiiketimden Once gergeklestirilen
islemlerdir. Donma ¢oziilme stabilitesinin diisiik olmast birgok gida emiilsiyonunu
karakterize eder, ¢ilinkii damlaciklar genellikle yag veya su fazlarinda kristallesme
sonucu birlesir (Thanasukarn ve ark., 2004). Calismanin bu asamasinda VCP ve farkli
yontemler ile elde edilen konjugatlar kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarin donma
¢oOziilme igsleminin (-18°C’de 72 saat donma ve 25°C’de 2 saat ¢6ziilme) neden oldugu
destabilizasyona karst stabilite davraniglart incelenmistir. Taze ve c¢oziilmiis
emiilsiyonlarin damlacik boyutlari, gériinlimleri ve mikrograflar1 incelenmistir. Taze
hazirlanmis emiilsiyonlara gore islem sonunda dondurulup ¢oziilmiis emiilsiyonlarin
ortalama damlacik ¢apinda artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.19.). Tek basina VCP
iceren taze emiilsiyonlarda ortalama c¢ap 20.73 pm iken, ¢dzdiirme islemi sonrasi bu
deger 35.61 um oldugu tespit edilmistir. Damlacik boyutundaki bu artig emiilsiyonun
falkon goriintlisiinde ve mikrografta da net bir sekilde goriilmiistiir. Islak 1sitma
glikasyon yonteminde VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P konjugatlari ile stabilize edilen
emiilsiyonlarda taze emdiilsiyonlarda 15.67, 10.34, 12.62 um iken, donma-¢oziilme
islemi soras1 bu degerler sirasiyla 25.68, 19.11, 22.63 pm olmustur. Mikrodalga
destekli glikasyon yonteminde VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P konjugatlar ile
stabilize edilen emiilsiyonlarda taze emiilsiyonlarda 11.17, 7.86, 9.57 um iken, donma-
¢oziilme islemi sorasi bu degerler sirastyla 19.18, 14.17, 16.34 um olmustur. Ultrases
destekli glikasyon yonteminde VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P konjugatlan ile
stabilize edilen emiilsiyonlarda taze emiilsiyonlarda 13.16, 8.83, 10.21 pum iken,
donma-¢dziilme islemi sorasi bu degerler sirasiyla 21.14, 16.12, 19.47 um olmustur.
Bu sonuglar, tek basina protein emiilsiyonlarindaki yag damlaciklarinin etrafinda zayif
bir ara ylizey tabakasi olmasi ile aciklanabilir. Maillard konjugasyonu ile yag
damlaciklarina flokiilasyon ve agregasyona karsi stabilite saglayan daha gii¢lii bir ara
ylizey tabakasi olusturuldugundan konjugatlar donma ¢oziilme igslemine kars1 daha

kararli yap1 gostermistir (Basyigit ve ark., 2022).
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(A: Visne cekirdegi proteini ile stabilize edilen emiilsiyon, B: Visne ¢ekirdegi proteini-Arap zamki
konjugati ile stabilize edilen emiilsiyonlar, C: Visne ¢ekirdegi proteini-karboksimetil
seliiloz konjugati ile stabilize edilen emiilsiyonlar, D: Visne ¢ekirdegi proteini-pektin
konjugati ile stabilize edilen emiilsiyonlar)

Sekil 4.19. Protein ve Maillard konjugatlari ile stabilize edilen emiilsiyonlarin partikiil boyutuna donma-
¢Ozme igleminin etkisi

Tek basina VCP ile olusturulan emiilsiyonun, donma ¢oziilme islemine karsi
olduk¢a kararsiz oldugu, yaglanma ve kremalagsma olustugu Sekil 4.20A.°de
goriilmektedir. VCP-KMS ve VCP-P varliginda olusturulan emiilsiyonlar, donma
¢ozlilme isleminden sonra stabilitelerini korumada daha yiiksek kararlilik gostermistir
(Sekil 4.20). Ancak VCP-GA konjugatt ile olusturulan emiilsiyonlarda kararlilik
seviyesi tek basina protein ile stabilize edilen emiilsiyondan yliksek kararlilik
gosterirken, diger polisakkaritler ile stabilize edilen emiilsiyonlara gore daha diisiik
kararlilik gostermistir. Tek basina VCP’nin kullanildigi emiilsiyonlarda yag fazi
seviyesi, konjugatlara gore ¢cok daha agik bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.20.). Su
banyosunda 1slak 1sitma glikasyon ile elde edilen Maillard konjugatlarinda,
mikrodalga ve ultrases destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlara gore kararliligin

daha diisiik oldugu gériilmiistiir. Ozellikle VCP-AZ konjugati 1slak 1sitma glikasyon
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yonteminde, diger yontemlere gore kararliligini koruyamadigr goriilmistiir (Sekil
4.20B.). Mikrodalga destekli glikasyonda yag fazi ayrim1 goriilmemis ve emiilsiyonlar
donma ¢o6ziilmeye karsi kararliliklarin1 korumuslardir (Sekil 4.20C.). Sonuglar, tek
basina protein yerine donma-¢oziilmeye karsi direncinin, basta VCP-KMS ve VCP-P
olmak {tizere konjugat iceren emiilsiyonlara gore daha yiiksek oldugunu agikca
gostermistir. Tek basina protein yerine donma-¢oziilme islemine karsi daha stabil
emiilsiyonlar olusturma i¢in Maillard konjugatlarinin emiilgator olarak kullanilmasi
onceki ¢alismalarda da makul olarak goriilmiistiir (Cabezas ve ark., 2019; Thanasukarn

ve ark., 2004).

A B C D
VCP-AZ VCP-KMS VCP-P VCP-AZ VCP-KMS VCP-P VCP-AZ VCP-KMS VCP-P

(A: Visne gekirdegi proteini, B: Islak 1sitma Maillard konjugatlari, C: Mikrodalga destekli Maillard
konjugatlari, D: Ultrases destekli Maillard konjugatlar)

Sekil 4.20. Protein ve Maillard konjugatlari ile stabilize edilen emiilsiyonlarin donma-¢dzme islemi
sonrasi goriiniimleri

Emiilsiyonlarin damlacik cap1 boyutu ve goriintiilerini, mikrograflar ile de
desteklemistir. Donma-¢6ziilme islemi sonras1 mikrodalga destekli glikasyon ile elde
edilen konjugatlarda, diger yoOntemlere gore emiilsiyon damlaciklarinin c¢apinin
kiigtildigli goriilmustiir (Sekil 4.21C.). Bu sonug¢ hem emiilsiyonlarin partikiil boyutu
hem de mikrograflarinda birbirini desteklemistir. Literatiirde, nar ¢ekirdegi proteininin
Arap zamki ile Maillard konjugasyonunun emiilsifiye direncinin arttirilmasi {izerine
yapilan calismada benzer sonuglar bildirilmistir. Taze emiilsiyonun pargacik boyutu
tek basina proteinde 6.62 pm iken konjugatta 11.86 pm oldugu, dondurulup
¢ozdiiriildiikten sonra ise proteinde 3.51 um konjugatta 8.62 pum rapor edilmistir

(Basyigit ve ark., 2022). Benzer sekilde, soya protein izolati-dekstran konjugat1 ile
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stabilize edilen emiilsiyonlarin tek basina soya proteini emiilsiyonuna gére donma-

¢cozlinme dongiisiinde daha kararli yap1 gosterdigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2017).

Taze emiilsiyon

vCP

Donma-c¢izdiirme

VCP-AZ

VCP-KMS

VCP-P

VCP-AZ §

VCP-KMS

VCP-P

VCP-AZ

VCP-KMS

VCP-P

(A: Visne ¢ekirdegi proteini, B: Islak 1sitma glikasyon ile elde edilen konjugatlar, C: Mikrodalga
destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar, D: Ultrases destekli glikasyon ile elde edilen

konjugatlar)

Sekil 4.21. Protein ve Maillard konjugatlar ile stabilize edilen emiilsiyonlarin donma-¢6zme iglemi

sonras1 mikrograflari
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4.9. Kofte Analoglarinin Analizleri

Mikrodalga destekli glikasyon yontemi ile elde edilen Maillard konjugatlari en
iyi teknofonksiyonel ve o0zellikle emiilsifikasyon &zellikleri sergilediginden,
emiilsifiye et hamuru prosesini kapsayan kofte analogu tiretiminde kullanilmislardir.
Formiilasyonda tek basmma VCP igceren kofte analogu kontrol olarak

degerlendirilmistir.

4.9.1. Fizikokimyasal ozellikler

Protein ve farkli polisakkaritler ile elde edilen Maillard konjugatlarini iceren
kofte analoglarinin nem ve protein igerikleri, pH degerleri, ¢ig ve pismis renk
parametreleri Cizelge 4.11.’de sunulmustur. VCP ile hazirlanan kofte analogunun nem
icerigi %43.68 iken, Maillard konjugatlari ile hazirlanan VCP-AZ-KA, VCP-KMS-
KA ve VCP-P-KA’'nin nem igerikleri sirasiyla %60.10, %64.02 ve %62.00
bulunmustur. Proteinin Maillard reaksiyonu yoluyla polisakkaritler ile konjuge
edilmesinin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirdigi onceki boliimlerde rapor edilmistir.
Maillard konjugatlarini igeren kofte analoglarinin daha yiiksek nem igerigine sahip
olmasi, gelistirilen su tutma kapasitesine atfedilebilir. KMS iceren konjugat ile
formiile edilen kofte analogu, nem igerigi ile 6ne ¢ikmistir. Seliiloz ve seliiloz
tiirevlerinin su tutma kapasitesini arttirarak gidalarda pisirme ve tekstiir gelistirmede
rol oynadig1 onceki caligmalarda vurgulanmistir (Elleuch ve ark., 2011). Kofte
analoglarin protein miktari, formiilasyona konjugat dahil edilmesiyle artmistir. Bu
durum, konjugasyonda kullanilan polisakkaritlerin yapisinda az da olsa protein
yapisinin olmasina atfedilmistir. AZ’nin arabinogalaktan-protein ve glikoprotein gibi
protein bilesenlerini %3’ten az da olsa icerdigi rapor edilmistir (Ali ve ark., 2018).
Ayrica, formiilasyona dahil edilen soya proteini, iyi bir esansiyel aminoasit kaynagi ve
protein sindirilebilirligi dlizenlenmis aminoasit skoru olarak adlandirilan “PDCAAS”

degeri hayvansal proteinle karsilastirilabilir diizeyde bitkisel proteindir (Bohrer,
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2019). Kofte analoglarinin protein icerigi onceki calismalarda bildirilen degerler

(%23.02-%25.83) ile de uyumlu bulunmustur (Yuliarti ve ark., 2021).

Proteinin ¢oziiniirliik, su tutma/yag baglama, emiilsifiye etme gibi birgok
teknofonksiyonel 6zellikleri ortamin pH degerinden etkilenir. Dolayisiyla bitki bazl
kofte analogunun yapisi agisindan 6nemli rolii vardir. Tek basina protein iceren kofte
analogunun pH degeri 5.62, Maillard konjugatlarini iceren kofte analoglarinin pH
degerleri ise 6.69 (VCP-AZ-KA), 6.72 (VCP-KMS-KA) ve 6.56 (VCP-P-KA)
bulunmustur. Numunelerin pH degerleri baglangic hammaddelerinin pH degerlerine
atfedilmistir. Literatiirde yer alan 6nceki bir ¢alismada, hammadde olarak kullanilan
fermente soya fasulyesinden daha diisiik pH degerine sahip konjak jellerin (4.76)
formiilasyona eklenmesinin, kofte analogunun pH degerini 6.70°den 6.46’ya

diisiirdiigii rapor edilmistir (Yuliarti ve ark., 2023).

Cizelge 4.11. Kofte analoglarimin fizikokimyasal 6zellikleri

Analizler VCP-KA VCP-AZ-KA VCP-KMS-KA VCP-P-KA
Nem icerigi (%) 43.6840.22¢  60.10£0.02°  64.02£0.01°  62.00+0.01°
Protein miktar1 (%) 19.78+£0.75¢  20.56+0.88° 24.66+0.572 22.06+0.62°
pH degeri 5.62+0.01° 6.69+0.08? 6.72+0.06* 6.56+0.13?
Renk L* 51.03+£0.22*  43.05+0.34° 45.30+0.04° 45.88+0.01°
a" Cig 13.50£0.26°  18.01+0.63% 18.24+0.292 17.34+0.14°
b* 11.66+0.052 9.82+0.36° 10.83+0.03° 10.08+0.03°¢
L 47.75+0.40*  43.36+1.00° 46.24+0.582 44.49+0.11"¢
a Pismis 10.68+0.21*  12.28+0.14° 12.32+0.21° 13.87+0.42°
b" 14.16£0.17°  18.10+1.122 20.20+£0.01? 14.75+0.29°

(VCP-KA: Visne ¢ekirdegi proteini iceren kofte analogu, VCP-AZ-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-Arap
zamki konjugati igeren kofte analogu, VCP-KMS-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-Karboksimetil seliiloz
konjugat1 iceren kofte analogu, VCP-P-KA: Visne cekirdegi proteini-Pektin konjugati iceren kofte
analogu)

Renk, et tiriinlerinde tiiketici tercihini etkileyen kritik parametrelerdendir. Bu
ylizden analog et {iriinli iretiminde tiiketiciyi cezbedecek renk tonunun olmasi tercih

sebebi olacaktir. Kofte analoglarmin ¢ig ve pismis gorselleri Sekil 4.22.°de
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sunulmustur. Formiilasyona tek basma protein yerine Maillard konjugatlarinin
eklenmesi ile kofte analoglarinin yiizey renklerinde onemli Olgiide degisiklik
gbzlemlenmistir. Kofte analoglarinin L* (siyahlik-beyazlik), a* (yesillik-kirmizilik), b*
(mavilik-sarilik) degerleri pisirme Oncesi ve sonrasi Ol¢lilmiis ve sonuglar Cizelge
4.11.’de sunulmustur. VCP ile formiile edilen kofte analogunun L" degeri 51.03 iken,
Maillard konjugatlari ile formiile edilen kofte analoglarinin ise 43.05 (VCP-AZ-KA),
45.30 (VCP-KMS-P) ve 45.88 (VCP-P-KA) Ool¢iilmiistiir. Sonuglar, Maillard
konjugatlar1 ile formiile edilen kofte analoglarinin proteine gore daha aydinlik
oldugunu gostermistir. Benzer sekilde a* kirmizilik degeri Maillard konjugatlarini
iceren kofte analoglarinda daha belirgin hale gelmistir. Konjugat igeren kofte
analoglar1 ¢ig durumda iken 18.01 (VCP-AZ-KA), 18.24 (VCP-KMS-P) ve 17.34
(VCP-P-KA) dlgiiliirken, pigsmis durumda 12.28 (VCP-AZ-KA), 12.32 (VCP-KMS-P)
ve 13.87 (VCP-P-KA) 6l¢iilmiistiir. Protein ile formiile edilen kdfte analogunda ise a”
kirmizilik degeri ¢ig durumda 13.50 pismis durumda 10.68 Olgiilmiistiir. Kofte
analoglarinin formiilasyonunda dogal bir renklendirici olarak kullanilan ve betanin
olarak bilinen pancar tozunun kirmizimsi renginin buharda pisirme islemi sonrasi

Maillard konjugatlart ile rengini korudugu goriilmiistiir.

VCP-KA VCP-AZ-KA VCP-KMS-KA VCP-P-KA

a ”. .

Sekil 4.22. Kofte analoglarinin ¢ig ve pismis gorselleri

Cig
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4.9.2. Morfolojik yap1

Protein ve Maillard konjugatlar ile iiretilen kofte analoglarinin dondurarak
kurutulduktan sonra morfolojik yapilar1 SEM ile goriintiilenmis ve goriintiiler Sekil
4.23.de sunulmustur. SEM goriintiileri, analog koftenin protein ag yapist hakkinda
bilgi verir. VCP iceren kofte analogu toplanmis bir ag seklinde diizensiz ve kaba bir
yap1 gostermistir. Maillard konjugatlar ile iiretilen kofte analoglarinda ise birbirine
bagli, katmanli ve daha homojen yapilar goriilmiistiir. VCP-KMS konjugatt ile {iretilen
kofte analogu, daha gozenekli ag yapisi sergilemistir. Onceki ¢alismalarda, KMS
ilavesinin, protein molekiil zincirlerinin agilmasini destekleyerek lifli ag yapisi
olusumu i¢in protein molekiillerinin yeniden diizenlenmesinde rol oynadigi rapor

edilmistir (Yu ve ark., 2023).

Yuliarti ve ark. (2021), farkli oranlarda bezelye proteini ve bugday proteini
iceren, dondurarak yapilandirma teknigi ile bitki bazli et analogu tirettikleri ¢alismada,
iki proteinin esit oranda eklendigi et analogunun benzer sekilde heterojen dagilima
sahip, katmanl ve gozenekli bir yap1 sergiledigini bildirmislerdir (Yuliarti ve ark.,
2021). Arastirmacilar bir baska ¢alismada farkli oranlarda konjak jel ilavesinin daha
diizenli ve diizgilin bir yiizey sergiledigini, eklenen konjak jelin protein ag yapisi i¢in
koprii gorevi gorerek baglayict 6zellik sergiledigini bildirmislerdir (Yuliarti ve ark.,
2023). Sonuglar, dondurarak yapilandirma tekniginin, protein molekiilleri arasindaki
capraz baglanmanin hizalanmasii kolaylastiran buz kristallerinin olusumu yoluyla

Maillard konjugatlarinin kullanimin et analogu yapisini gelistirdigini gostermistir.
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Mage AZUAH  Haplaon

(A: Protein igeren kofte analogu, B: Protein-Arap zamki konjugat: igeren kofte analogu, C: Protein-
karboksimetilselilloz konjugati igceren kofte analogu, D: Protein-pektin iceren kofte
analogu)

Sekil 4.23. Protein ve Maillard konjugatlar ile tiretilen kofte analoglarinin SEM gdriintiileri

4.9.3. Tekstiirel profil analizi (TPA)

Et triinlerinin dokusal 6zellikleri, nihai {iriiniin yeme kalitesini belirleyen
parametrelerdendir. Bu amagcla tez calismasinin bu asamasinda kofte analoglarinin
tekstiirel profilleri arastirilmistir. Protein ve Maillard konjugatlari ile hazirlanan kofte
analoglarinin sertlik, ¢ignenebilirlik, yapiskanlik ve esneklik 6zellikleri Sekil 4.24.’de
sunulmustur. Hamur formiilasyonuna protein yerine Maillard konjugatlarinin dahil

edilmesi, koftelerin tekstiirel yapisini etkilemistir.

Sertlik, bir iirlinlin az1 disleri arasinda sikistirilmasi i¢in gereken maksimum
kuvvet olarak yorumlanmaktadir (Chandra ve Shamasundar, 2015). Tek basina VCP
iceren kofte analogu (3066.94 g) en diisiik sertlik degerini gdstermistir. Bunu VCP-
KMS-KA (5728.03 g), VCP-P-KA (5612.04 g) ve VCP-AZ-KA (5369.58 g) takip
etmistir. Maillard konjugatlarini iceren kofte analoglarinin sertligindeki artig, protein

ve karbonhidratlarin kompakt bir ag yapist olusturmasina atfedilmistir. Tek basina
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protein iceren hamur daha gevsek ve dagilabilir yapida iken, Maillard konjugatlari
kompakt ag yapisindan dolayr daha siki ve sert bir yapi gostermistir. Ayrica,
konjugatlardaki karbonhidrat kismi, polimerler arasindaki molekiiler iligkilerinin
sayisini arttirarak proteinin jellesme ag yogunlugunu etkiler. Bu durumdan dolayi,
konjugat ilavesinin koftelerin genel dokusunu gelistirdikleri 6ngoériilmektedir (Schuh
ve ark., 2013). Yularti ve ark. (2023), tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, fermente
soya fasulyesi ile hazirlanan et analoglarina konjak jel ilave edilmesinin
viskoelastikiyet ve sertlik gibi tekstiirel ozelliklerini gelistirildigi rapor edilmistir
(Yuliarti ve ark., 2023). Arastirmacilar bir baska calismalarinda farkli oranlarda
bezelye proteini ve bugday proteini iceren bitki bazli et analogu {iiretiminde,
formiilasyona bezelye proteininin eklenmesinin sertlik, ¢ignenebilirlik ve
viskoelastiklik gibi 6zelliklerini arttirirken, bugday proteini eklenmesinin ise dokusal

ve viskoelastiklik 6zelliklerini azalttigini bildirmislerdir (Yuliarti ve ark., 2021).

Et analoglarinda yapigkanlik, yapiy1 olusturan i¢ baglarin giiciinii ve kopmadan
onceki deforme olabilme derecesini ifade eder (Radocaj ve ark., 2011). Tek basina
protein ile hazirlanan kofte analogu en yiiksek yapiskanlik degerini gosterirken,
Maillard konjugatlari ile hazirlanan kofte analoglari ise daha diisiik yapiskanlik degeri
gostermislerdir. VCP-KMS-KA en diisiik yapiskanliga sahip kofte analogu 6zelligi
sergilemistir. Fermente soya fasulyesine %6 oraninda konjak jel ilavesinin
yapiskanligi neredeyse tamamen azalttii ve bu durumun koftenin ylizey

yapiskanligini 6nledigi bildirilmistir (Yuliarti ve ark., 2023).

Elastikiyet, numunede deformasyona neden olan kuvvet uygulandiktan sonra,
onceki formuna donmesi olarak nitelendirilmektedir (Szczesniak, 2002). Kofte
hamuruna Maillard konjugatlarinin dahil edilmesi numunelerin elastikiyetini
arttirmistir. Tek bagina protein ile formiile edilen kofte analogunun elastikiyet degeri
0.238 iken, VCP-AZ, VCP-KMS ve VCP-P konjugatlar1 ile hazirlanan kofte
analoglarimin elastikiyet degerleri sirasiyla 0.329, 0.477 ve 0.344 bulunmustur. VCP-
KMS konjugati ile formiile edilen kofte analogu en yliksek esnekligi gostermistir.

Kofte analoglarinin esnekligi ile ¢ignenebilirligi paralellik gostermistir.

109



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Merve AKALAN

Cigneme, gidanin yutmaya hazir duruma gelinceye kadar kiiciik parcalara
ayrilmasi i¢in gereken kuvveti ifade eder (Szczesniak, 2002). Kofte analoglariin tek
basina protein yerine Maillard konjugatlar1 ile hazirlanmasi, c¢ignenebilirligini
arttirmistir (Sekil 4.24.). KMS ile konjuge edilen proteini igeren kofte analogu
cignenebilirlikte ©One c¢ikmistir. Et dirlinlerinin hamurlarinda karbonhidratlarin
islevselligi, protein ile arasindaki etkilesime bagli olarak degiskenlik gdsterir (Schuh
ve ark., 2013). Sonuclar duyusal olarak ¢ignenebilirlige tabi tutulan kofte analoglar:
ile uyum gostermektedir. Panelistler tarafindan en yiiksek c¢ignenebilirlik puanim
VCP-KMS konjugatin1 igeren kofte analogunun almasi da tekstiirel yapiy1
dogrulamistir (Boliim 4.9.5.).
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(VCP-KA: Visne ¢ekirdegi proteini igeren kofte analogu, VCP-AZ-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-Arap
zamki konjugati igeren kofte analogu, VCP-KMS-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-
karboksimetil seliiloz konjugati iceren kofte analogu, VCP-P-KA: Visne gekirdegi proteini-
pektin konjugati igeren kofte analogu)

Sekil 4.24. Kofte analoglarinin tekstiirel 6zellikleri
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4.9.4. In vitro sindirilebilirlik

Diyetle alinan proteinler, insan viicudunda emilmeden 6nce aminoasitlere ya
da kisa polipeptitlere pargalanir. Bu nedenle gidalardaki proteinin besin degerini
degerlendirirken  protein igerigi, aminoasit bilesimi, sindirilebilirligi = ve
biyoyararlanimi gibi 6zelliklerinin dikkate alinmasi gerekir (Jiménez-Munoz ve ark.,
2021). Sindirilebilirlik, gastrointestinal sistemde bulunan proteaz enzimlerinin,
sindirilen proteini aminoasitlerine pargalamadaki basarisini ifade eder. Biyoyararlanim
ise, sindirilen proteindeki aminoasitlerin ne kadarmin viicut tarafindan emildigini
gosterir (Stein ve ark., 2007). Proteinin biyoyararlanimi, sindirilebilirlik derecesine
gore degerlendirilir (Xie ve ark., 2022). Bu dogrultuda, tez ¢aligmasinin bu agsamasinda
protein ve mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen Maillard konjugatlar ile
formiile edilen kofte analoglarmin  protein sindirilebilirligi  arastirilmastir.
Formiilasyonunda tek basina protein iceren kofte analogu veya Maillard konjugatlarini
iceren kofte analoglarin protein sindirilebilirligi, simiile edilmis in vitro sindirim
ortaminda dnemli bir fark gostermistir (Sekil 4.25.). VCP ile formiile edilen kofte
analogu icin toplamda %70.09 protein sindirilebilirligi tespit edilmistir. Maillard
konjugatlar ile formiile edilen kéfte analoglarindan VCP-AZ-KA, VCP-KMS-KA ve
VCP-P-KA ise protein sindirilebilirligi sirasiyla %73.97, % 80.89 ve %79.52 olarak
bulunmustur. Sonuglar, proteini tek basina formiilasyona dahil etmek yerine glikasyon
ile modifiye edip Maillard konjugati olarak kullanilmasinin protein sindirilebilirligini
arttirdigin1  gostermistir.  Sindirim fazlarma bakildiginda, agiz fazinda proteini
parcalayan enzimler olmadigindan protein sindirimi ger¢eklesmemistir. Sindirim
islemi mide fazinda baslamis ve bagirsak fazinda sonlanmistir. Maillard konjugatlar
ile formiile edilen kofte analoglari, tek basina VCP i¢erene gére mide fazinda daha az
sindirilebilirlik gostermistir. Bu durum Maillard konjugatlarinin mide fazindaki asidik
ortama ve enzimlere karsi daha direncgli olduguna atfedilmistir. VCP-KMS konjugati
ile stabilize edilen emiilsiyonlar farkli pH degerindeki ortamlarda gosterdigi yiiksek
emiilsiyon stabilitesi ile 6ne ¢ikan emiilsiyon olarak, asidik ortama sahip mide fazinda
da stabilitesini en ¢ok koruyan formiilasyon olarak VCP-KMS-KA 6ne ¢ikmistir.
Benzer yaklasim, lutein ile zenginlestirilen emiilsiyonlarin stabilitesini korumak

amaciyla kazein-dekstran konjugatlar1 ile enkapsiile edildigi calismada da rapor
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edilmistir. Aragtirmacilar, emiilsiyonlarin konjugat ile enkapsiile edilmesinin mide
fazinda stabilitesini koruyarak bagirsak fazina erisilebilirligi arttirdigini rapor
etmislerdir (Giimiis ve ark., 2016). Bu sonuglar, Maillard konjugatlar1 ile hazirlanan
emiilsiyonlarin pH, tuz, sicaklik gibi ¢evresel strese karst dayanikliligini da
dogrulamaktadir (Bolim 4.8.). VCP ile formiile edilen kofte analogun protein
sindiriminin %18.16’s1 midede, %51.93’1i bagirsakta gerceklesmistir. Literatiirde
hayvansal et ve bitki bazli et analoglarinin protein sindirilebilirligi {izerine bir¢ok
calisma mevcuttur (Cutroneo ve ark., 2023; Shaghaghian ve ark., 2022). Bu caligmalar,
bitkisel protein bazli et analoglarinin gergek ete gore sindirilebilirliginin daha diisiik
oldugunu kanitlamigtir. Bir baska calismada, sigir eti ve bitki bazli et ile
kiyaslandiginda et analogundaki proteinlerin midede daha hizli, bagirsakta ise daha

yavas sindirildigi rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2021).

100
Mide fan
22 Bagirsak fan
80
da
b

Protein sindirilebilirligi (%)

VCP-KA VCP-AZ-KA VCP-KMS-KA  VCP-P-KA

(VCP-KA: Visne ¢ekirdegi proteini iceren kofte analogu, VCP-AZ-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-Arap
zamki konjugati igeren kofte analogu, VCP-KMS-KA: Visne ¢ekirdegi proteini-
karboksimetil seliiloz konjugati igeren kofte analogu, VCP-P-KA: Visne gekirdegi proteini-
pektin konjugati iceren kofte analogu)

Sekil 4.25. Kofte analoglarinin in vitro sindirilebilirligi
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4.9.5. Duyusal analiz

Kofte analoglarinin goériintim, renk tonu, koku yogunlugu, sululuk, yagh tat,
lezzet yogunlugu, lezzet kalitesi, ¢ignenebilirlik ve genel kabul edilebilirlik agisindan
degerlendirmeleri  Sekil 4.26.’da  sunulmustur. Kofte analoguna Maillard
konjugatlarinin dahil edilmesi, duyusal parametrelerini etkilemistir. Gortiniim olarak
kofte benzerligi yoniinden panelistler tarafindan degerlendirilen numunelerden VCP
iceren kofte analogu 7.00 puan, Maillard konjugatlarini iceren kofte analoglarindan
VCP-AZ-KA, VCP-KMS-KA, VCP-P-KA ise sirastyla 7.50, 10.00, 9.00 puan olarak
derecelendirilmistir. Kirmiz1 rengi pancar tozu ile saglanan burger kofte analoglarinin

renk tonu degerlendirmesinde 9.50 puan ile VCP-KMS-KA 6ne ¢ikmustir.

Et ve et bazli iirlinlerin sululugu, tiiketicinin kabuliinii biiyiik dl¢iide etkileyen
bir faktordiir. Kofte tadimi sirasinda iiriiniin agizda biraktigi sulu ve yagl tat 6zellikleri
bakimindan VCP-KMS-KA ve VCP-P-KA kofte analoglart 6ne ¢ikmistir. Bu
konjugatlarin nem igeriginin daha yiiksek olmasi da sululuk parametresini
desteklemektedir. Maillard konjugatlarinin agizda biraktigi sululuk hissi, proteine gore
daha yiiksek su tutma ve yag baglama gibi fonksiyonel Ozelliklerine atfedilebilir.
Lezzet kalitesi parametresi olarak, panelistler bilindik kofte lezzeti hissi vermesi
yoniinden VCP-KMS-KA ve VCP-P-KA kofte analoglarina sirasiyla 8.75 ve 8.30 puan
vermislerdir. Cignenebilirlik 6zelligi bakimmdan Maillard konjugatlar ile iiretilen
kofte analoglar1 puanlamasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p<0.05). Fakat tek
basma protein ile iiretilen kofte analoguna gore daha yiiksek cignenebilirlik
gostermislerdir. Bu durum Maillard konjugatlar ile {iiretilen kofte analoglarinin
tekstiirel 6zellikleri ile de desteklenmistir (Boliim 4.9.3.). Genel kabul edilebilirlik
degerlendirmesinde, VCP-KMS-KA (9.25 puan) panelistler tarafindan en ¢ok tercih
edilen kofte analogu olarak 6ne cikarken, bunu VCP-P-KA (8.80 puan), VCP-AZ-KA
(8.50 puan), VCP-KA (7.00 puan) takip etmistir.
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—m—VCP-KA
Goriiniim =@ VCP-AZ-KA
l—A— VCP-KMS-KA
W= VCP-P-KA

Cignenebilirlik

Lezzet <

kalitesi \

Lezzet Yagh tat
yogunlugu

Sekil 4.26. Kofte analoglarinin duyusal parametreleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Tez calismasi kapsaminda, vigne ¢ekirdeklerinden elde edilen bitkisel proteinin
farkli polisakkaritler (AZ, KMS ve P) ve farkli glikasyon yontemleri (1slak 1sitma,
mikrodalga destekli ve ultrases destekli) ile modifiye edilerek teknofonksiyonel
ozelliklerinin gelistirilmesi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. ilk asamada
endistride meyve isleme atig1 olan vigne meyvesinin ¢ekirdeklerinden yiiksek saflikta
bitkisel protein (VCP) elde edilmistir. Tkinci asamada, VCP’nin AZ, KMS ve P ile
Maillard reaksiyonu yoluyla glikasyonu i¢in mikrodalga ve ultrases destekli
proseslerde en uygun islem parametreleri (Watt/genlik ve siire) RSM kullanilarak
belirlenmistir. Ardindan geleneksel 1slak 1sitma, mikrodalga destekli ve ultrases
destekli glikasyon yontemleri ile Maillard konjugatlar1 tiretilmis ve karakterize
edilmistir. Su i¢inde yag emiilsiyonlarin1 stabilize etmek i¢in emiilgator olarak
Maillard konjugatlarimin kullanimi degerlendirilmistir. Son asamada, model gida
olarak emiilsifiye et hamuru prosesini kapsayan kofte analogu iiretiminde,
teknofonksiyonel o6zellikleri gelistirilen mikrodalga destekli Maillard konjugatlarin

etkinlikleri test edilmistir.

Elde edilen bulgular 1s18inda, mikrodalga ve ultrases gibi yenilik¢i
teknolojilerin destegi ile gerceklestirilen Maillard reaksiyonu sonucu, geleneksel
yonteme gore kisa slirede yiiksek glikasyon derecesine sahip konjugatlar elde
edilmistir. Maillard reaksiyonu yoluyla VCP’nin polisakkaritlerle optimum kosullarda
gerceklestirilen glikasyonu ¢oziiniirliikk, su tutma/yag baglama kapasitesi, kopiik
kapasitesi/stabilitesi ve emiilsifikasyon gibi teknofonksiyonel 6zelliklerini
gelistirmistir. Mikrodalga destekli glikasyonun en iyi teknofonksiyonel ozellikleri
saglayan glikasyon yontemi oldugu bulgulanmistir. VCP-KMS ve VCP-P tiim
yontemlerde gelisen teknofonksiyonel ve ylizey aktif madde dzellikleri ile 6ne ¢ikan
konjugatlar olmustur. Cevresel strese karsi (donma-¢ézme islemi, sicaklik, tuz

konsantrasyonu ve pH degisimi) en yiiksek stabiliteyi mikrodalga destekli glikasyon
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ile elde edilen konjugatlar ile stabilize edilen emiilsiyonlar sergilemistir. Bu baglamda,
mikrodalga destekli Maillard konjugatlari, model gida olarak et analogu
formiilasyonunda test edilmislerdir. Maillard konjugatlar1 ile formiile edilen kofte
analoglari, tek basina VCP ile formiile edilen kontrol kéfte analoguna gore gelismis

tekstiirel 6zellikler ve protein sindirilebilirligi sergilemistir.

Sonug¢ olarak, tez c¢aligmasindan elde edilen ¢iktilar 1s18inda, endiistriyel
atiklardan katma degeri yiiksek bitkisel protein elde edilmesi ve kontrolli sartlarda
Maillard reaksiyonu yoluyla modifiye edilerek gida endiistrisine emiilsifiye edici
madde olarak kazandirilmasi gerek iilke ekonomisi gerekse cevresel agidan olumlu

katkilar saglayacaktir.

5.2. Oneriler

e Maillard reaksiyonu ile modifiye edilen VCP’ler, gelistirilmis
teknofonksiyonel Ozellikleri ile bitkisel protein bazli hidrojel {iretiminde
kullanilabilir.

e Maillard konjugatlari iyonik strese, yliksek sicakliga, pH degisikliklerine karsi
yuksek stabiliteye sahip oldugundan ugucu yaglarin, aroma ve biyoaktif
bilesenlerin korunmasinda gida ve ilag endiistrisi i¢in umut verici kapstilleme
materyali olarak degerlendirilebilir.

e Maillard konjugatlar1 yenilebilir film {iretiminde ve gida ambalajlama
materyali olarak kullanilabilir.

e Maillard konjugatlar1 uzun siireli fiziksel ve kimyasal kararlilik saglayan
Pickering emiilsiyonlarinda yiizey aktif madde 6zellikleri ile kullanilabilir.

e Bitkisel protein bazli Maillard konjugatlar1 dogal emiilgatdr ve stabilizator
olarak gida formiilasyonlarinda degerlendirilebilir.

e Modifiye edilen VCP’lerin emiilsifiye et iiretim proseslerinde davranislar

farkl1 iiretim teknikleri ile tretilmeleri ileriki ¢alismalarda ele alinabilir.
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EKLER

EK 1. Ko6fte analogu numuneleri i¢in duyusal analiz formu
Kofte Analogu Duyusal Analiz Formu

Sayin Panelist,

- Size sunulan kofte 6rnekleri (A, B, C, D) hakkindaki diisiincelerinizi asagida
belirtilen kriterlere gére degerlendiriniz.

- Uriiniin sizde biraktig1 etkiye gore asagidaki skala iizerinde 1 ile 10 arasinda
puan veriniz.

- Puanlamada;

0: Kabul edilemez- 10: Miikemmel derecede olacak sekilde numaralandiriniz.

- Sizlerin yapacag1 puanlama, ¢alismaya yon verecektir.
- Her iirlin tadim1 sonras1 agzinizi su ile calkalayiniz.
- Katiliminiz igin tesekkiir ederiz.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Goriinlim
Renk tonu

Koku yogunlugu
Sululuk

Yagl tat

Lezzet yogunlugu
Lezzet kalitesi

Cignenebilirlik
Genel kabul edilebilirlik

Kofte analoglarinin duyusal degerlendirmesinde kullanilan tanimlayici
parametreler ve aciklamalari:

Goriiniim: Kofte burger benzerligi
Renk tonu: Canli, parlak kirmizi, kahverengimsi renk

Koku yogunlugu: Koku ile alakali etmenlerin yogunlugu

Sululuk: Uriiniin agizda alinan sulu hissi
Yaghlik: Uriiniin agizda alinan yagl hissi

Lezzet yogunlugu: Lezzet ile alakali etmenlerin agizdda biraktig1 his

Lezzet kalitesi: Bilindik kofte lezzeti hissi

Cignenebilirlik: Yutmadan once agizda ¢ignemek i¢in harcanan is giicii

Genel kabul edilebililirlik: Panelist tarafindan algilanan begeni ortalamasini ifade
eder
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EK 2. Bradford yontemi ile protein miktar1 hesaplanmasinda sigir serum albiimini egrisi
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