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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DNA KONJUGASYONUNUN BEZELYE PROTEININ TEKNOFONKSiYONEL
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Gida sektoriinde yiiksek oranda agiga c¢ikan bitkisel kaynaklarin atiklarini degerlendirmek;
kaynaklarimizi korumak, verimliligi artirmak, ¢evre ve insan sagligina fayda saglamak ve en 6nemlisi
iilkemiz agisindan ekonomik kalkinmaya olumlu katkilar saglayabilmesi agisindan ¢ok degerlidir.
Ozellikle meyve ve sebze atiklarinin gida endiistrisine kazandirilmasi i¢in calismalar yapilmaktadir.
Diinya genelinde domates iiretimi bilyilk miktarlarda tarimsal atik iiretimine sebep olmaktadir.
Omegin Tiirkiye’de, cam alti domates atig1 yaklasik 10 milyon ton/yil olarak raporlanmistir. Bu
miktar senede onlarca milyon ton tarimsal metabolik atik demektir; gida teknolojisi, biyomalzeme ve
kompost gibi degerli yan iiriinler gelistirmek igin biiyiik bir potansiyel sunar. Bu ¢alismada, bitkisel
kaynakli bir protein olan bezelye proteininin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla DNA ile
konjugasyonu gerceklestirilmistir. Konjugasyon islemi, Maillard tipi baglanma prensibine dayali
olarak hem 1slak 1sitma (su banyosu) hemde mikrodalga (mW) destekli yontemlerle uygulanmistir.
Elde edilen DNA-protein konjugatlariin ¢oziiniirliik, yag baglama ve su tutma kapasitesi, emiilsiyon
stabilitesi, jel olugturma yetenegi, renk gibi temel teknofonksiyonel 6zellikleri degerlendirilmistir.
Calisma bulgularina gore, DNA ile konjugasyon bezelye proteininin su ve yag baglamakapasitesini
artirmig Ozellikle mikrodalga ile hazirlanan konjugatlarda ¢oziiniirliik ve emiilsiyon stabilitesinde
belirgin iyilesmeler saglanmistir. FTIR ve SDS-PAGE analizleriyle konjugasyonun yapisal etkileri
desteklenmis ve proteinlerin ikincil yapilarinda belirgin degisiklikler gdzlenmistir. Renk analizleri ve
OPA sonuglart Maillard reaksiyonunun gerceklestigini ve baglanma derecesini ortaya koymustur.
Sonug olarak, DNA-protein konjugasyonu, bezelye proteinin islevsel Ozelliklerini gelistirerek,
Ozellikle gida sanayisinde kullanilabilecek ve yenilik¢i dogal katki maddeleri gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Bu yaklasim, bitkisel proteinlerin biyoyararliligini ve teknolojik performansini
artirmada umut verici bir strateji sunmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: DNA, Bezelye proteini, Konjugasyon, Teknofonksiyonel Ozellikler,
Maillard Reaksiyonu
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Evaluating the waste of plant resources, which are released in large amounts in the food sector, is very
valuable in terms of protecting our resources, increasing efficiency, providing benefits to the
environment and human health, and most importantly, making positive contributions to the economic
development of our country. In particular, studies are being carried out to recycle fruit and vegetable
waste into the food industry. Tomato production worldwide causes a large audit agreement waste
production. For example, it has been reported that approximately 10 million tons/year of tomatoes
under glass are thrown away in Tirkiye. This amount represents tens of millions of tons of
administrative waste per year, offering great potential for the launch of valuable by-products such as
food technology, biomaterials and compost. This software was used to conjugate leaf protein, a plant-
derived protein, with DNA to determine its functional properties. The conjugation process was
maintained by both heating (water bath) and microwave (mW) assisted based on Maillard type
bonding. The files of the obtained DNA-protein conjugates were evaluated for their basic
technofunctional properties such as oil binding and water retention capacity, emulsion stability, gel
forming ability, color. According to the study findings, conjugation with DNA increased the water and
oil binding capacity of pea protein, and significant improvements were achieved in solubility and
emulsion stability, especially in conjugates prepared with microwave. The structural effects of
conjugation were supported by FTIR and SDS-PAGE analyses, and significant changes were observed
in the secondary structures of the proteins. Color analysis and OPA results revealed that the Maillard
reaction occurred and the degree of binding. In conclusion, DNA-protein conjugation improves the
functional properties of pea protein, allowing the development of innovative natural additives that can
be used especially in the food industry. This approach offers a promising strategy to increase the
bioavailability and technological performance of plant proteins.

KEYWORDS: DNA, Pea protein, Conjugation, Technofunctional Properties, Maillard Reaction
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GiRiS Tuba BOZKURT

1. GIRIS

Son on yilda, gida endiistrisi, tiiketici egilimlerinin saglik, etik ve / veya dini
tercihlere (6rnegin, vejetaryen / vegan, alerjiler, genetik modifikasyon) dayali diyet
secimlerine ve cevresel olarak daha siirdiiriilebilir segceneklere dogru kaymasi
nedeniyle hayvanlardan, bugdaydan ve soyadan elde edilenlerin yerini alacak protein
bilesenleri aramaktadir (Karaca vd., 2011). Ulkemizde gida endiistrisinde alternatif
yollar aranmakla birlikte artik c¢esitli meyve-sebzelerden, baklagillerden, hatta

atiklardan bile protein elde edilmesi yoluna gidilmektedir.

Bezelye (Pisum sativum L.) proteini, diisiik alerjenligi, yiiksek besin degeri,
mevcudiyeti ve diisiik maliyeti nedeniyle biiyiik ilgi géren bir proteindir (Shevkani
vd., 2015). Bezelye proteini, insan tiikketiminde kullanilan baklagil familyasina ait bir
protein kaynaklarindan biridir. Bununla birlikte, diger bitki proteinlerine benzer
sekilde, bezelye proteininin bir gida bileseni olarak kullanilmasindaki zorluklar,
islevsellik ve lezzet / renk konularindaki sinirlamalar agisindan mevcuttur.
Kurutulmus bir bezelyede %27 protein, %35 karbonhidrat ve az miktarda da lipit
icermektedir. Buda diyetlerin proteince zenginlestirilmesinde iyi bir besinsel kaliteye

sahip oldugunu ve bu yiizden kullanildigin1 gostermektedir.

Bezelye protein ve karbonhidrat bakimindan zengindir, yag orani diistiktiir ve
bir dizi 6nemli vitamin ve mineral icerir (Boye vd., 2010). Proteinler yiiksek diizeyde
lizin igerir, ancak metiyonin ve triptofanda sinirlayici olma egilimindedir. Buna gore,
bezelye proteini genellikle tahil taneleri ile birlikte tiiketilir, ¢linkii tahil proteinleri
genellikle lizinde eksiktir ancak daha yiiksek seviyelerde kiikiirt aminoasitleri
(metiyonin, sistein) igerir (Mertens vd., 2012). Baklagil proteinleri 6ncelikle tuzda
¢Oziinlir globulin proteinlerini igerir; suda ¢oziinlir albiimin proteinleri, proteinlerin
ikinci ana sinifin1 temsil eder. Globulin proteinleri iki ana tiptedir: baklagiller (118,
300-400 kDa) ve vicilin (7S, 150-180 kDa), her ikisi de farkli amino asit profilleri,

boyutlar1 ve yapilari nedeniyle benzersiz fonksiyonel 6zellikler sergiler.

Tiim canli hiicreler, deoksiriboniikleik asit molekiillerine sahiptirler. DNA
(Deoksiriboniikleik asit), yasamin temel yap1 tasi olup genetik bilgi tasiyicis1 olmakla
gorevli bir polimerdir. DNA'nin yap1 tasi; bir baz (sitozin veya guanin, adenin veya
timin), bir deoksiriboz sekeri ve bir fosfat grubundan olusan niikleotidlerdir (Okay
vd., 2011). Bu niikleotidler, degisen fosfat ve seker kalintilar1 arasinda bulunan
kovalent baglar ile tek bir zincir halinde baglanirlar. Watson-Crick ¢ift sarmal yapisi

aciklandigindan beri DNA'nin yapisi genis ¢apta arastirilmaktadir. DNA molekiilii;
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bazlar arasinda hidrojen baglariyla bir ¢ift sarmal olusturmak amaciyla birbirlerinin
cevresinde dolagmaktadir (Lodhi vd., 1994).

DNA, farkli alanlarda kapsamli bir sekilde incelenmektedir. DNA analizleri,
dogal gen degisimi, adli tip analizleri, toprak biyolojik 1slahi, genetigi degistirilmis
organizmalar, ekzobiyoloji, paleontoloji ve molekiiler biyoloji gibi alanlarda
calismak amaciyla merkez konumuna gelmistir (Poté vd., 2005). Yiiksek verimle
yuksek oOzellikli genomik DNA eldesi, bitki molekiiler biyolojisi alanindaki
sinirlamalardan biridir (Lavanya ve Arun, 2019). Bitkinin genomik DNA kalitesi,
cigekler, yapraklar, govdeler, kokler gibi doku tiirlerine, bitkinin yasina, tasima-
depolama yontemlerine (Hale vd., 2020) ve DNA ekstraksiyon protokoliine baglh
olarak etkilenebilmektedir. Farkli bitki ¢esitleri, DNA izolasyonu esnasinda niikleik
asitler ile baglanan ve ayrica ekstrakte edilen DNA'nin 6zelliklerinde etki birakan,
degisen seviyelerde polisakkaritler, polifenoller ve diger ikincil metabolitlere sahiptir
(Aboul-Maaty ve Oraby, 2019). Bitkilerden DNA ekstraksiyonu eldesinde,
prosediirde DNA ile birlikte ¢okelen fenolik bilesikler, polisakkaritler ve diger ikincil
metabolitler daha az miktarda igerdigi icin gen¢ dokular tercih sebebidir. Bitki
tiirlerinin ¢ogunda oldugu gibi domates dokular1 da yiiksek oranda tanenler ve diger
fenolik bilesikler igermektedir. Bitki dokularindan DNA ekstraksiyonu yapmak igin
farkli metotlar mevcuttur, ayrica polisakkaritleri uzaklastirmak i¢in verimli ve ucuz
bir yol sagladiklarindan dolayr CTAB tabanli prosediirler bulunmaktadir. Molekiiler
biyoloji ¢alismalar1 i¢in en Onemli adim saf ve yiiksek kaliteli DNA’nin
ekstraksiyonudur (Miskoska-Milevska vd., 2011). Konsantrasyonun ve safligin
belirlenmesi de diger 6nemli bir konudur. Kaliteli DNA, 1.8 ile 2.0 arasinda
A260/280 oranina sahip ve genellikle yiiksek molekiiler agirlikli polisakkaritler ve
fenolik bilesikler gibi kontaminasyon maddelerini icermemesiyle tanimlanmaktadir
(Abdel-Latif ve Osman, 2017). Saf bir halde ekstrakte edilen DNA, farklh
caligmalarda ve farkli amagclarla kullanilmaktadir. Bir¢ok molekiiler biyoloji teknigi
ve arastirmasinin baglangic materyali genomik DNA’dir. Genomik DNA
ekstraksiyonu icin degisik tiirde metotlar gelistirilmektedir (Ganiyu vd., 2017).
Metotlarin bazilari, kontaminant igermeyen yiiksek molekiiler agirlikli DNA elde
etmek i¢in uzun siireli inkiibasyona, ¢oklu ¢okeltmelere veya ticari olarak temin
edilebilen kitlere dayanmaktadir (Abdel-Latif ve Osman, 2017). Ancak bu metotlarin
¢ogu ya az miktarlarda ya da kaliteli olmayan DNA iiretmektedir.
Setiltrimetilamonyum bromiir DNA ekstraksiyon yontemi, genellikle yiiksek
miktarlarda polisakkarit, fenolik bilesik gibi inhibitér maddeleri uzaklastirmada, bitki
materyalleri i¢in tercih edilen yontem oldugundan mevcut calismada domates

yapraklarindan DNA ekstraksiyonu icin CTAB protokoliiniin kullanilmasi
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hedeflenmektedir (Lodhi vd., 1994).

Maillard reaksiyonu, gidalarda bulunan serbest aminoasitlerin, proteinlerin ve
peptitlerin serbest amino gruplar1 ile indirgen sekerler arasinda gerceklesen
enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonudur. Maillard reaksiyonu adini Fransiz
bilim adami1 Luis Camilla Maillard’dan almistir. Bu bilim adami aminoasitler ve
karbonhidratlarin reaksiyonlar1 {izerine arastirmalar yapmis, giliniimiize kadar
pek cok calismada bu reaksiyonlar kullanilmistir. Maillard reaksiyonu {izerinde;
reaksiyona giren Uriinlerin tiirli, miktari, ortamin sicakligi, su aktivitesi ve pH’1 gibi
faktorler etkili olabilmektedir. Bu reaksiyonlar son {iriinde renk, tat, doku gibi
duyusal 6zellikler ve protein ¢oziiniirliigii, emiilsifikasyon ve antioksidan aktivite
gibi kimyasal 6zellikler acgisindan gelistirebilmektedir. Ancak gidanin besin degeri,
isleme depolama sirasinda lezzetinde ve rengindeki degisiklikler ve lizin gibi
esansiyel aminoasitlerin kaybi gibi kontrol edilemeyen degisiklikler nedeniyle her
zaman tercih edilememektedir. Ayrica akrilamid ve hidroksimetilfurfural (HMF) gibi
toksik bilesiklerin olusumunun da oniine gegmek icin Maillard reaksiyonlar1 kontrol
altinda tutularak gergeklestirilmektedir (Ertugrul vd., 2021).

Maillard reaksiyonu 4 asamada gerceklesir. ilk asamada seker ve
aminoasitlerin reaksiyona girmesi sonucu yapidan suyun uzaklagmasiyla Schiff bazi
olarak bilinen glikosilamin olusur. Ikinci asamada substrat bir aldoz ise Amadori
tirlinleri, substrat bir ketoz ise Heyns tiriinleri gibi daha kararli {iriinler ortaya ¢ikar.
Bu asamada mevcut amino gruplarinin sayisinda azalma, lezzette ve renkte hafif
degismeler goriiliir. Uciincii asamada, Amadori ve Heyns iiriinleri dehidrasyon,
oksidasyon, dekorboksilasyon gibi bir dizi reaksiyon gerceklesir. Son asamada
ardisik polimerizasyon reaksiyonlar1 sonrasi iirlinlerde 6nemli renk degisiklikleri
gozlemlenebilir. Bu degisiklikler, yiiksek molekiil agirlikli melanoidinler olarak

bilinen kahverengi renk pigmentlerinin olusumuna yol acar.

Islak 1sitma (wet heating) 6zellikle gida teknolojisi, biyoteknoloji ve protein
modifikasyonu gibi alanlarda yaygin kullanilan bir 1s1l islemdir. Protein,
karbonhidrat ve diger biyomolekiillerin su i¢eren bir ortamda belirli sicakliklarda
1sitilmast islemidir. Bu teknik, 6zellikle Maillard reaksiyonu gibi 1s1iya bagli kimyasal
modifikasyonlarin gerceklestirilmesinde kullanilir. Genellikle 60-100°C arasinda
yapilir. Numuneler su banyosu, otoklav veya 1s1 kontrollii reaktdr gibi sistemlerde
sitilir. Numuneler su igeren veya nemli ortamlarda tutulur. Islak 1sitma protein
fonksiyonelligini degistirme, Maillard reaksiyonu baglatma, proteinleri yapisal

modifikasyona ugratma gibi nedenlerden dolay1 uygulanan bir yontemdir.
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Mikrodalga kaynaklarinin sanayide ve evde kullanimi son yillarda c¢arpici bir
sekilde artmaktadir. Bir materyalin mikrodalga ile 1sitilmasi, uygulanan elektrik alan
siddetinin bir sonucu olarak iyonik bilesenlerin hareketi ya da molekiillerin
polarizasyon-depolarizasyon mekanizmasi ile gergeklesmektedir. Hacimsel 1sitma,
mikrodalga ile 1sitmanin en Onemli Ozelligidir. Mikrodalganin materyalin igine
penetrasyonu ile saglanan kisa baslangig siiresi ve i¢ 1sinma, randimani arttirmakta
ve proses siiresini kisaltmaktadir. Saglanan bu 6zellikler mikrodalgayi ilgi ¢ekici bir

151 enerjisi kaynag1 yapmaktadir.

Mikrodalga elektromanyetik enerjinin 1siya donistiiriilmesi, mikrodalga
1sitmanin 1siya doniistiiriilmesinin temel calisma prensibini agiklar. Mikrodalga
tarafindan iretilen 1s1, proteinleri glikasyon etmek ic¢in kullanilabilir. Mikrodalga
(MW) 1sitma ile maillardin en Onemli 06zelligi, 1s1 transfer yolunu azaltan
polarizasyon nedeniyle daha yiiksek 1sitma hizidir (Siddiquey vd., 2011). Boylece,
islem siiresi onemli Olgiide azalir ve maliyet de diiser. Ayrica protein-seker
karigimlarinin uzun siire asir1 1Isinmasindan kaynaklanan sorunlar mikrodalga 1sitma

ile asilabilmektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Bitkisel Proteinler

Diinya {lizerinde insan niifusu siirekli artis sergilemektedir. Bu durum
kaynaklarin daha verimli kullanilmas1 gerektigini belirtmekte ve insanlar1 alternatif
gida kaynaklari arayisina yoneltmektedir. Insanlarin beslenme aliskanliklarmin
degismesi, artan niifus, diyette alinmasi gereken protein ihtiyacinin yenilenebilir
enerji kaynaklarindan saglanmasina yonelik aragtirmalarin yapilmasi gerektigi
belirlenmigtir. Bu baglamda bitkisel proteinlerin ¢evre dostu, siirdiiriilebilir kokenli
olmasi, hayvansal kokenli proteinlerin ¢esitli saglik sorunlarina (kardiyovaskiiler,
hipertansiyon vb.) yol a¢masi nedeniyle alternatif protein kaynagi olarak
goriilmesine katki saglamistir (Wen vd., 2019). Baslica bitkisel protein kaynaklari;
misir, piring, mercimek, nohut, susam, keten tohumu, barbunya, bezelye gibi yagh
tohumlardir. Ayrica, tarim kaynakli bitkisel atiklar ve endiistriyel yan iiriinler, diisiik
maliyetli {rlinlerden bitkisel proteinlerin izole edilmesi gida atiklarinin
azaltilmasinda etkili olabilir (S& vd., 2020). Tarimsal ve endiistriyel isleme
atiklarinin  fonksiyonel protein kaynagi olarak arastirildigi caligmalar literatiirde
bulunmaktadir. Ozellikle susam kepegi (Gorgii¢ vd., 2019), bugday kepegi, piring
kepegi (Chandi ve Sogi, 2007) gibi bitkisel protein kaynaklar literatiir calismalarina

konu olmustur.

Protein kaynag: olarak kullanilan bitkisel materyallerin igerdikleri esansiyel
aminoasit miktarinin hayvansal kaynakli proteinlere gore daha diisiik olmasi ve
alerjen maddelerin 6ziite gegmesi (Breiteneder ve Radauer, 2004) gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Ancak Bezelye (Pisum sativum), protein (%20-25), yag (%]1,5-2,0),
nisasta (%24-49) seklinde karbonhidratlar ve %10-15 ¢oziinmeyen lif ve %2-9
¢oziinilir lif dahil olmak iizere toplam diyet lifi (%60-65) dahil olmak iizere ana
bilesenleri igerdiginden bitkisel kaynakli proteinler igerisinde en ¢ok tercih edilen
proteinler arasinda yer almaktadir. Literatiirde bezelye proteiniyle ilgili c¢esitli
caligmalar yapilmis, makalelere konu olmustur. Bezelye proteininin gida ile ilgili
tirtinlerdeki farkli uygulamalari, biyoaktif bilesenler, ekstriide gidalar ve yenilebilir
filmler i¢in kapsiillemeyi igerir. Genellikle tahil unlari, yaglar ve hayvansal
proteinler i¢in bir ikame olarak kullanilirlar. Bu baglamda yiiriitilen bu tez
calismasinda bitkisel protein kaynagi olarak protein agisindan zengin bezelye
proteini kullanilarak farkli formiilasyonlarda (%1, %2.5, %5) DNA-protein konjugati
elde edilerek bu konjugasyonun bezelye proteini iizerine teknofonksiyonel 6zellikleri

arastirilmustir.
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2.2. Domates yaprag

Sebzelerin insan beslenmesindeki dnemi ¢ok biiyiiktiir. Sebzeler icerisinde,
ozellikle A, B, C vitaminleri ve fenolik madde igerigi bakimindan zengin olmasindan
dolay1 bircok kanser tiiriine karsi etkili oldugu bilinen domates iizerinde cesitli
calismalar yapilmaktadir (Weibel vd., 2000; Asami vd., 2003; Toor vd., 2006; Ozer
ve Uzun, 2013). Domates, diinya genelinde yaygin olarak tliketilen ve bircok
mutfakta yer alan bir sebzedir. Ancak domatesin kendisi gibi yapraklar1 da c¢esitli
faydalar sunmaktadir. Domates yapragi, Solanum lycopersicum bitkisinin yesil
yapraklaridir. Igerigindeki flavanoidler, vitaminler, alkaloidler, mineraller, gibi
bilesenler sayesinde iltithap Onleyici, antioksidan etkiler ve sindirim saglii i¢in

cesitli katkilar saglar.

Ortiialt1 yetistiriciligi yapan alanlardan her yil cok miktarda biyokiitle artig
cikmaktadir. Bu atiklar; sera etrafina, dere kenarlarina, deniz kiyisina, ¢6p alanlarina
birakilmakta ve kuruduktan sonra ya yakilarak imha edilmekte yada parcalanarak
sera topragina karistirilmaktadir. Bu sekilde ortaya ¢ikan atiklar; ¢evre, hava ve
goriintli kirliligine neden olmaktadir. Bu bitkisel atiklarin hem ekonomik kazanglar
getirmesi adina hem de ¢evre kirliligini 6nlemesi adina dogru sekilde degerlendirme
yontemlerinin bulunmasi gerekmektedir. Bu sebeple; seralardan her yil elde edilen
onemli derecede biiylik miktarlardaki bitkisel biyokiitle atiklarinin degerlendirilerek
tilke ekonomisine kazandirilmasi gerekmektedir (Ayranci, 2007). Bu sebeple de bir

cok calisma yapilmaktadir.

2.2.1. DNA

DNA bilinen tiim canli organizmalarda genetik bilgiyi tagir. Tamamlayici
DNA dizilerinin kesin olarak taninmasi ve hibridizasyonu bu islev i¢in ¢ok
onemlidir. DNA, farkli alanlarda kapsamli bir sekilde incelenmektedir. DNA
analizleri, adli tip analizleri, genetigi degistirilmis organizmalar, paleontoloji, toprak
biyolojik 1slah1 ve molekiiler biyoloji gibi alanlarda ¢okga arastirilan bir konu haline
gelmistir (Poté vd., 2005). Yiiksek verimle, yiiksek 6zellikli DNA elde edilebilmesi,
bitki molekiiler biyolojisi alanindaki sinirlamalardan biridir (Lavanya ve Arun,
2019). Bitkinin DNA kalitesi ¢esitli protokollere (DNA kalitesi, ¢igek, yaprak, kok,
govde gibi doku tiirleri) (Hale vd., 2020) bagli olarak etkilenebilmektedir. Farkli
bitki cesitleri, DNA izolasyonu esnasinda niikleik asitler ile baglanan ve ayrica
ekstrakte edilen DNA'min Ozelliklerinde etki birakan, degisen seviyelerde
polisakkaritler, polifenoller ve diger ikincil metabolitlere sahiptir (Aboul-Maaty ve
Oraby, 2019). Bitkilerden DNA eldesinde genellikle geng, kiiciik yapraklar tercih
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edilir. Ciinkii DNA ekstraksiyonu eldesinde fenolik bilesikler, polisakkaritler ve
diger ikincil metabolitler DNA ile birlikte ¢okmektedir. Cogu bitki tiirii gibi domates
yapraklar1 da yiiksek oranda fenolik bilesikler ve tanenler igermektedir. Bitki
dokularindan DNA ekstraksiyonu yapmak icin farkli metotlar mevcuttur, ayrica
polisakkaritleri uzaklastirmak ic¢in verimli ve ucuz bir yol sagladiklarindan CTAB
tabanli prosediirler uygulanmaktadir. Saf ve yiiksek kaliteli DNA ekstraksiyonu
molekiiler biyoloji ¢alismalar1 i¢in en O6nemli adimdir (Miskoska-Milevska vd.,
2011). Konsantrasyonun ve safligin belirlenmesi bir diger énemli adimdir. Kaliteli
DNA A260/280 oranina sahip 1.8 ila 2.0 arasinda; genellikle yiiksek molekiiler
agirlikli polisakkaritler ve fenolik bilesikler gibi kontaminasyon maddelerini
bulundurmamasiyla tanimlanmaktadir (Abdel-Latif ve Osman, 2017). Ekstraksiyon
islemi sonrasinda saf bir halde elde edilen DNA, farkli calismalarda ve farkl
amagclarla kullanilmaktadir. Genomik DNA bir ¢ok molekiiler biyoloji teknigi ve
arastirmasinin baslangi¢ materyalidir. Farkli metotlar bu genomik DNA’lar igin
gelistirilmektedir (Ganiyu vd., 2017). Metotlarin bazilari, kontaminant icermeyen
ylksek molekiiler agirlikli DNA elde etmek i¢in uzun siireli inkiibasyona, c¢oklu
cokeltmelere veya ticari olarak temin edilebilen kitlere dayanmaktadir (Abdel-Latif
ve Osman, 2017). Ancak bu metotlar saf olmayan DNA yada ¢ok az miktarlarda
kaliteli DNA iiretilmesine neden olmaktadir. Setiltrimetilamonyum bromiir DNA
ekstraksiyon yontemi genellikle yiiksek miktarlarda polisakkarit, fenolik bilesik gibi
inhibitorlerin uzaklagtirilmasini saglamakta ve bu yiizden bu c¢alismada CTAB
protokolii kullanilmaktadir (Lodhi vd., 1994). CTAB yontemi Ozellikle bitki
dokularindan DNA izolasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. CTAB
(Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) hiicrelerde deterjan gorevi gorerek hiicre
zarlarini pargalar, polisakkaritleri ¢oktiirerek saf bir DNA eldesine yardimci olur.
Ozellikle domates yapragi gibi yiiksek polisakkarit ve fenolik bilesik igeren
orneklerde tercih edilmektedir. Bu nedenler dolayisiyla domates yapraklari
meyvesinden farkli olarak fenolik bilesik ve antioksidan kapasiteye sahip
olabilmektedir. Bu 6zellikleri sebebiyle gida katkisi, fonksiyonel gidalar ve kozmetik
triinler gibi alanlarda kullanim potansiyeli arastirilmaktadir. Ayrica domates
yapragindan elde edilen antioksidanlar, gida raf Omriinii uzatmaki¢in biyoaktif
filmlere katildig1 bazi ¢alismalar mevcuttur (Walia vd., 2014). Bu ¢alismanin amaci,
saf ve kaliteli DNA ekstraktiyla, elde edilen DNA’larin bitkisel protein (bezelye
protein) ile farkli formiilasyonlarda hazirlanarak mikrodalga ve 1slak
konjugasyon (maillard) yontemleri kullanilarak konjugatlar olusturulmasini
saglamak, bu farkli formiilasyonlarda (%1, %2.5, %5) hazirlanan DNA- protein
konjugatlarinin  teknofonksiyonel  oOzellikleri  {izerine  yapisim1  incelemek

hedeflenmistir.
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2.2.1.1. DNA-Protein Konjugasyonu

Site-Selective
DNA-Conjugation >

Native Protein
Sekil 2.1. DNA-protein konjugasyonu

DNA'nin proteinlere konjugasyonu, akademide ve endiistride, proteinlere
tanimlama icin etiketler veya diger DNA ipliklerine hibridizasyon ig¢in kulplar
saglamak i¢in giderek daha fazla kullanilmaktadir. DNA-protein konjugatlari,
DNA’nin programlanabilirligi ile proteinlerin c¢esitli islevlerini birlestirdikleri igin
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Konjugasyonu saglamak i¢in hem DNA hem de
proteinin erisilebilir fonksiyonel gruplari olmalidir. DNA’nin gorece inert yapisi
(Fredriksson, 2002) katilabilecegi kimyasal tepkimeleri sinirlar ancak otomatik kati
faz DNA sentezi hem dizi iizerinde kontrol saglar hem de DNA-protein
konjugasyonu i¢in gerekli olan ¢ok ¢esitli fonksiyonel gruplarin eklenmesine olanak
tanir (Meyer, 2014).

DNA’nin proteinlere konjuge edilmesi i¢in kullanilan stratejiler tipik olarak
yluksek reaksiyon hizlar1  gerektirir, ¢ilinkii  bunlar  genellikle diisiik
konsantrasyonlarda gerceklestirilir. Bu nedenle reaktif gruplar hizli ve segici
kimyasal reaksiyona olanak saglamalidir. Ayrica, protein fonksiyonunu korumak i¢in
reaksiyonun biyolojik olarak uyumlu olmasi gerekir, bu da genellikle 4 ile 37 °C
arasindaki sicakliklarda noétr sulu kosullar anlamina gelir. Reaktanlar, sulu ortamda
veya proteinlerde bulunan fonksiyonel gruplar tarafindan parcalanmadan Once
konjugasyona katilacak kadar kararli olmalidir. Hemen hemen tiim DNA-protein
konjugatlarinda ortak olan, korunan protein fonksiyonu ve aktivitesinin dnemidir.
Spesifik olmayan etiketleme, proteinin aktif bolgesine yakin veya bu bolgede

modifikasyona neden olabilir ve boylece konjugati inaktive edebilir.

2.3. Maillard reaksiyonu

Karbonil ve amino gruplar1 arasindaki Maillard veya enzimatik olmayan
esmerlesme reaksiyonu, 1sil isleme tabi tutulan gidalarda yaygin bir reaksiyondur
(Nooshkam ve Varidi, 2020). Admi 1912°de Fransiz kimyager Louis Camille



ONCEKIi CALISMALAR Tuba BOZKURT

Maillard’dan alan LC Maillard, gidalarin 1sitilmasi sirasinda glisin — glikoz arasinda
gerceklesen reaksiyonla melanoidin denen koyu renkli pigmentlerin olustugunu
gozlemleyen ilk bilim adami olmustur (Maillard, 1912). Daha sonra Hodge Maillard
reaksiyonu alanindaki calismalarmm devam etmesine yardimci olmustur. Isveg’te
1979°da Maillard’in 6nemi ve saglik iizerine etkileri konu edilerek il Maillard

sempozyumu diizenlenmistir (Gerard, 2006).

Maillard reaksiyonu, birgok endiistriyel ve evsel islemin arzu edilen bir
sonucudur ve bazi pismis gidalarin ¢ekici tadi ve kahverengi renginden
sorumludur. Maillard reaksiyonu, gida isleme ve depolama sirasinda enzimatik
olmayan bir termal reaksiyon olarak da tanimlanabilir. Gidalarin lezzetine, rengine,
saglik yararlarina ve giivenligine biiyiik 6l¢iide katkida bulundugu bir¢ok ¢alismada
yerini almis ve bir dizi kimyasal reaksiyonun gelistirilmesiyle kisaca baglangig, ara
ve son asamalara ayrilabildigi yine bir¢ok c¢alismada yerini almistir. Gida
bilesenlerinin termal reaksiyonu sirasinda, seker, protein ve aminoasitler genellikle
ana substratlardir ve gidalarda bir arada bulunan polifenoller de bir modiilator olarak
Maillard reaksiyonuna katilabilir. Flavan-3-oller, hidroksisinnamik asitler,
flavonoidler ve tanenler dahil olmak iizere polifenoller, amino asitlerin / sekerlerin
konjuge edilmesi, o-dikarbonillerin yakalanmasi, Amadori yeniden diizenleme
tirtinlerinin (ARP'ler) yakalanmasi dahil olmak iizere Maillard reaksiyonu siireci
boyunca ¢esitli etkiler gostermistir. Bu etkiler, islenmis gidalarin tadini, tadim1 ve
rengini 6nemli Olglide etkilemis ve ayrica tehlikeli {iriinlerin seviyesini azaltmistir
(Han, Z. vd., 2022).

Maillard reaksiyonu; cay, kahve, bira gibi gidalarda tat, aroma, renk gibi
karakterlerin olusumu, son iiriin kalitelerinin gelisimi gibi 6zelliklerini kontrollii
seviyelerde gerceklestirildiginde arttirdigin1 gostermis; proteinlerin ¢oziintirligiinii,
emiilsiyon Ozelliklerini de gelistirdigi i¢in bir ¢ok ¢alismada yer almasia katkida
bulunmustur (Zhou vd., 2017). Maillard reaksiyonu kontrol altinda
gerceklestirilmezse kotii tat olusumu, besinsel protein kaybi ve toksik bilesik
iiretimine neden olur. Ozellikle HMF (5-hidroksimetilfurfural) ve akrilamid gibi
toksik bilesikler Maillard reaksiyonu sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu yilizden meyve
suyu, UHT siitler, pekmez, bal, bebek mamalar1 gibi 1s1l islem goren bu gidalarin

igeriginde toksik bilesik olusmamasina dikkat edilmelidir (Nooshkam vd., 2019).

2.3.1. Maillard reaksiyon mekanizmasi

Maillard reaksiyonlar1 komplike yapida olmasma ragmen ii¢ asamada
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seyretmektedir. Seker-aminoasit kondenzasyon reaksiyonu (Sekil 2.2) sonucu suyun
uzaklasmasiyla Schiff baz1 olusur ve bu da reaksiyonun ilk basamagini olusturur.

asit- baz katalizli ve doniistimlii olan bu reaksiyondan sonra Schiff bazi aldozilamine

doner.
CH,OH
HO 0
| H
H—C=OH + N4, R ——— = H—C—N—R =—= H~(I::N—R' ~—= (OH ArNHR'
|
R Fl{ R HO
OH

+ H,0

Sekil 2.2. Serbest amino grubu ve karbonil grubu arasindaki kondenzasyon
reaksiyonu

Aldozilamin bu asamada aldozlar i¢gin Amadori diizenleme reaksiyonlari ile
ketozamine (1-amino-1- dezoksiketoz) izomerize olur (Sekil 2.3). Ketozlar i¢in ise

Heyns yeniden diizenleme reaksiyonlar1 sonucunda 2- amino-2-deoksialdoz olusur.

H H H
{L—@N =} H@ | H (‘3 H R
| H C—N—-R ‘
S S
H-L—oH l‘—QH TZD

Sekil 2.3. Amadori yeniden diizenlemesi

Renk degisimlerinin bagladig ikinci basamakta, birbirinden farkli baglica ¢
yol bulunmaktadir. Maillard ara iirlinlerinin olustugu birinci yolda 1-
amino-1-deoksiketoz baska bir aldoz ile reaksiyona girer. Boylelikle daha az stabil
olan diketozamine doniisiir. Diketozamin monofruktozamine ve 3-deoksiosuloz gibi
bircok bilesige parcalanir. Ikinci basamagin ikinci yolu olan Amadori iiriinleri
enolizasyonu ile gerceklesir. Burada ph:7°’den diislik ise pentoz sekerler furfurala
doniisiir, heksoz sekerleri de hidroksimetilfurfurala doniismesi ile devam eder.
pH:7°den yiiksek yiiksek ise oldukga reaktif iiriinlere enolize olur (Celebi, 2006).

Ikinci basamagin son yolu ise Strecker bozulmasidir. Amino gruplari-karbonil
gruplar1 arasinda kondanse oldugu ve CO2 olusumu ile karakterize olabilen bu
basamak, ayn1 zamanda aroma olusum baslangicidir. Aldehit ve aldehit tlirevleri
aromanin kaynagidir (Coca vd., 2004). Son basamakta ise onceki basamakta olusan

bilesiklerin aminlerle birleserek kondanse olmasi, aminlerin ve aldehitlerin
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polimerize olarak melanoidin denen heterosiklik yapida koyu renkli bilesiklerin
olusmasidir (Sekil 2.5). Reaksiyon dizileri sonucunda aromatik molekiiller iiretilir.
Bu diziler olduk¢a komplike yapida olup furanlar, dihidrofuranlar,
hidroksimetilfurfural (HMF), dimetilpirazin veya piruvaldehit gibi kimyasal tiirlere
benzerler (Edwards, 2000; Celebi, 2006). Ayrica melanoidinlere ilaveten, ileri
glikasyon iiriinleri olan akrilamidler, aldehitler, ketonlar gibi ¢esitli bilesikler olusur.
Bu bilesikler gidanin yapisinda fiziksel ve kimyasal degisikliklere neden olur
(Andriot vd., 2004).

N
c—C ‘.
H R R
R—C——COOH /AN N il Ne—N=c?
G (|\ —_— | COOH
E— 1 COOH &
NHz -H,0 /CH{E‘H 7 ~oH
5 o
+H,0 = /C \
HoN OH,
-CO, R——C——COOH

R—CHO ——— H

Sekil 2.4. Strecker bozulmasi

Polimerizasyon/ Kondensasyon
Karbonil / Aldehit + Amin Melanoidin

Sekil 2.5. Maillard reaksiyonlariin ii¢lincii basamagi (Celebi, 2006)
2.3.1.1. Glikasyon

Protein glikasyonu, lizin, triptofan, histidin gibi amino gruplari ile indirgeyici
karbonhidratlar arasinda gergeklesen reaksiyon maillard reaksiyonunun ilk
asamasidir. Protein — DNA konjugasyonu, DNA molekiilii ile proteinin amino grubu
arasindaki reaksiyonla baglar, Schiff bazinin {iretilmesiyle sonlanir. Bu reaksiyonlar,
Maillard  reaksiyonunun  baslangi¢  asamasi  olarak  adlandirilir  ve
glikasyon reaksiyonlar1 olarak bilinir (Cui vd., 2021). Maillard reaksiyonu daha 6nce
de belirtildigi gibi kontrolsiiz sartlarda gergeklesirse istenmeyen tat olusumu, besin
kayb1 ve HMF gibi toksik bilesiklerin olusumuna neden olmaktadir. Ayrica
kontrolsiiz 1s1l islem, akrilamid gibi kanserojen madde olusumuna da sebep olur
(Shapla vd., 2018). Bu gibi olumsuz durumlarin oniine ge¢gmek i¢in reaksiyonun

kontrol altinda tutulmasi gerekir ve bunu yapabilmenin tek yolu reaksiyonu erken
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asamada kontrollii durdurabilmektir.

Gida proteinleri; kopiirme, jellesme, ¢oziiniirliik, emiilsifikasyon &zellikleri
gibi teknofonksiyonel 6zelliklerin gelistirilmesi, son zamanlarda 6nem arz etmektedir
(Liu vd., 2012). Hidroliz, asitlendirme, esterlestirme, asetilasyon gibi fiziksel,
kimyasal ve enzimatik yontemler de proteinlerin teknofonksiyonel 6zelliklerinin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Spotti vd., 2013). Ancak bazi yontemler; toksik

bilesenler igermesi, alerjenite gibi 6zelliklerini etkilediginden tercih edilmemektedir.

Protein — DNA konjugasyonunun Maillard reaksiyonu ara {iriinlerini
olusturmada antioksidan aktivitesini (Chen ve Kitts, 2008), emiilsifikasyon
ozelliklerini (Wang vd., 2018), ¢oziiniirliiglini arttirdig1 bildirilmistir. Bu nedenle
DNA molekiilii ile protein arasinda gerceklesen Amadori ve Heyns bilesiklerinin
olusmasma yol acan glikasyon reaksiyonu Maillard reaksiyonundan daha fazla
popiilerlik kazanmigstir (Taniguchi vd., 2015). Amadori bilesiklerinin proteinler ile
daha fazla capraz baglanmasi, zararl ileri glikasyon iirtinlerinin (AGE) olusumuna
neden oldugundan dolayi, glikasyon reaksiyonunun da kontrol altinda
gergeklestirilmesi gerekmektedir (Poulsen vd., 2013). Glikasyon reaksiyonunun hizi
ve kapsami ortamin pH’1na, islem siiresine, sicakliga bagli olarak degisebilmektedir
(Ge Pan ve Melton, 2007).

2.3.1.2. Glikasyon yontemleri

Glikasyon Maillard reaksiyonun ilk basamagidir. Proteinlerin ¢esitli
yapilardaki oOzelliklerini degistirebilir. Glikasyon enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlarmin ilk adimi olarak proteinlerin serbest amino gruplart ve indirgen
sekerleri arasinda gerceklesir. Glikasyon proteinlerin fonksiyonel o6zelliklerini
tyilestirdigi i¢in gida endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ancak sadece
fonksiyonel ozelliklerini degil, iiriiniin goriiniimiinii ve tadin1 da etkiler (Tas vd.,
2021). Bu reaksiyon diger kimyasal modifikasyon tiirlerinden daha iistiindiir. Bu
ylizden protein modifikasyonu i¢in gida endiistrisinde umut verici bir uygulama
teskil etmektedir (Liu vd., 2012). Diger modifikasyon tekniklerine gore glikasyon,
iliml1 kosullar altinda gercgeklesir ve herhangi bir yabanci kimyasal gerektirmez. Bazi
caligmalar gida proteinlerinin glikasyon ile farkli indirgeyici sekerler tarafindan
modifiye edilmesiyle emiilsifikasyon, ¢oziiniirlilk ve antioksidan aktivite gibi
ozelliklerini arttirdigi gozlemlenmistir (Liu vd., 2012; Tas vd., 2021).

Proteinlerin glikasyonunda ¢esitli yontemler mevcuttur. Bunlar geleneksel ve
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yenilik¢i yontemler olarak adlandirilir. Geleneksel yontemler; kuru ve 1slak 1sitma
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Yenilik¢i yontemler ise ultrases (Chen vd., 2016),
mikrodalga (Meng vd., 2019), ultasonikasyon (Li vd., 2014) gibi teknolojilerdir.
Geleneksel yontemler baz alindiginda kuru 1sitma ve 1slak 1sitma yontemleri benzer
adimlar igerirler ancak numunelerinin hazirlanmasi birbirinden farklidir. Ornegin
kuru 1sitmada hazirlanacak konjugat karisimi glikasyon oOncesinde liyofilize
edilirken, 1slak 1sitmada liyofilize edilmeden dogrudan glikasyona tabi tutulurlar
(Sedaghat Doost vd., 2019). Bu yiizden kuru 1sitma yonteminde numunelerin kuruma
diizeyine erismesi uzun siirmektedir. Ayrica DNA-protein karisiminda esit olmayan
dagilim ve faz ayrilmasi gibi durumlar goriilebilir. Bu yiizden kuru isitma ile
glikasyon yontemi pek tercih edilmemekte, endiistride uygulamaya uygun
goriilmemektedir (Zhu vd., 2008). Bu nedenle bu caligmada 1slak 1sitma yontemi ile

glikasyon islemi gerceklestirilecektir.

Mikrodalga ile 1sitma yontemi; enerji tasarrufu saglayarak, kimyasal
sentezlerde saflig1 ve verimi arttiran bir yontemdir. Ayrica gidaya hacimsel 1sitma
sagladig1 gibi konveksiyon, iletim ve radyasyon yoluyla da 1s1 transferini saglayan
geleneksel metotlardan farklidir (Sumnu ve Sahin, 2005). Bu nedenle, gida sanayinde
ve bilim diinyasinda yayginlasarak popiilerlik kazanmistir. Bu c¢alismada bu
ylizden 1slak 1sitma ile ve mikrodalga ile 1sitma yontemiyle glikasyon ydtemleri

uygulanarak sonuglar formiilasyonlar1 bakimindan karsilastirilmistir.

2.3.1.2.1. Islak 1sitma ile glikasyon

Islak 1sitma ile glikasyon, bir tampon c¢ozeltide, DNA-protein karigimini
belirli pH degerinde hazirlanip belirlenen sicaklikta ve silirede 1sitilarak
gergeklestirilen bir islemdir. Islak 1sitma sulu ortamda yapilan proteinler ile DNA
arasindaki etkilesimi maksimum seviyeye ¢ikaran bir yontemdir. Proteinler ile DNA
arasinda, pH degeri ayarlanmis sulu ¢ozelti igerisinde belirli oranda karistirilir ve
kontrollii sicaklik altinda konjugatlarin olusumu saglanir. Islak glikasyon yonteminde
sicaklik 60-95 °C olacak bigimde ¢alismalarda belirlenmistir (O’Mahony vd., 2017).
Islak 1sitma kuru 1sitma yontemine gére hem daha kisa slirede hemde daha kisa siire
zarfinda gerceklestirilmesi bakimindan daha avantajlidir. Boylelikle konjugasyonu
daha basarili bir sekilde gerceklestirerek protein c¢oziiniirliigli stabilitesi saglar
(McGuftey vd., 2005). Ayrica yenilik¢i bir yontem olan mikrodalga gibi zaman ve
maliyet tasarrufu saglayarak uygulanabilmesi yoniinden avantaj saglamaktadir
(Wang vd., 2018).
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2.3.1.2.2. Mikrodalga destekli glikasyon

Mikrodalga, iyonlastiric1 enerjinin etkisiyle gidalarin islenmesinde kullanilan
bir yontemdir. Mikrodalga 1sitmasi, DNA-protein konjugatlarinin hazirlanmasinda
alternatif bir yontemdir (Doost vd., 2019). Mikrodalga 1sitmasi; protein
molekiillerinde bazi kovalent olmayan baglar1 pargalayabilir ve bu protein yapisinin
acilmasini  kolaylastirabilir. Diger taraftan mikrodalga DNA’larin  yeniden
diizenlenerek etkilesimlerinin artmasini saglayabilir. Boylelikle verimli bir Maillard
reaksiyonu gerceklesmis olur. Ayni zamanda reaksiyonu hizlandirmada ve
fonksiyonel 6zellikleri iyilestirmek i¢in mikrodalga kullanimi avantaj saglamaktadir
(Kan vd., 2021). Mikrodalga esit olmayan sicaklik dagilimi yada asir1 1sinma
sorununa neden olan segici 1sitmay1 da beraberinde getirmektedir. Secici 1sitma ile
polar molekiiller tarafindan secici olarak emilimin saglanmasi ile olusur (Chizoba
Ekezie vd., 2017). Giig, zaman ve sicaklik gibi kosullarin optimize edilmesiyle esit

olmayan 1sitma probleminin iistesinden gelinebilir.
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Sekil 2.6. Mikrodalga 1sitmanin temel mekanizmasi: A) dipolar donme
mekanizmasi, B) iyonik iletim mekanizmas1 (Zhang vd., 2017)

Mikrodalga 1sitmas1 yardimi ile hazirlanan konjugatlarda 1sitma siiresi ¢ok
onemlidir. Konjugatlar, 1sitma stiresi arttiginda serbest radikalleri daha fazla engeller
ve daha yliksek antioksidan aktivite gosterebilmektedir. Maillard konjugatlarinin
tiretiminde mikrodalga 1sitmanin 1slak ve kuru 1sitmaya kiyasla daha verimli sonuglar
sundugu tespit edilmistir (Doost vd., 2019). Sun vd. (2020) maltodekstin konjugatlari
ile yumurta beyaz1 proteinlerini geleneksel 1slak 1sitmaya ek olarak mikrodalga
isitma ile gerceklestirmislerdir. Mikrodalga 1sitmasi altinda yapilan reaksiyonda
islem hem daha kisa siirmekte hem de ¢oziiniirliik ve kopiiklenme ozelliklerini de

artmaktadir. Mikrodalga 1sitmasi ile gergeklestirilmesi sonucu konjugasyonun
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emiilsifikasyon aktiviteleri de artmistir. Calismalarin genel sonucu mikrodalga
1sitmasiin geleneksel yontemlere gore daha yiiksek verimlilikte gergeklestirdigini

ortaya koymaktadir.

2.4. Dondurarak Kurutma ( Liyolifizasyon) Teknigi

Liyolifilizasyon, maddenin 6nce donduruldugu, sonrasinda ise sublimasyon
ve desorpsiyon ile solvent miktarinin kimyasal ve biyolojik reaksiyonlari
desteklemeyecek kadar azaltildigi bir stabilizasyon prosesidir (Jennigs TA, 2008;
Gaidhani KA vd., 2015; Deepak B vd., 2015). Dondurarak kurutma islemi; aktif,
kuru, uzun bir raf dmriine sahip ve kolay ¢oziinebilir yapida bir iiriin elde etmek i¢in
dondurma ve kurutma islemlerinin yararlarin1 birlestiren bir proses olarak

tanimlanabilir.

Liyolifilizasyon, ‘liyofil’ denilen Yunanca bir terimden tiiretilmis, ‘¢oziicii
seven-sivi ¢eken’ anlamlarina gelmektedir (Jennigs TA, 2008; Gaidhani KA vd.,
2015; Rey L., 2010). Liyolifizasyon kuru bir iiriiniin yiiksek seviyede yeniden
rehidre olabilme yetenegini ifade etmektedir. Liyolifizasyon, ¢ok asamali bir
operasyon olarak ifade edilir ve her bir basamag kritiktir. Bu proseste ana bilesenler

iyi anlasilarak sikica kontrol altina alinmalidir (Rey L., 2010).

Liyofilizasyon prosesi sonrasinda kurumus ve pordz (toz yapida) yapidaki
iriin, liyofil 6zelliginden dolay1 ¢oziiciiyii hizlica absorbe ederek proses Oncesi
orijinal yapisina tekrar doniigebilir (Jennigs TA, 2008). Olusan pordz yapidaki iiriin
belirlenmis saklama kosullarinda nem igerigi diisiik oldugundan dolay1 ¢ok uzun siire
depolanabilir (Tsinontides SC vd., 2008). Yapilan bir ¢ok ¢aligmada liyolifilizasyon
tekniginin kullanilmasi olusturulan konjugatlarin kolay ¢6ziinebilir yapida, kuru, raf
omrii uzun bir lirlin olmasini saglayarak iiriin i¢in yapilan analizlerin en kolay ve
dogru sonu¢ vermesini saglamistir. Dondurma yapmaktaki amag, Maillard
reaksiyonuna maruz birakilmis konjugatlarin sicakligini diisiirerek solut ve solventin
ayrildig bir matriks elde etmektir. Bu sayede, matriksin intersitisyel bolgesindeki su
mobilitesini sinirlandirmak ve sifira yaklastirmak amaglanir. Boylelikle kurutma
prosesi boyunca formiilasyonlarin su buhar akisina minimal direng gosterecek bir
matriks yapisinin eldesi amaglanmaktadir (Jennigs TA, 2008). Ayrica solventin
¢coziinen kisimdan ayrilmasi, lriinde termal degradasyon minimize edilerek ve
vakum iglemi gercgeklestirerek iiriiniin kdpiik olusturma yetisi engellenebilmektedir
(Deepak B. vd.,2015; Tang XC vd., 2004).
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2.4.1. Kullanim alanlan

Liyolifilizasyon, genis kullanim alanma sahip 1siya duyarli 6nemli bir
prosestir (Przic DS wvd., 2004). Mikrobiyal Kkiiltir gibi canli materyallerin
stabilizasyonu, miizede sergilenen hayvan Orneklerinin preservasyonu (taksidermi),
ciceklerin kurutulmasi (tahnitgilik), reaksiyon {irlinlerinin geri kazanimi yada
konsantre edilmesi gibi ¢esitli asamalar1 vardir. Liyolifilizasyon; saglik, endiistri,
biyoendiistri, veterinerlik gibi ¢esitli alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Saglik hizmetleri endiistrisinde, parenteral formiilasyonlar, asilar, kimyasal bilesikler
ve teshis tirlinlerindeki farmasoétiklerin liyofilizasyonunu icermektedir. Biyo-endiistri
sektoriinde ise standart bir isleme teknigi halinde davranarak iiretilen yiiksek kaliteli
ve maliyetli lirlinleri stabilize etmektedir (Lenart A, 2011). Ayrica spermlerin uzun
stire depolanmasi, eritrosit, plazma ve serumun yani sira organ nakli gibi islemlerde
kullanilmak iizere bazi1 dokularin liyofilize edilerek saklandigi saptanmistir
(Halkman A vd.,2000). Gida endiistrisinde liyofilizasyonun bilinen en yaygin drnegi
kahvedir (Jennigs TA, 2008). Ayrica astronot gidasi olarak popiilerlesen bir proses
olmustur (Gaidhani KA vd., 2015). Cay, et iriinleri, meyve sebze lriinleri hazir
yiyecekler ve bazi aromatik otlar liyolifilizasyonun uygulandig1 gida g¢esitleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Cook I, 2018; Ratti C, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢

Bu ¢alismada bitkisel {iriin olarak domates yapraklar1 Sanliurfa ilinde faaliyet
gosteren yerel seralardan toplanarak geng¢ ve ergin yapraklari ayiklanmis ve DNA
kaynagi olarak kullanilmistir. Protein kaynagi olarak bezelye proteini ve diger
kimyasallar Sigma-Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Bu
bilgiler 15181nda Sanlhurfa yoresine ait yerel seralardan toplanan domates yapraklari
geng ve taze yapraklarindan ayiklanarak CTAP yontemiyle ekstrakte edilmistir. Daha
sonra ekstrakte edilen DNA s1vis1 dondurarak kurutma (Coolermed, Tiirkiye) teknigi
ile kurutulmustur. Bezelye protein tozu ve DNA tozu farkli formiilasyonlarda
hazirlanarak 1slak 1sitma glikasyon (Termal, Tirkiye) ve mikrodalga destekli

glikasyon (Sineo, Mas-II Plus, Cin) ile Maillard konjugatlar1 elde edilmistir.

3.2. Yontem

Tez ¢alismas1 kapsaminda yiiriitiilen islemlere ait akis semas: Sekil 3.1°de
sunulmustur. Calisma, 2 asamadan olusmaktadir. Ilk asamada Sanlurfa ydresine ait
seralardan toplanan domates yapraklarinin geng ve taze olanlar1 ayiklanarak CTAP
yontemiyle ekstrakte edilerek dondurarak kurutma teknigi (liyolifilizasyon) ile
kurutulmustur. ikinci asamada ise bezelye proteini ile DNA 2:1 oraninda farkli
formiilasyonlarda (%1, %2.5, %5) hazirlanarak 2 farkli glikasyon yontemi (1slak
1sitma, mikrodalga destekli) ile Maillard reaksiyonuna tabi tutulmustur. Olusan
konjugatlar her bir glikasyon ydnteminde optimum iglem kosullarinda {iretilen
Maillard konjugatlar1 liyolifilizatér ile kurutularak on iki farkli nihai Maillard
konjugat1 elde edilmistir. Ardindan bezelye proteini ve farkli formiilasyonlarda
hazirlanan Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel analizleri gergeklestirilmistir.
En iyi formulasyona sahip DNA konjugasyonunun bezelye proteini {izerine etkisi

aragtirtlarak sunulmustur.
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Sekil 3.1. Calisma kapsaminda gergeklestirilen islemlere ait akis semasi

3.2.1. Domates yapragindan DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu iiretim agamalar1 Sekil 3.2°de sunulmustur. Geng ve taze
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domates yapraklar1 saplarindan ve olgun yapraklarindan ayiklanarak hazirlanmistir.
Geng ve taze yapraklar dondurarak kurutma teknigi ile kurutulmus ve havanda
ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen yapraklara (0,5 g) 5 mL ekstraksiyon tamponu ilave edilerek
yapraklarla karistirllmistir. Olusan karisim 15 mL santrifiyj tiiplerine aktarilmistir. 50
mg polivinilpolipirolidon (PVP) ilave edildikten sonra iyice karigmasi i¢in tiipler
birkag¢ kere ters cevrilmis, 25 dakika 60 °C’de inkiibe edilerek oda sicakliginda
bekletilmistir. Karisimlar soguduktan sonra 6 ml kloroform-oktanol eklenip
tiipler 20-25 kez ters c¢evrilip karistirllmasi saglanarak emiilsiyon olusturmasi
saglanmistir. Tiipler 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek faz ayrimi
gerceklestirilmistir. Ust faz1 (siipernatant) yeni bir tiipe aktarilarak elde edilen sulu
¢ozeltiye 0.5 hacim 5M NaCl ilave edilmis ve karistirilmasi saglanmistir. Olusan
hacmin iki kat1 kadar soguk (-20 °C) %95’lik etanol eklenmis, DNA iplik¢ikleri
goriinmeye baglayana kadar (4 ila 6 °C) sogutulmustur. Ardindan 3000 rpm'de {i¢
dakika, 4000 rpm’de ise bes dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet soguk (%76
etanol) ile yikanmigtir. Tiipler 20-30 dakika siiresince 37 °C’de kapagi acik bir
sekilde birakilarak DNA peletini kurutmadan etanolii tamamen uzaklastirilmistir.
Kalan pelet 200 veya 300 uL TE buffer icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Son olarak 260
nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢lim yapilmistir. Domates yapragindan elde
edilen bu DNA’y1 uzun siireli saklama icin -70 °C’de, kisa siireli saklama igin
-20 °C’de muhafazasi saglanmaktadir (Lodhi vd., 1994).
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Sekil 3.2. Domates yapragindan DNA 6ziitleme islemi asamalari

3.2.2. Maillard Konjugatlarimim Uretimi
3.2.2.1. Islak 1sitma glikasyon yontemi ile Maillard konjugatlarinin iiretimi

Islak 1sitma yontemi ile glikasyon yapabilmek i¢in optimum kosullar, daha
once laboratuvarimizda 6n denemeleri yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir (Bagyigit
vd., 2022). 100 ml (0.2 M PH 7) fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine, %1, %2.5 ve %5
oraninda protein-DNA karigimi hazirlanarak eklenmis, 2 saat boyunca oda
sicakliginda shakerda karistirilmistir. +4 °C dolapta bir gece bekletilen bu karigim,
90 °C’de 15 dakika su banyosuna konularak Maillard reaksiyonuna tabi tutulmustur.
Su banyosundan ¢ikarilan karigim 1 dakika buzlu suda bekletilerek reaksiyonun
sonlanmasi saglanmistir. Karisim 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis, daha sonra
stipernatant liyolifilizasyon ile 24 saat kurutularak toz haline getirilmis ve gerekli

analizler i¢in kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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%], %2.5. %35 oranlarmda hanrlanan Islak komjugasyen (su banyosu) Maillard konugatannm santrifijlenmesi
DNA-protein karsim

Konjugatlarm dondurarak kurutulmas: igin hiyofilizatére verlmesi Santrififilenen konjugatlanm filtre kagich yardumyla siiziilmest

Maillard konjugatlarmmn toz forma donistiirilmesi

Sekil 3.3. Islak 1sitma glikasyon yontemiyle Maillard konjugatlarinin tiretimi

3.2.2.2. Mikrodalga destekli glikasyon yontemi ile Maillard konjugatlarinin
iiretimi

Mikrodalga 1sitma yontemi ile Maillard konjugatlarinin {iretimini yapmak i¢in
laboratuvarimizda denemeleri yapilan parametreler (giic, siire ve sicaklik)
kullanilmistir. Farkli oranlarda hazirlanan protein ve DNA ekstrakti (%1, %2.5, %5),
100 ml fosfat tampon ¢ozeltisi (0,2 M Ph:7) igerisinde karistirilmistir. Karigim bir
gece +4 °C’de bekletilmistir. Islem sonunda karistm mikrodalga 6zel balonuna
almarak 90 °C’de 550 W giiciinde 15 dk boyunca mikrodalga da kontrollii Maillard
reaksiyonuna tabi tutulmustur. Siire sonunda karigim hemen buzlu suya alinarak
reaksiyon sonlandirilmistir. Karisim 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek
stipernatant kismi toplanmig ve dondurarak kurutma (liyofilizasyon) cihazinda

(Coolermed, Tiirkiye) nihai toz konjugat elde edilmistir.
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%51, %2 5, %5 oranlarmda haarlanan

Mikrodalea destekli konj Santrifitlenen maillard kenjugatlar
DNA-protein karigum B R

s Top |

Konjugatlarm dondurarsk kurutulmast icin livofilizatére verimesi

Maillard kenjugatlarmnin toz forma donustirilmesi

Sekil 3.4. Mikrodalga destekli glikasyon yontemiyle Maillard konjugatlarinin iiretim
asamast

3.3. Analizler
3.3.1. DNA Analizleri

Esfandani-Bozchalayi ve digerlerinin (2019) metodu DNA analizleri i¢in
mindr degisiklikler ile uygulanmistir. Bu kapsamda 2:100 (2 pL DNA stok
solisyonu + 100 pL ultra saf su) oraninda elde edilen DNA'nin miktari
(konsantrasyon ve ekstraksiyon etkinligi) ve kalitesi (saflik ve bozulmamislik) 260
ve 280 nm'de spektrofotometrik  olarak  degerlendirilmistir.  Model
UV-1280, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan spektrofotometre kullanilarak safsizliklarla
kontamimasyonu degerlendirmek amacli A260/A280 oran1 kullanilmistir. Bu
spektrofotometrik analiz, ekstrakte edilen DNA numuneleri lizerinde 2 paralel
halinde gergeklesmistir. DNA’nin miktar ve kalite degerlendirmesi i¢in, domates
yapragindan alinan 1 pLL DNA, etidyum bromiir ile boyanmis %0,5 (w/v) agaroz jel
tizerinde, 60 dakika boyunca 75 V sabit voltajda 1x Tris-Asetat EDTA (TAE)
tamponu kullanilarak jel elektroforezine tabi tutulmustur. Elde edilen DNA bantlar1

gorsellestirilmistir (Esfandani-Bozchaloyi vd., 2019).
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3.3.2. Protein tozu ve Maillard konjugatlarimin analizleri
3.3.2.1. Protein ve Maillard konjugatlarimin fizikokimyasal 6zellikleri
3.3.2.1.1. Su aktivitesi

Protein ve konjugatlarin su aktivitesi degerlerini Pre Aqua LAB 6l¢iim cihazi
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Cihazin 6rnek kabina yaklasik 3 g kadar 6rnekler alindiktan
sonra oda sicakliginda nem degerine ulasincaya kadar bekletilmistir. dijital

gostergeden okunan degerler, numunelerin su aktivitesi olarak kaydedilmistir.

3.3.2.1.2. Renk

Toz numunelerin renk degerleri L* (aydinlik koordinati), a* (kirmizilik
koordinati) ve b* (sarilik koordinati) degerleri (Duangmal vd., 2008) Hunter Lab
cthazi (Color Quest® XE, ABD) kullanilarak ol¢iilmiistiir (AOAC, 1984).
3.3.2.1.3. Nem

Protein ve Maillard konjugat tozlarinin nem miktar1 gravimetrik yontemle
esitlik 3.1°e gore hesaplanmustir (AOAC, 1998). Ik olarak petri kaplar: sabit tartima
getirilerek daralar1 kaydedilmistir. Daha sonra numuneler petrilere 1’er g tartilarak
105 °C’de 24 s boyunca etiive yerlestirilmistir. Siire bittikten sonra petriler desikatore
alinarak sogutulmaya birakilmis ve toplam nem miktar1 asagidaki denkleme gore

hesaplanmustir.

e WD

Nem(®)= . x100 (.0)

Esitlikte;

N1: Tartilan numunenin kiitlece agirligi (g) + petri kab1 agirligi (g)

N2: Suyu uzaklastirilmis 6rnegin kiitlece agirligi (g) + petri kabi agirlhigi (g)

N3: Tartilan numunenin kiitlece agirlig1 (g) olarak tanimlanmustir.
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3.3.2.2. Protein ve Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel 6zellikleri
3.3.2.2.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi 151k spektroskopisi (FTIR)

Protein ve konjugatlarin yapisal degisiklikleri, amino gruplar1 ve bag yapilari
FTIR spektrofotometresi ile 500-4000 dalga boyu arasinda 400 cm-1 bolgede ve 1
cm-1 veri arali@1 kullanilarak oda sicakliginda belirlenmistir (Xu vd., 2018).
Konjugatlarin, protein-DNA etkilesimlerini tespit etmek i¢in IRTracer100 (EN230V)

spektrometresi (Shimadzu Corporation., Kyoto, Japonya) cihazi kullanilmistir.

3.3.2.2.2. Coziiniirlik

Maillard konjugatlarinin ve proteinin ¢oziiniirliigi Bradford yontemine gore
hesaplanmistir (Bradford, 1976). Bu metotta, numuneler 10 Mm fosfat tampon (Ph:7)
icerisinde 1 mg/ml olarak hazirlanmistir. Ardindan 30 dk boyunca karigtirilmis ve
siire sonunda numuneler 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Elde edilen {ist
fazdaki protein ve konjugat miktar1 Bradford kiti kullanilarak belirlenmistir. Protein

ve konjugatlarin ¢oziiniirliikleri esitlik 3.4°de verilen formiile gore hesaplanmaistir.

Mzmumesdals proteie mikrarl X100 (3.4)

3.3.2.2.3. Su tutma kapasitesi (STK)

Farkli formiilasyonlarda (%1, %2.5, %5) hazirlanan konjugatlar ve proteinin
su tutma kapasitesini (STK) belirlemek i¢in santrifiij tiiplerine 1 g numune tartilarak
tizerine 10 mL saf su eklenmistir. Karisim her 15 dk’da bir oda sicakliginda 10 sn
vorteks yardimiyla karistirilmis ve bu islem 1 saat siirmiistiir. Islem siiresi bittikten
sonra 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Silipernatantin ayrilabilmesi igin
santrifiij tlipii 45 °C’lik a¢1 ile 30 dk boyunca filtre kagidi {izerinde siizdiirtilmiis
ardindan tartima alinmistir. Bezelye proteininin ve Maillard konjugatlarinin su tutma
kapasitesi (%) esitlik (3.2)’deki gibi hesaplanmistir (Cho vd., 2004).

STK(%)=" T X100 (3.2)
Esitlikte;

N1: Protein/konjugat 6rneginin agirligi (g)
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N2: Santrifiij tiipiiniin daras1 (g)
N3: Son tartim (g) olarak tanimlanmustir.

3.3.2.2.4. Yag Baglama Kapasitesi (YBK)

Protein ve Maillard konjugatlarinin  yag baglama kapasitelerini
hesaplayabilmek i¢in STK analizi gibi darast alinan 50 ml’lik santrifiij tiiplerine 1g
numune tartilarak tizerine 10 ml Aycicek yag ilave edilmistir. Karigim her 15 dk’da
bir oda sicakliginda 10 sn vorteks yardimiyla karistirilmis ve bu islem yaklagik 1 saat
siirmiistiir. Islem siiresi bittikten sonra 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatantin ayrilabilmesi i¢in santrifiij tiipii 45 °C’lik a¢1 ile 30 dk boyunca filtre
kagidi iizerinde siizdiiriilmiis ardindan tartima alinmistir. Protein ve konjugatlarin

yag baglama kapasitesi (%) esitlik (3.3)’deki gibi hesaplanmustir.

STK(%)= R X100 (3.3)

Esitlikte;

N1: Protein tozu/konjugat 6rneginin agirhigi (g)
N2: Santrifijj tiipliniin daras1 (g)

N3: Son tartim (g) olarak tanimlanmustir.

3.3.2.2.5. Protein ve Maillard Konjugatlarimin Emiilsiyon o6zellikleri

Emiilsiyon stabilitesi (ES) ve Emiilsifiye edici aktivite (EA) Yuliana vd.,
(2014) yontemi ile belirlenmistir. Oncelikle 100 ml potasyum fosfat tampon (10 mM,
pH 7.0) igerisinde 0.5 g protein/konjugat karisimi ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra bir
beher igerisine protein/konjugat soliisyonu (7.5 ml) ve misir yagr (2.5 ml)
eklenmistir. Homojenizator (Ultra Turrax) yardim ile 12.000 rpm’de 1 dk boyunca
kanistirilmigtir.  Orneklerin su icinde yag emiilsiyonu (%25, v/v) olusturmasi
saglanmistir (Lee vd., 2021).

Emiilsiyon aktivite indeksi i¢in, 50 pL hazirlanan emiilsiyon ile 5 ml sodyum
dodesil stilfat (SDS) (%0.1, w/v) karistirilmistir. Daha sonra 500 nm dalga boyunda

UV—Vis spektrofotometre (Model UV-1280, Shimadzu, Japonya) ile karisimlarin
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absorbanslart okunmustur. Emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) icin de emiilsiyon
aktivitesi i¢in hazirlanan karigimlara ayni metot 10. ve 30. dakikalarda (ESI10 ve
ESI30) uygulanmis ve absorbans degerleri okunmustur. Protein ve Maillard
konjugatlarinin ESI ve EAI degerleri asagida verilen esitliklere gére hesaplanmustir.

EAI (m?/g) = (2x2.303xA0xSF)/(Cxex@=x10000)  (3.5)

ESI (dk) = (A0) xt/(A0-At) (3.6)

Burada,

A0 = homojenlestirmeden sonra seyreltilmis emiilsiyonun absorbansi,

SF = seyreltme faktorii,

C = protein/konjugat konsantrasyonu,

¢ = optik yol,

0 = yag hacim fraksiyonu,

At = ilgili zamanda seyreltilmis emiilsiyonun absorbans1 ve

t=10-30 dk

3.3.2.2.6. Kopiik Olusturma Kapasitesi ve Stabilitesi

Dondurarak kurutulmus protein/konjugat Ornekleri ve saf su ile %1 lik
cozeltiler hazirlanmistir.  Cozeltiler su  banyosunda (60 °C) 6 farkh
pH (2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0 ve 12.0) degerine ayarlanarak ¢oziindiiriilmiistiir. Protein
¢ozeltileri bir meziire aktarilmis ve aktarildigi andan itibaren baslangi¢ 0 dk, 30 dk
ve 60 dk sonra hacimleri kaydedilmistir. K&piik olusturma kapasitesi (KOK) ve
kopiik stabilitesi (KS) asagidaki esitliklere gore hesaplanmistir.

CHO X100 (3.7)

.....

¢H X100  (3.8)
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CH X100 (3.9
Bu esitlikte;
CH: Baslangicta hazirlanan ¢ozeltinin hacmi (mL)

CHO: Homojenizasyondan hemen sonra 6l¢iilii silindire aktarilan ¢6zeltinin
hacmi (mL)

CH30: Homojenizasyondan 30 dk sonra ¢6zeltinin hacmi (mL)
CH60: Homojenizasyondan 60 dk sonra ¢dzeltinin hacmi (mL)
KS30: 30. dakikada olusan kopiik stabilitesi

KS60: 60.dakikada olusan kopiik stabilitesi olarak tanimlanmistir.

3.3.2.2.7. Jellesme oOzellikleri

Bezelye protein tozlarinin jellesme 6zellikleri Yuliana vd., (2014) yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Farkli fraksiyon araliklariyla %2’lik protein fraksiyonuna
sahip stlispansiyonlar damitilmis su icerisinde hazirlanmistir. Yaklasik 1 saat kaynar
suda 1sitilan numuneler, buz banyosunda hizli bir sekilde sogutulmustur. Test tiipii
ters cevrildiginde kaymayan konsantrasyon en diisiik jellesme konsantrasyonuna

sahip oldugu g/100 g olarak belirlenerek kaydedilmistir.

3.3.2.2.8. Serbest amino gruplarimin miktari

Opa metodu serbest amino gruplarinin 6l¢limii i¢in kullanilan bir yontemdir
(Guan vd., 2006). Glikolize numuneler orbital ¢alkalayicida karistirilmig, daha sonra
4000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiijleme isleminden sonra iist faz
(stipernatant) numune olarak kullanilmis ve OPA yontemine gore soliisyon
hazirlanmistir. 0.5 ml numuneye 1.5 ml OPA reaktifi ilave edilerek 2 dk karanlikta
bekletilmistir. Karanlikta bekletildikten sonra UV/VIS Spektrofotometre ile 340

nm’de absorbans degerleri okunmus ve kaydedilmistir.
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3.3.2.2.9. Esmerlesme Yogunlugu

Esmerlesme yogunlugunun 6l¢iimii i¢in spektrofotometrik analiz yapilmistir.
OPA yontemine benzer bicimde hazirlanan protein/konjugat numuneleri UV/VIS
Spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda okutulmustur.

3.3.2.2.10. SDS-Page (Jel Elektroforezi)

Proteinler sodyum dodesil siilfat - poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
ile izlenmis, elektroforez sonrasi jeller Coomassie Brillant Blue G250 ile boyanarak

molekiil agirliklar tespit edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Maillard Konjugatlarinin Glikasyon Derecesi

Calisma kapsaminda OPA yoOntemi uygulanarak Maillard konjugatlarinin GD
degeri esitlik 4.1°e gore hesaplanmistir. Baslangicta modifiye edilmis bir amino
grubu bulunmadigindan sonuglar BP ile kiyaslanarak hesaplanmistir. Maillard
konjugatlarinin GD degerleri Cizelge 4.1°de verilmis, istatistik verileri Sekil 4.2°de

sunulmustur.

X100 (4.1

Cizelge 4.1. Maillard konjugatlarinin glikasyon dereceleri

OPA Glikasyon derecesi
Numune Aciklama
Absorbansi (%)
%]1 SB 0.092 -58.6% Diisiik glikasyon
%2.5 SB 0.111 -91.4% Serbest amin grubu artmig
Protein yapis1 bozulmus, serbest amin
%5 SB 0.117 -101.7%
grubu artmis
%1 mW 0.088 -51.7% Hafif glikasyon
%2.5
0.083 -43.1% En verimli glikasyon
mW
%5 mW 0.107 -84.5% Diisiik glikasyon
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%1 SB %2.5 SB %5 SB %1 MW %2.5 MW %5 MW
Numune

Glikasyon Derecesi (%)

Sekil 4.1. Maillard konjugatlarinin glikasyon dereceleri

(SB: Islak 1sitma destekli glikasyon konjugatlari, MW: mikrodalga destekli
glikasyon konjugatlari)

Sonuglar mikrodalga ile hazirlanan konjugatlarin 1slak 1sitma glikasyon
yontemine gore daha diisiik absorbans degeri verdigini gostermektedir.

4.2. Protein ve Maillard konjugatlarimin fizikokimyasal ozellikleri

Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarmin fizikokimyasal 6zellikleri
Cizelge 4.2°de sunulmustur. Bezelye proteinin su aktivitesi degeri 0.27, Maillard

konjugatlarinin su aktivitesi degeri ise 0.18-0,20 araliginda bulunmustur.

En diisik nem miktar1 mikrodalga ydntemiyle Maillard reaksiyonuna
ugratilmis %?2.5 formiilasyona sahip konjugat olarak belirlenmis ve en iyi sonug
olarak kaydedilmistir. Burada 1slak 1sitma (su banyosu) yontemiyle iiretilen

konjugatlarin mikrodalga yontemine gore %Nem degerleri daha yiiksek ¢ikmustir.

Yapilan renk analizinde Maillard konjugatlariin L* degeri proteine gore daha
diisiik ¢ikmistir. Bu durum reaksiyonun basariyla ger¢eklestigini, konjugatlarin renk

degistirdigini ve koyulastigini, aroma-tat veya fonksiyonel 6zelliklerde degisiklikler
olabilecegini gdstermektedir.
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Cizelge 4.2. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin fizikokimyasal 6zellikleri
Analizler Islak isitma yontemiyle glikasyon Mikrodalga destelli glikasyon
BP %1 SB %2.5 SB %5 SB %1 mW %02.5 mW %S5 mW
Su aktivitesi 0.27+0.00 0.20+0.00 0.17+0.00 0.11+0.00 0.20+0.00 0.19+0.00 0.18+0.00
% Nem 4.94+0.11 4.75+0.10 4.65+0.00 3.88+0.14 3.6240.29 2.66+0.24 3.46x0.10
Renk L* 75.814£2.26 | 50.07+0.84 | 54.83+0.89 | 39.27+4.22 | 50.86+2.35 | 53.78+0.86 | 47.88+4.30
a¥ 3.75+0.00 2.77+0.00 2.79+0.36 1.83+0.16 2.56+0.50 2.67+0.61 2.88+0.19
b* 19.58+0.00 11.9440.5 13.2241.52 | 6.95£0.42 | 12.08+1.18 | 11.02+3.98 | 12.26+1.08

4.3. Protein ve Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel ozellikleri

Protein ve maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel 6zellikleri Cizelge 4.3’te

sunulmus ve sonuglar alt basliklar halinde detayli olarak incelenmistir.

Cizelge 4.3. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel

Ozellikleri
Analizler Islak 151tma yontemiyle glikasyon Mikrodalga destekli glikasyon
BP %1 SB %25SE %S5 SB 951 W %25 mW %5 mW
(-'°Z'(';':;"l“k 72.64£0.00 | 73.46£0.00 | 77.47£0.00 | 80.95+0.00 | 81.600.00 | 82.53+0.00 | 81.99:+0.00
Su tutma
| DWIA a6 46£1.52 | 443.76+1.62 | 448.56£1.38 | 452.84+1.07 | 458.7442.02 | 472.35+0.18 | 462.36+0.96
kapasitesi (%)
Yag baglama | 55, 26,660 | 407.9241.16 |413.02£1.15| 415.4720.91 | 418.89+0.87 | 433.20£0.36| 420.47:0.68
kapasitesi (%)
Kipiik
olustmma | 56.00 =4.04 | 70.00£3.51 | 74.00£3.05 | 76.00+2.51 | 78.00+2.51 | 84.00+2.00 | 80.00+2.51
Kapasitesi (%)
Kipilk 71.4243.02 | 80.00:0.98 | 83.78+0.87 | 86.84:121 | 87.17£1.21 | 90.47£0.51 | 87.50+1.21
stabilitesi (%0)
Emiilsiyon
aktivitesi | 21.62£0.05 | 25.71£0.02 | 27.36£0.01 | 29.79:0.13 | 32.47+0.19 | 35.88+0.02 | 34.44+0.01
EAT (in*/g)
Emiilsivon
stabilitesi | 69.27+1.27 | 73.47+0.07 | 77.17+0.81 | 80.04=0.35 | 82.16+0.76 | 87.3520.49 | §4.97+0.03
(ESIL0)
Emiilsivon
stabilitesi | 51.7240.84 | 67.60+0.29 | 74.64+0.03 | 77.92+0.07 | 78.68+0.02 | 86.01+1.28 | 82.00+0.98
(ESI30)
4.3.1. Coziiniirlik
Bezelye proteini ve farkli formiilasyonlarda hazirlanan Maillard

konjugatlarinin ¢oziiniirliik degerleri Cizelge 4.3’te sunulmustur. Mikrodalga destekli

glikasyon ile elde edilen konjugatlar, geleneksel bir yontem olan 1slak 1sitma

yontemine gore daha yiiksek bir ¢oziiniirliige sahip oldugu saptanmistir.
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4.3.2. Su tutma kapasitesi (STK)

Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin su tutma kapasiteleri Cizelge
4.3’te verilmistir. Sonuglar karsilastirildiginda mikrodalga yontemiyle elde edilen
konjugatlarin 1slak 1sitma yontemiyle elde edilen konjugatlara gore proteinin STK

degerini daha cok gelistirdigini gostermistir.

4.3.3. Yag baglama kapasitesi (YBK)

BP ve Maillard konjugatlarinin YBK degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir.
Sonuglara gére DNA-protein  konjugasyonunun  mikrodalga yOntemiyle
gerceklestirilmesi BP yag baglama kapasitesi degerini arttirdigr geleneksel bir

yontem olan 1slak 1sitmaya gore daha i1yi gelistirdigi gozlenmistir.

4.3.4. Kopiik olusturma kapasitesi ve kopiik stabilitesi (KOK ve KS)

Kopik Olusturma Kapasitesi

-
=

N

=
b
WA
=
=

%2.558 %5 58 %25 M

Kopiik Stabilites|
100

Bop

60

Yizde (%)

40

20

[+

%158 %2.5 58 %5 58 %l MW %2.5 MW FS MW

(Cubuklarmm fizerindeki farkl: harfler aym satirdaki ornekler arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar1  (p < 0.05) gostermektedir)

Sekil 4.2. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin kdpiik olusturma kapasitesi
ve kopiik stabilitesi degerleri

Protein ve farkli formiilasyonlarda hazirlanan Maillard konjugatlarinin kopiik

olusturma kapasite ve stabilite degerleri Cizelge 4.3’te verilmis, Sekil 4.2'de

98]
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sunulmustur. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi degerlerinde en yiiksek deger
%2.5 mW konjugatinda gozlenmistir. Bu durum mikrodalga destekli glikasyon ile
elde edilen konjugatlarin 1slak 1sitma glikasyona gore daha yiiksek kopiik olusturma

kapasitesi ve stabilitesi sergiledigi goriilmiistiir.

4.3.5. Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi (EAI ve ESI)

Emillsiyon Aktivitesi (EAl) _ Emiilsiyon Stabilitesi (ES10),
a = 34 B2.1¢8 —
5 —
35 : —b 80|
“
0 —F
L]
w 25 ——1 v 60;
t H
o 20 £
= 2
= s 407
£15 | S
10 | 20}
5 |
0 ! " 2 @ e % e ) &
9 @ ey ) B & L) o S S & &
- 5’ o & A > 42 o > 5
A A o

Emiilsiyon Stabilitesi (ES30)

86,01

S E—

Ortalama = 55
=]

(Emiilsivon dzelliklerinde elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli farklar gostermektedir (p < 0.05). 30 dakikalik
stabilite degerlendirmesinde farkl: harflerle isaretlenen gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmistir (p < 0.05).
Aymi harfi tasiyvan gruplar arasinda ise anlamli fark yoktur.

BP: Bezelye proteini, SB: Islak 1sitma destekli glikasyon konjugatlar:, MW: Mikrodalga destekli glikasyon konjugatlar1).

Sekil 4.3. BP ve Maillard konjugatlarinin EAI, ESI10 VE ESI30 degerleri

BP ve Maillard konjugatlart icin EAI ve ESI degerleri Cizelge 4.3’te
verilmistir. Degerlerin  karsilagtirilmast ise  Sekil 4.3'te  verilmistir. Maillard
konjugatlar1 arasinda en 1yt EAI degerinin %2.5 mW konjugatinda oldugu
saptanmistir. Protein ve Maillard konjugatlarinin ESI degerleri dikkate alindiginda
her iki yontemle elde edilen konjugatlarin tek basina proteine gore stabilitelerini daha
fazla korudugu tespit edilmistir.

4.3.6. Fourier doniisiimlii kizilotesi 151k spektroskopu (FTIR) analizi

Uygulanan iki farkli glikasyon yonteminin DNA-protein arasinda olusturdugu
baglarin incelenmesi i¢in FTIR sonuglar1 kaydedilmistir (Sekil 4.4).
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DNA

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Dalga sayist (cm™)
Sekil 4.4. DNA ve Maillard konjugatlarinin FTIR spektrumlari

4.3.7. SDS Page (jel elektroforezi)

Sds-page jel goriintiisii Sekil 4.5'te verilmistir. Goriintii kisaltmalar1 Cizelge
4.4’te verilmigtir. Mikrodalga 1sitmanin 1slak 1sitma yOntemine gore konjugatlari

daha ¢6ziiniir kildigini, daha ayristiric 6zellik gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin SDS goriintii agiklamalari

Numune Aciklama
BP Ham bezelye proteini (kontrol)
%1, %2.5, %5 SB Su banyosunda 1sitilmis konjugatlar
%1, %2.5, %5 mW Mikrodalga ile 1sitilmus konjugatlar
MA Molekiiler agirlik belirteci
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MA (kDa) BP %1SB %25SB %3SB %1 MW %2.5MW %35 MW

Sekil 4.5. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin SDS Page goriintiileri

4.3.8. Jellesme Ozellikleri

%l1SB  %25SB %5.0SB %I MW %25MW %5.0 MW

Sekil 4.6. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin jel goriintiileri

Bezelye proteini ile gerceklestirilen Maillard konjugatlarinin jellesme
ozellikleri Sekil 4.6’da gosterilmistir. Numuneler su banyosu (SB) ve mikrodalga
(MW) olmak tizere iki farkli 1s1l islemle gerceklestirilmistir.

4.3.9. Esmerlesme yogunlugu

Protein ve Maillard konjugatlarinin esmerlesme yogunlugu degerleri Cizelge
4.5’te verilmistir. Bu degerler ortalama (ORT) ve standart sapma (STD) degeri
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cinsinden sunulmustur. Kaydedilen sonuglar esmerlesme tepkimesinin miktarini ve

tutarliligini gostermektedir.

Cizelge 4.5. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin esmerlesme yogunlugu

degerleri

Ornek ABS/STD degerleri

BP 0.069+0.00

%]1 SB 0.078+0.00

%2.5 SB 0.209+0.00

%S5 SB 0.256+0.00

%1 mW 0.086=0.00

%2.5 mW 0.239=0.00

%5 mW 0.267=0.00
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5. TARTISMA

Glikasyon derecesi (GD) Maillard konjugasyon siirecini degerlendirmek, bir
protein molekiiliindeki serbest amin gruplarinin ne kadarinin sekerle tepkimeye girip
kovalent bag olusturdugunu gosteren bir orandir. Glikasyon derecesi analizi; protein-
karbonhidrat  konjugatlariin  olusum  etkinligini  belirlemek, fonksiyonel
ozelliklerdeki (¢oziintirliik, stabilite, emiilsifiye kapasitesi vs.) degisimi anlamak,
Maillard reaksiyonunun ilk basamagindaki reaksiyon verimliligini degerlendirmek ve
gida endiistrisinde iirtin kalitesini iyilestirmek agisindan onemlidir (Fikry vd., 2022).
OPA, gerekli modifikasyon islemlerini takiben protein karigiminda kalan serbest
amino grubunu 6lgmek ve GD degerini belirlemek i¢in uygulanan bir yontemdir
(Sajib vd., 2020). Calisma kapsaminda OPA yontemi uygulanarak Maillard
konjugatlarinin GD degeri esitlik 4.1°e gore hesaplanmistir. Baglangicta modifiye
edilmis bir amino grubu bulunmadigindan sonuclar BP ile kiyaslanarak

hesaplanmastir.

Basaril1 bir konjugasyon islemi icin serbest amin grubu miktarinin azalmasi,
yani disik OPA absorbans degeriyle sonuclanir (Yilmaz ve Sahin, 2021). Bu
calismada bezelye proteini ile hazirlanan farkli formiilasyonlardaki konjugatlarin
OPA absorbans degerleri 340 nm dalga boyunda 6l¢ililmiistiir. Kontrol 6rnegi olan
BP absorbans degeri 0.0585 olarak tespit edilmistir. Farkli yontemlerle ve farkl
formiilasyonlarla hazirlanan konjugatlarin absorbans ve glikasyon
dereceleri degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde tiim
konjugat gruplarinda kontrol 6rnegine (BP) kiyasla serbest amin grubu miktarinda
artis gozlenmis olsa da, mikrodalga ile hazirlanan konjugatlarin, 1slak 1sitma
glikasyon yontemine gore daha diisiik absorbans degeri verdigi ve daha yiiksek
glikasyon derecesi gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle %2.5 mW konjugatinda
Olclilen absorbans degeri (0.083), glikasyon derecesi ise -43.1% oldugu
gozlemlenmistir. Kontrol degerine oldukca yakin olan bu deger, en verimli
konjugasyonun bu grupta gergeklestigini gostermektedir. Degerlerin negatif ¢ikmasi
konjugasyon kosullar1 altinda proteinin parcalanmis yada modifikasyona ugramis
olabilecegini, ortam (ph, sicaklik, siire) kosullarinin glikasyona etki edebilecegini
gostermektedir (Oliver vd., 2006). Buna karsilik %5 SB konjugatinda gozlenen
ylksek absorbans (0.117), serbest amin grubu miktarinin en fazla kaldigmni ve
dolayistyla konjugasyon veriminin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir. Bu durum
mikrodalga 1sitmanin Maillard reaksiyonunu daha etkin bir sekilde tesvik ederek
DNA-protein etkilesimini arttirdigin1 ve daha verimli bir konjugasyon sagladigini

ortaya koymaktadir. Literatiirde de mikrodalga destekli konjugasyonlarin geleneksel
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yontemlere gore daha yiiksek verimle ve daha kisa silirede gerceklestigi
belirtilmektedir (Wang vd., 2020).

5.1. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarimin fizikokimyasal 6zellikleri

Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarmin fizikokimyasal 6zellikleri
Cizelge 4.2’de sunulmustur. Su aktivitesi gidalarda biyokimyasal reaksiyonlar i¢in
mevcut bulunan serbest suyu tanimlayan bir parametredir (Quek vd., 2007). Bezelye
proteinin su aktivitesi degeri 0.27, Maillard konjugatlarinin su aktivitesi degeri ise
0.18-0,20 araliginda bulunmustur. Gidalarda bakteriyel gelisim goriilmemesi i¢in su
aktivitesi degerinin 0,9’un altinda olmasi gerekmektedir (Syamaladevi vd., 2016).
Gidalarda bulunan nem miktar1 bezelye proteini i¢cin %4.94, Maillard konjugatlarinda
ise %2.60-4.75 araliginda bulunmustur. Maillard konjugatlarinda en iyi nem
degerinin %2.5 mW ait oldugu tespit edilmistir. Burada 1slak 1sitma (su banyosu)
yontemiyle tretilen konjugatlarin mikrodalga yontemine gore %Nem degerleri daha
yiiksek ¢cikmistir. Konjugatlarin en diisiik %Nem degerleri sirasiyla %2.5 mW > %5
mW > %1 mW > %5 SB > %2.5 SB > %1 SB > BP seklinde kaydedilmistir.
Kurutma sonrasi islemlerde nem miktarinin %5’in altinda olmasi basarilt bir islem

olarak kabul edilmistir.

Tiiketici tercihinde kalite parametrelerinden biride renk faktoriidiir. Gida
uygulamalarinda Maillardin konjugatlar iizerinde renk veya tatta en az seviyede
degisiklik ile gelismis islevsellik saglamas1 gerekmektedir. Maillard konjugatlarinin
renk  degisikligini  Onlemek amaciyla reaksiyonun kontrollii  sartlarda
gerceklestirilmesi gerektigi bilinmektedir (Oliver vd., 2006). Bezelye proteininin L* ,
a* , b* degerleri sirasiyla 75.81-3.75-19.58, domates yapragindan elde edilen DNA
tozunun L* | a* | b* degerleri 46.03-1.98-7.34 olarak bulunmustur. Maillard
konjugatlarinin L* (agiklik-koyuluk) degeri 39.27-54.83 araliginda bulunmustur. Bu
durumda Maillard konjugatlarinin proteine gére L* degerinin daha diisiik ¢ikmasi
reaksiyonun Dbasariyla gergeklestigini, konjugatlarin renk degistirdigini ve
koyulastigini, aroma-tat veya fonksiyonel ozelliklerde degisiklikler olabilecegini

gostermektedir.

5.2. Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin teknofonksiyonel ozellikleri

Proteinler; yag baglama, su tutma, ¢Oziiniirliik, emiilsiyon olusturma ve
jellesme gibi ¢ok sayida teknofonksiyonel 6zelliklerinden dolayr gidalarin goriiniis,
yap1 ve tekstiirel ozelliklerine katkida bulunmalar1 nedeniyle gida bileseni olarak

kullanilmaktadirlar (Hadidi vd., 2024). Fizikokimyasal, teknofonksiyonel ve besinsel
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ozelliklerini degistirmek icin proteinlerin ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemler kullanilarak modifikasyon islemi gerceklestirilmektedir (Ke ve Li, 2023).
Bu yontemler ig¢inde en yaygm kullanilan Maillard reaksiyonu proteinlerin
teknofonksiyonel o6zelliklerini gelistirmesi nedeniyle konjugasyon calismalarinda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Amiratashani vd., 2024). DNA ve protein
konjugasyonu ile DNA’nin hidrofilik yapisi, proteinin genel hidrofilikligini
arttirabilir. Bu durum, proteinin suda ¢oziiniirliigiinii iyilestirir. Ozellikle pH’ye
duyarl ¢oziniirliik davranisi degisebilir (Zhang vd., 2015). Ayrica DNA elektrik
yuklii yapisiyla elektrostatik stabilizasyonu arttirir. Daha kararli emiilsiyonlar
olusturabilir. Bu 6zellik fonksiyonel gida bilesenleri iiretiminde avantaj saglar (Liu
vd., 2019). Yapilan calismalarda protein ile DNA’nin baglanmasi sonucu yag
baglama kapasitesi ve emiilsiyon stabilitesi artabilir. Coziiniirlik daha dengeli hale
gelebilir ve jel yapisi daha esnek olabilir. BP ve Maillard konjugatlarinin
teknofonksiyonel 6zellikleri Cizelge 4.3'te sunulmustur.

Coziiniirlik; gida endiistrisinde proteinlerin degerlendirilmesi ve kullanimi
acisindan onemlidir. Fonksiyonel Ozelliklerde en belirleyici temel ozelliklerden
biridir.Emiilsiyon isleminin istenilen sekilde gerceklesebilmesi igin ¢oziintirliigiin
ylksek olmasi gerekmektedir (Cheftel vd., 1985). Emiilsiyonun yani sira yiiksek
¢Oziiniirlik degeri kopiirme, jellesme ve ¢irpilma gibi diger fonksiyonel 6zelliklerde
yilesme saglamaktadir (Mohanty vd., 1988; Barbut, 1996). Bezelye proteini ve farkli
formiilasyonlarda hazirlanan Maillard konjugatlarinin ¢oziiniirliik degerleri Cizelge
4.3’te sunulmustur. Tek basina bezelye proteini ¢ozliniirliigii %72 olarak
bulunmustur. Bezelye proteini ile domates yapragindan elde edilen DNA’nin
Maillard reaksiyonuna ugratilmasi sonucu meydana gelen konjugatlar ¢oziniirliigii
artirmigtir.  Farkli yoOntemlerle elde edilen konjugatlarda c¢oziiniirlik %73-83
araliginda degismektedir. Islak 1sitma glikasyon yontemiyle elde edilen %1, %2.5 ve
%S5 konjugatlan sirasiyla %73.46, %77.47, %80.95 olarak bulunmustur. Mikrodalga
destekli glikasyon ile elde edilen %1, %2.5, %5 konjugatlarinda ise sirastyla %81.60,
%82.53, %81.99 olarak bulunmustur. Konjugatlar arasinda %2.5 mW konjugati en
yiksek ¢oziiniirliige sahiptir. Maillard konjugatlar1 arasinda  ¢oOziintirlik
siralamas1t %2.5 mW > %5 mW > %1 mW > %5 SB > %2.5 SB > %1 SB > BP
seklinde kaydedilmistir. Mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlar,
geleneksel bir yontem olan 1slak 1sitmaya gore daha yiiksek bir ¢oziiniirliige sahip
oldugu saptanmustir. Ertugrul vd. bezelye proteinin fonksiyonel 6zelliklerinin
gelistirilmesi lizerine yaptig1 bir calismada da mikrodalga destekli glikasyon
yonteminin 1slak 1sitma yontemine gore glikasyon sonrasi ¢Oziiniirliigiinii arttirdigi

rapor edilmistir. Sonuglara gore DNA-protein konjugasyonunun protein
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¢Ozilinlirliglnii arttirdig1 saptanmis ve en 1iyi sonuglarin mikrodalga destekli

glikasyon ile saglandigi rapor edilerek sunulmustur.

Proteinler ne kadar cok su tutarlarsa o oranda ¢ok c¢oOziinmektedirler.
Proteinlerin yiiksek STK degerine sahip olmasi ¢esitli gida iirlinlerinde nem kaybinin
azalmasina neden olur. Boylelikle islemede verimin artmasma yardimci
olmaktadirlar. Proteinlerin su tutma kapasitesi boyut, sekil, hidrofobik-hidrofilik
etkilesimlere baglidir. Protein yapilarinin ¢odziinme gostermeden suyu yapisinda
tutmasi ve viskoziteyi arttirarak son iiriine kivamli bir form saglamasi istenilen bir
durumdur (Seena ve Sridhar, 2005).

Bezelye proteini ve Maillard konjugatlarinin su tutma kapasiteleri Cizelge
4.3’te verilmistir. BP’nin STK degeri %436.46 olarak bulunmustur. Bu deger
proteinin yiiksek su tutma kapasitesi oldugunu gida formiilasyonlarinda oldukca
fonksiyonel, oOzellikle suyu baglama agisindan olduk¢a giiclii  oldugunu
gostermektedir. Islak 1sitma yontemiyle elde edilen Maillard konjugatlarinin STK
degerleri ise %443.76-452.84 arasinda degismektedir. Mikrodalga destekli glikasyon
ile elde edilen konjugatlarin STK degerleri %458.74-472.35 arasinda degismektedir.
Sonuglar karsilastirildiginda mikrodalga yontemiyle elde edilen konjugatlarin 1slak
1sitma yontemiyle elde edilen konjugatlara gore proteinin STK degerini daha ¢ok
gelistirdigini  gostermistir.  Ancak her iki yontemle gergeklestirilen Maillard
reaksiyonunda proteinin yapisini gelistirdigini, DNA ile meydana getirdigi
konjugasyonda proteinin su tutma kapasitesini arttirdigini1 ve teknofonksiyonel
ozelligini gelistirdigini gostermistir. Konjugatlar arasinda STK siralamasi %2.5
mW > %5 mW > %1 mW >%5 SB > %2.5 SB > %1 SB > BP olarak kaydedilmistir.
Konjugatlarda en yiiksek STK degeri %2.5 mW formiilasyonunda gosterdigi
saptanmistir Sonuglar degerlendirildiginde DNA-protein konjugasyonun mikrodalga
yontemiyle gerceklestirilmesi BP’nin STK degerlerini daha 1iyi gelistirdigini

gostermistir.

Gidalarin  duyusal ve fiziksel Ozelliklerini belirleyen en Onemli
parametrelerden biri de yag baglama kapasitesidir. Proteinlerin iizerinde yapilan
calismalarda ¢oziintirliigi diisiik, hidrofobitesi yiiksek olan proteinlerin yag baglama
kapasitelerinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Partikiil boyutu kiiciik diisiik
yogunluklu protein toz formlarinin yiiksek yogunluklu formlara oranla yag baglama
kapasitelerinin daha yliksek oldugu belirlenmistir (Cheftel vd., 1985). BP ve
Maillard konjugatlarinin YBK degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. Bu degerlere gore
BP’nin YBK degeri %351.26 olarak bulunmustur. Islak 1sitma yontemine gore elde
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edilen Maillard konjugatlarinin  YBK degerleri  %407.92-415.47 arasinda
degismektedir. Mikrodalga destekli Maillard konjugatlariin  YBK degerleri
%418.89-433.20 arasinda degismektedir. Her iki yonteme gore YBK degerleri
onemli Olgiide artis goOstermistir. Ancak mikrodalga destekli konjugasyonda yag
baglama kapasitesi 1slak 1sitma yontemine gore daha yiiksektir. Bu da mikrodalga
yontemiyle gergeklestirilen Maillard reaksiyonunun protein yapisini  ve
teknofonksiyonel 6zelliklerini gelistirdigini gostermistir. Konjugatlar arasinda YBK
degeri siralamast %2.5 mW > %5 mW > %1 mW > %5 SB > %2.5 SB > %1 SB >
BP olarak kaydedilmistir. STK gibi YBK de en yiiksek deger %2.5 mW
kaydedilmistir. Sonuglara goére DNA-protein konjugasyonunun mikrodalga
yontemiyle gergeklestirilmesi BP yag baglama kapasitesi degerini arttirdigi

geleneksel bir yontem olan 1slak 1sitmaya gore daha iyi gelistirdigi gézlenmistir.

Protein hidrofobikligi, ara yiizey 6zelligi ve kopilik tutma kabiliyetine sahip
proteinin en Onemli fizikokimyasal Ozelliklerinden biri de kopiik olusturma
ozelligidir (Dakhili vd., 2019). Cirpma yada hava enjekte etme islemi yapilirken
hava/su arasinda olusan ara yiizeydeki gerilimin hizli bir sekilde diisiirtilmesi kopiik
olusumu i¢in en 6nemli faktordiir (Makri vd., 2005). Kopiik olusumu ve stabilitesini;
¢Oziinlirlik, ortam pH’1, protein tiirli, hazirlanma sekli, ortamdaki tuz varlig1 ve
hidrofobik interaksiyonlar etkilemektedir. Ayrica kopiik stabilitesini ve olusumunu;
molekiiler esneklik, net yiik, yiik dagilimi, yilizey hidrofobiditesi gibi 6zellikler de
etkilemektedir (Massoura vd., 1998). Proteinler miikemmel hidrofilik ve hidrofobik
aminoasit dengesi ortaminda kopiik olusturma kapasitesinin artabilmesi yiiksek
¢Oziiniirlikk ve yiizey yiikii oldugunda miimkiindiir (Lafarga vd., 2018; Shevkani vd.,
2015). Kopiik olusturma kapasitesi, kopiik hacmindeki degisikligin ol¢iilmesi ile
belirlenirken, kopiik stabilitesi ise kopiigiin hacmindeki azalma ile belirlenir (Gharbi
ve Labbafi, 2019). BP ve Maillard konjugatlarimin kopik olusturma ve kopik
stabilitesi degerleri Cizelge 4.3'te verilmis ve Sekil 4.2'de sunulmustur. Tek basina
BP kopiik olusturma kapasitesi %56.00 bulunurken 30 dakika sonra kaydedilen
koptik stabilitesi degeri %71.42 bulunmustur. Islak 1sitma yontemiyle farkl
formiilasyonlarda (%1, %2.5, %5) elde edilen Maillard konjugatlarinin kopiik
olusturma kapasiteleri sirasiyla %70.00, %74.00, %76.00 olarak bulunmustur. Kopiik
stabilite degerleri ise sirastyla %80.00, %83.78, %86.84 olarak kaydedilmistir.
Mikrodalga destekli glikasyon ile farkli formiilasyonlarda (%1, %2.5, %5) elde
edilen maillard konjugatlarinin kopiik olustuma degerleri sirasiyla %78.00, %84.00,
%80.00 olarak bulunmustur. Kopiik stabilite degerleri ise sirasiyla %87.17, %90.47,
%87.50 olarak kaydedilmistir. Hem kopiik olusturma degerleri arasinda hem de
koptik stabilite degerleri arasindaki siralama %2,5 mW > %5 mW > %1 mW > %5
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SB > %2,5 SB > %1 SB > BP seklinde olur (p<0.05). Kopiik olusturma kapasitesi ve
stabilitesi degerlerinde en yiiksek deger %2.5 mW konjugatinda gdzlenmistir.Bu
durum mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen konjugatlarin islak 1sitma
glikasyona gore daha yiiksek koplik olusturma kapasitesi ve stabilitesi
sergiledigini gostermistir. Mikrodalga sisteminin daha iistiin glikasyon derecesine
sahip konjugatlar olusturdugunu ve fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmis oldugunu
dogrulamistir. Mikrodalga 1sitma etkisi protein yapisindaki hidrofobik gruplarin
ylizeye cikarak hidrofobik etkilesimle hava-su arayilizey filmini destekler. Boylece
konjugatlarin kopiirme kapasitesi ve stabilitesini arttirir. Ayrica kopiik stabilitesi
arttiran bir diger etmen partikiil boyutunun kiigiilmesi ve daha kiigiik hava

kabarciklarinin iiretilmesidir (MartinezVelasco vd., 2018).

Su, yag gibi birbiri igerisinde karismayan en az iki farkli sivinin emdiilsiyon
olustururken protein molekiiliiniin ara yiizeye adsorblanabilme kabiliyetine
emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) denir. Emiilsiyon stabilitesi (ESI) ise emiilsiyonda
faz ayrimi olugsmadan stabil kalabilme siiresidir. Emiilsiyonun dayanikliliginin
gostergesidir. Proteinlerin emiilsiyon 6zelliklerini belirleyen ana bilesenler proteinin
konsantrasyonu ve yiizey hidrofobisitesidir (Subagio, 2006). BP ve Maillard
konjugatlar1 i¢cin EAI ve ESI degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. Degerlerin

karsilastirilmasi istatistiki olarak Sekil 4.3’te verilmistir.

Tek basina BP i¢in EAI degeri 21.62 m?/g olarak bulunmustur. Bu deger BP
icin literatiir taramalarinda goriilebilen bir degerdir. BP i¢in EAI degeri yaklasik
20-40 m?/g araligindadir (Zhu, 2010). Maillard reaksiyonu i¢cin EAI degerini 6nemli
Olclide etkilemistir. Islak 1sitma glikasyon yontemiyle elde edilen farkl
formiilasyonlardaki konjugatlarin EAI degerleri sirastyla %1 SB i¢in 25.71 m?/g,
%2.5 SB i¢in 27.36 m%*g, %5 SB i¢in ise 29.79 m?/g olarak kaydedilmistir.
Mikrodalga destekli glikasyon yontemi i¢in elde edilen konjugatlarin EAI degerleri
ise %1 mW i¢in 32.47 m*/g, %2.5 mW i¢in 35.88 m*/g, %5 mW icin ise 34.44 m?/g
olarak kaydedilmistir. Konjugatlarin EAI degerleri arasindaki siralama %2.5 mW >
%5 mW > %1 mW > %5 SB > %2.5 SB > %1 SB > BP olarak kaydedilmistir (p <
0.05). Maillard konjugatlar1 arasinda en iyi EAI degerinin %2.5 mW konjugatinda
oldugu saptanmistir (p < 0.05). Bu en yiiksek degere sahip %2.5 mW konjugati, tek
basina BP’nin EAI degerini %65.95 arttirmistir (p < 0.05). Protein ve Maillard
konjugatlarinin  ESI degerleri dikkate alindiginda her iki yontemle elde edilen
konjugatlarin tek basma proteine gore stabilitelerini daha fazla korudugu tespit
edilmistir. Bu degerlere gore mikrodalga destekli glikasyon ile elde edilen

konjugatlarin ESI degerleri 1slak 1sitma glikasyon yontemiyle elde edilen
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konjugatlara gore daha yiiksektir (p < 0.05). Bu degerlere gore mikrodalga destekli
glikasyon ile elde edilen konjugatlarin ESI degerleri 1slak 1sitma glikasyon
yontemiyle elde edilen konjugatlara gore daha yiiksektir (p < 0.05). Bu da
mikrodalga yonteminin 1slak 1sitma yontemine gore stabilitesini daha iyi korudugunu
gostermektedir. Sonuglara gore en yiiksek ESI degerine sahip %2.5 mW konjugati
tek basia BP ile olusturulan emiilsiyonun ESI degerini 10 ve 30 dk sonra sirasiyla
%26.10 ve %66.29 olarak arrtirdig1 bulgulanmistir (p < 0.05). Proteinlerin emiilsifiye
edici davraniglarinin suda yag emiilsiyonlarinda Maillard konjugasyon islemi ile
gelistirildigi ve stabilize edebilmek ic¢in Maillard konjugatlarinin  emiilgator
gorevinde kullanimi Onceki caligmalarda da bildirilmistir (Nooshkam ve Varidi,
2020). Mikrodalga destekli Maillard konjugatlari ile olusturulan emdiilsiyonlar, 1slak
1sitma Maillard konjugatlarina gére daha kararli ve stabil bir yap1 gostermislerdir.
Mikrodalga sistemleri, sicaklik ve zaman kontroliiyle protein konjugatlarinin elde
edilmesi i¢in yiiksek tekrarlanabilirlik ve kontrollii kosullar sunar. Mikrodalga 1s1s1
glikasyon reaksiyonunu hizlandirarak daha yiiksek glikasyon derecelerine
ulasilmasini saglar. Ornegin ovalbumin-dekstran (OVA-DX) konjugatlar1 15-60 dk
arasinda 1sitildiginda, geleneksel bir yontem olan 1slak 1sitmaya gore daha yiiksek
glikasyon derecelerine ulasmistir (Xiao vd., 2019). Glikasyon, protein yilizeyindeki
hidrofobik bdlgelerin  ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Bdylece emiilsiyon
stabilitelerini artirmis olurlar (Namli vd., 2021). Mikrodalga ile glike edilmis
proteinler, daha yiiksek yiizey hidrofobikligi gosterir ve yag damlaciklarinin stabilize
edilmesinde daha etkili olurlar. Mikrodalga ile glike edilmis proteinler, daha kii¢iik
ve homojen damlacik boyutlarina sahip emiilsiyonlar olusturur. Bu, emiilsiyonlarin
daha stabil olmasini ve estetik agidan daha hos goriinmelerini saglar (Ertugrul vd.,
2021).

Domates yapragi DNA’s1 ve farkli formiilasyonlarda iki farkli metotla iiretilen
Maillard konjugatlarinin molekiil tiiriinii incelemek ve degisimi gérmek i¢in FTIR
spektroskopisi analizleri yapilmistir. 500-4000 cm-1 dalga boyunda c¢alisiimistir.
Analizlerden 6nce numunelerin su aktivite degerleri 0.1-0.2 araliinda bulunmustur.
Uygulanan 1slak 1sitma ve mikrodalga 1sitma islemlerinin DNA-protein arasinda
olusturdugu baglarin incelenmesi i¢in FTIR sonuglart kaydedilmistir (Sekil
4.4). Reaksiyon sonrasi konjugatlarin absorbsiyon bantlarinda kayma ve azalmalar
goriilebilir. Ayrica yeni absorbsiyon bantlar1 molekiil i¢i ve molekiiller arasinda

etkilesime girebilir (Pirestani vd., 2018). FTIR spektrumlarina gore;
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J DNA: En iistte yer alan siyah spektrum saf, Maillard islemine
ugramamis DNA yapisini temsil etmektedir.

J %1, %2.5, %5 SB konjugatlari: Bu ii¢ spektrumda (mor, turuncu, agik
mavi) 1slak 1sitma glikasyon ile muamale edilen Konjugatlarin spektrumlarini
temsil etmektedir.

J %1, %2.5, %5 mW konjugatlari: Bu ii¢ spektrumda (kirmizi, mavi,
yesil) mikrodalga 1sitma glikasyon ile muamele edilen konjugatlarin

spektrumlar1 yer almaktadir.

FTIR sonuglarina gore 1slak 1sitma (SB) ve mikrodalga 1sitma (mW)
islemlerinin ardindan artan oranlarda spektral degisimler goriilmektedir. Ozellikle
1650 cm-1 ve 1540 cm-1 civarindaki piklerde kaymalar yada siddet degisimleri,
DNA protein etkilesimlerini Maillard reaksiyonunun basariyla gerceklestigini
gostermektedir. ~1650 cm-1 bolgesinde gii¢lii bir pik goriilmektedir; bu pik C=0
streching (amide I bandi) ile iligkilidir. ~1540 cm-1 bolgesindeki pik N-H bending +
C-N streching (amide II) olarak yorumlanir. ~1050-1200 cm-1 arasinda yer alan
sinyaller, fosfat grubu (PO2-) vibrasyonlarini temsil etmektedir (Zhou vd., 2018).
SB ve mW konjugatlar1 arasinda farkliliklar gozlenmektedir. Bu, 1sitma yonteminin
(wet heating vs microwawe) konjugasyon iizerindeki etkisini gdstermektedir. SB
gruplarinda (6zellikle %5 SB) DNA’ya gore amide I ve II bandinda siddet azalis1 ve
yer degisimi gozlenmektedir. Bu durum, DNA-protein etkilesiminin gerceklestigini
ve Maillard reaksiyonu sonucunda yeni kovalent baglarin olustugunu gosterir.
Ayrica ~3200-3400 cm-1 araliginda O-H ve N-H genis piklerinde artis, hidrojen
baglar1 veya Maillard kaynakli hidrofilik gruplarin varligima isaret etmektedir.
Mikrodalga gruplarinda (6zellikle %5 mW) daha belirgin farkliliklar
gozlemlenmistir. Amide bolgelerinde pik degisimi Maillard tirtinlerinin mW ile daha
yogun iretildigini gostermektedir. %5 mW’de, DNA ya gore 1500-1700 cm-1
araliginda kayma ve sekil degisiklikleri belirgindir. Bu durum daha ileri konjugasyon
ve yap1 degisimi gostergesidir (Chen vd., 2020). Sonug olarak %5 SB ve %5 mW
konjugatlarinda spektrumlar belirgin farkliliklar gostermektedir. Ancak mikrodalga
destekli glikasyon konjugatlarinda 1slak 1sitma glikasyon konjugatlarina gore
farkliliklar daha belirgin bir sekilde kaydedilmistir. Bu da daha yogun Maillard

reaksiyonu ger¢eklestigini ve kimyasal yapinin daha fazla degistigini géstermektedir.

Sds-Page (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi),

proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglayan bir tekniktir. Bu

44



TARTISMA Tuba BOZKURT

elektroforez tekniginde kullanilan sodyum dodesil siilfat (SDS) proteinleri denatiire
eder ve lizerlerine negatif yiik bindirir. Boylece elektroforez sirasinda proteinlerin
hareketi yalnizca biiyiikliiklerine bagli hale gelir (Laemmli, 1970). SDS proteinlerin
ikincil, tigiinciil ve dordiinciil yapilarini bozarak lineer hale getirir ve negatif yiikle
kaplar (Scopes, 1994). Bu islem sonucunda proteinlerin kendi dogal yiik farkliliklar
ortadan kalkar ve poliakrilamid jel i¢indeki go¢ hizlar1 sadece molekiil agirliklarina
bagli olur. Bu jel ortaminda daha kiigiik proteinler daha hizli hareket ederken, biiyiik
proteinler daha yavas ilerler (Walker, 2002). Bu analiz, konjugatlarda (6rnegin
protein-polimer, protein-antikor, protein-enzim vs) konjugasyon isleminin
gerceklesip gerceklesmedigini anlamak, konjugatin molekiiler agirligini tahmin
etmek, serbest ve konjugat haldeki bilesenleri ayirmak, konjugatta saflik kontrolii ve
konjugasyon verimini degerlendirmek gibi nedenlerle yapilmaktadir. Sds-page jel

goriintiisii Sekil 4.5'da verilmistir. Bu goriintiiye gore:

Marker MA (kDa); Molekiil agirlik belirteci olarak tanimlanir. Jel solundaki
kolon bantlar1 temsil etmektedir. ~100, ~75, ~50, ~37, ~25 kDa civarlarinda belirgin
goriilmektedir. BP kolonu; bandin ¢ok belirgin ve yogun olmasi protein bandi
oldugunu gostermektedir. Ozellikle ~37 kDa ve ~25 k Da civarinda giiclii bantlar
goriilmektedir. Bu bolgeler bezelye proteinlerinin ana fraksiyonlarmi temsil
etmektedir. Gorilintiideki numuneler ve agiklamalar1 Cizelge 4.4°te verilmistir. Islak
1sitma gruplart; %1, %2.5, %5 SB o6rnekleri i¢in bant yogunlugu BP’e gore belirgin
bir sekilde azalmistir. Bu da konjugatlarin konjugasyon sonucu ¢Oziinmez hale
geldigini, yiiksek ¢apraz baglanma yada jelde diizgiin ayrisamadigini gostermektedir.
%1, %2.5 %5 mW ornekleri icin bant yogunlugu SB grubuna gdre biraz daha
belirgin ama hala BP’e kiyasla azalmistir. Mikrodalga 1sitmanin konjugatlar1 daha
¢Oziinlir kildigimi, daha aynstirici o6zellik gosterdigi goriilmektedir. Mikrodalga
1sitma konjugatlar1 SDS-Page’de protein yapisini daha iyi korumus, daha kararli bir
yap1 gostermistir. Jel goriintlisli, konjugasyon isleminin proteinlerin elektroforetik

hareketini ve gorliniirliigiinii etkiledigini agik¢a gostermektedir.

Jellesme (jel olusturma kapasitesi) analizi Ozellikle gida biliminde ve
fonksiyonel bilesen gelistirme ¢alismalarinda proteinlerin veya polisakkaritlerin jel
olusturma yetenegini ve bu jel yapisinin dayanikliligini, stabilitesini degerlendirmek
icin yapilir. Maillard reaksiyonu gibi siireclerde 1s1l islemin jellesme kabiliyeti
tizerindeki etkilerini  karsilastirmak i¢in Onemlidir. Bezelye proteini ile
gergeklestirilen Maillard konjugatlarinin  jellesme ozellikleri Sekil
4.6'de gosterilmistir. BP jelleri sinerasis olusturmadan silindirik formunu

korumustur. Bu durum uygulanan 1s1l islemler sonucu Maillard reaksiyonuna bagl
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kovalent ¢capraz baglarin ve disiilfit kopriilerin olusturdugu siki ag sayesinde su tutma
kapasitesinin arttirildigin1 ve jel matrisinin mekanik dayanikliliginin giiclendigini
gostermektedir. SB ile 1sitilan konjugatlarda, konsantrasyon arttikca jellesme
kabiliyetinin arttig1 gériilmiistiir. Ozellikle %5 SB numunesinde giiclii ve koyu renkli
jel yapisi goriilmektedir. Bu durum Maillard reaksiyonunun protein ve DNA arasinda
olusan kovalent baglarin jel matrisi olusturma kapasitesini arttirdigin1 gostermektedir
(Zhang vd., 2015; Wang vd., 2011). mW ile hazirlanan 6rneklerde jellesme diisiik
konsantrasyonlarda (%1, %2.5 mW) daha belirgin goriilmiis, %5 mW numunesinde
ise ¢okelme egilimi ve homojen olmayan bir yapr dikkati ¢ekmistir. Mikrodalga
yontemiyle elde edilen hizli ve kontrolsiiz 1s1 dagilimi protein yapisinda
denatiirasyona ve jel agmin zayif olusmasina neden olmus olabilir (Chen vd.,
2020). Sonug olarak mW konjugatlar yiiksek konsantrasyonlarda yapisal biitiinliigii
bozarak jellesme kapasitesini azaltmis, SB yoOntemi ise artan konsantrasyonlarda

konjugatlarin jellesme 6zelliklerini arttirmakta daha etkili olmustur.

Esmerlesme yogunlugu Maillard tepkimesinin melanoidin olusumunu ve
isleme etkinligini belirleyen nicel bir gostergedir. Bu nedenle konjugatlarda ve 1s1l
islem goren gidalarda 6nemli bir kalite parametresidir. Esmerlesme yogunlugu, bir
baska tabirle gida veya biyolojik numunedeki kahverengi pigmentlerin (6zellikle
melanoidinlerin) miktarma karsilik gelen renklenme derecesidir. Bu yogunluk
Ozellikle Mailard reaksiyonu sonucunda renkli iirlinlerin olugmasi ve bu iiriinlerin
Olclilmesiyle belirlenmektedir (Ajandouz vd., 2001). Gida teknolojisinde; kurutma,
1s1l islem, pastorizasyon, sterilizasyon sonrasi kalite kontrol olarak kullanilir.
Fonksiyonel protein iiretiminde Maillard takibi ve antioksidan Olgiimlerinde
kullanilir (Kitts ve Hu, 2005). Protein ve Maillard konjugatlarinin esmerlesme
yogunlugu degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Absorbans (ABS) degeri arttikca
esmerlesme miktar1 da artmaktadir (daha koyu renklenme anlamina gelmektedir).
Islak 1sitma konjugatlar1 i¢in konjugat konsantrasyonu arttikca absorbans degeri
artmakta ve esmerlesmenin arttig1 gériilmektedir. Standart sapma degerlerinin diisiik
olmasi Slgiimlerin tutarli oldugunu gostermektedir. Islak 1sitma konjugatlar1 arasinda
%5 SB > %2.5 SB > %1 SB seklinde siralama yapilmistir. Ayni sekilde hazirlanan
mikrodalga konjugatlar1 arasinda konjugat orami arttikca esmerlesmenin diizenli bir
sekilde arttig1 goriilmektedir. Mikrodalga gruplarinda %35 mW konjugati en yiiksek
deger olarak kaydedilip esmerlesmenin daha yiiksek oldugu go6zlenmistir.
Mikrodalga konjugatlart arasinda %5 mW > %2.5 mW > %1 mW seklinde siralama
yapilmistir. Mikrodalga (mW) ve 1slak 1sitma (SB) konjugatlar1 arasinda
karsilastirma yapildiginda %1: mW > SB, %2.5: mW > SB, %5: mW > SB seklinde

olur. Sonuglara gore mikrodalga (mW) yontemiyle hazirlanan konjugatlarin 1slak
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1sitma glikasyon yontemiyle iiretilen konjugatlara gére daha hizli veya etkin Maillard
reaksiyonunu tetikledigini goOstermektedir. Mikrodalga yontemi, esmerlesmeyi
arttirmada daha etkilidir. %2.5 (0.239) mW ve %5 (0.267) mW oranlari, belirgin bir
renk degisimi saglamak i¢in en uygun oranlardir. Konjugatlarda esmerlesme
yogunlugunun 0.1 - 0.3 absorbans birimi arasinda olmasi istenen diizeyde Maillard
reaksiyonunu gosterir. Bu aralik hem fonksiyonel 6zelliklerin gelistigi hemde asir1
renklenmenin Oniine gegildigi denge noktasidir (Martins vd., 2000; Ajandouz vd.,
2001). Yapilan bir calismada Soya proteini-glukoz konjugati esmerlesme yogunlugu
absorbans degeri 0.35 olarak bulunmustur. Kuru 1sitma isleminden 4 saat sonra 420
nm’de Olgiilen absorbans degeri 0.35’ e kadar ulagmis, bu da konjugasyonun ileri bir

asamaya ulastigini gostermistir (Oliver vd., 2006).
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6. SONUCLAR

Tez calismasi kapsaminda bezelye gibi bitkisel bir proteinin, bitkisel bir iiriin
olan domates yapragi DNA’s1 ile farkli glikasyon yontemleri (islak 1sitma ve
mikrodalga destekli 1sitma) yardimiyla maillard reaksiyonuna ugratilarak
teknofonksiyonel 6zelliklerinin gelistirilmesi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
Calismanin ilk asamasinda Sanlurfa iline ait seralardan toplanan domates
yapraklarinin gen¢ ve taze olanlar1 saplarindan ayiklanarak CTAP yontemiyle
ekstrakte edilmistir. Elde edilen DNA sivist dondurarak kurutma teknigi ile toz
haline getirilmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise bezelye protein tozu ile DNA
tozunun farkl formiilasyonlarda (%1, %2.5, %5) hazirlanarak iki farkli yontem (1slak
1sitma  glikasyon ve mikrodalga destekli glikasyon) yardimi ile Maillard
reaksiyonuna ugratilmistir. Elde edilen bu Maillard konjugatlar1 karakterize edilmis
ve toz haline getirilerek DNA  konjugasyonunun bezelye proteininin

teknofonksiyonel 6zellikleri iizerine etkisi arastirilmistir.

Elde edilen bulgular ile birlikte mikrodalga gibi yenilik¢i bir teknoloji destegi
ile gerceklestirilen Maillard reaksiyonu sonucu, geleneksel bir yontem olan 1slak
1sitma yontemine gore bezelye proteinin teknofonksiyonel o6zelliklerini daha iyi
gelistirdigi gézlemlenmistir. BP’nin domates yapragi DNA’s1 ile Maillard reaksiyonu
yoluyla optimum kosullarda glikasyon gerceklestirmesi kopiik kapasitesi/stabilitesi,
yag baglama/su tutma kapasitesi, ¢Oziiniirlik ve emiilsifikasyon gibi
teknofonksiyonel ozelliklerini gelistirmistir. %2.5 mW formuna sahip konjugatin
diger orneklere gore en 1yi teknofonksiyonel Ozellikleri saglayan o6rnek oldugu

bulgulanmastir.

Sonug olarak tez ¢alismasindan elde edilen ¢iktilar ile bu ¢alismada, lilkemiz
ekonomisi acisidan siirdiiriilebilir bir yaklagim olan belirli uygulamalara yonelik
bitkisel kaynaklarin degerlendirilmesi, kaynaklarimizin korunmasi, verimlilik artisi,
cevre ve insan saglhigina fayda getirmesi ve ekonomik kalkinmaya olumlu katkilar

saglayacag1 ongoriilmektedir.
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7. ONERILER

Yapisal ozelliklerdeki degisim ve potansiyel ¢apraz baglanma egilimleri, bu
proteinlerin yenilebilir biyofilm veya biyoplastik iiretilmesinde olanak saglayabilir.
Maillard konjugatlar1 ise ¢evre dostu, biyo¢oziiniir ve fonkksiyonel gida ambalaj

materyalleri tiretiminde degerlendirilebilir.

Coziintirlik ve renk oOzelliklerinin optimize edilmesi sayesinde, Maillard
konjugatlar1 enerji barlarinda, sporcu iiriinlerinde, protein takviyeli iceceklerde katki
maddesi olarak kullanilabilir. Ayrica DNA destegi ile fonksiyonel icerik (6rnegin

antioksidan destek) sunma potansiyeli tasir.

Konjugasyon sonrasi serbest amin gruplarinda azalma ve olast Maillard
tepkimeleri, antioksidan ve antimikrobiyal potansiyel kazandirabilir. Bu tiir 6zellikler
DNAprotein konjugatlarinin nutrasotik kapsiil, takviye edici gida veya diyet lif

katkis1 olarak gelistirlmesini miimkiin kilar.

Bezelye disindaki farkli bitkisel proteinlerin DNA ile konjugasyonu iizerine

calismalar yapilabilir.

Bitkisel protein bazli Maillard konjugatlar1 dogal emiilgatér gorevinde ve

stabilizator gérevinde gida formiilasyonlarinda degerlendirilebilir.

Modifiye edilen BP’ler, gelistirilmis teknofonksiyonel 6zellikleri ile bitkisel

protein bazli hidrojel iiretiminde kullanilabilir.
Gelistirilen konjugatlar, artan fonksiyonel 6zellikleri sayesinde yiiksek protein

iceren ekmek, bar, kek, atistirmalik, gibi tiriinlerde kullanilabilir. Bu 6zellikle vegan,

vejeteryan diyetlere yonelik iirtin gamini gelistirme potansiyeli tagir.
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