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Bu calismada, konjugatlar ultrasonik islemden (130 W, 20 kHz) 5 ve 15 dakika sonra soya protein izolatt
(SPI) ve fruktoz (F) sulu dispersiyonlanimin sithp glikasyon reaksiyonu (95 °C, 30 dakika)
gergeklestirilmesiyle hazirlanmistir. Ultrasonik 6n islemin, elde edilen SPI-F konjugatlarinin yapt ve
fonksiyonel &zellikleri tizerindeki etkisi arastirlmustir. Serbest amino gruplari, asilama derecesi ve FT-IR
analizleri SPI-F konjugatlariin olusumunu dogrulamustir. Ultrasonik islem glikasyon reaksiyonunu tesvik
etmistir. Konjugatlarin yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklerindeki degisiklikler SPT’nin su tutma ve yag tutma
6zelliklerinin diismesine neden olsa da emiilsifikasyon &zelliklerini gelistirmistir. Bu nedenle, emiilsifikasyon
Ozelliklerini kontrol etmek i¢in soya proteini glikasyon konjugatlarinin yapisint degistirmek icin optimum bir
ultrasonik 6n islem kullandabilir. Bu bulgularin, gida emiilsiyonu ve diger sistemlerde glikasyonla modifiye
edilmis protein-sakarit ikili sistemlerinin uygulanmasi i¢in yarath olacag: diisiintilmektedir.
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EFFECT OF ULTRASOUND PROCESS ON THE STRUCTURE AND SOME
TECHNO FUNCTIONAL PROPERTIES OF SOY PROTEIN ISOLATE-
FRUCTOSE GLYCATION CONJUGATES

ABSTRACT

In this study, conjugates were prepared by heating aqueous dispersions of soy protein isolate (SPI)
and fructose (F) for 5 and 15 min after ultrasonic treatment (130 W, 20 kHz) and by carrying out a
glycation (95 °C, 30 min). Structural and functional properties of the resulting SPI-F conjugates were
investigated to determine effect of the ultrasonic pretreatment. The formation of SPI-F conjugates
was confirmed by free amino groups, degree of grafting and FT-IR analyses. The glycation reaction
was enhanced by ultrasound. Although changes in the structural and physicochemical properties of
the conjugates impaired the water- and oil-holding properties of SPI, its emulsifying properties were
improved. Therefore, the structure of soy protein glycation conjugates can be modified to control
their emulsification properties by using an optimal ultrasonic pretreatment. It can be said that these
results are useful for application of glycation-modified protein-saccharide binary systems in food
emulsions and other systems.
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GIRIS
Bitkisel proteine yonelik pazar egilimi, son yillarda
o6nemli bir artis gOstermistir. Bu egilimin, diger
faydali saglik iddialart ve tiiketicilerin diyet yagam
tarzlarindaki degisikliklerin yant sira, hayvansal
proteinlere kiyasla bitkisel protein Uretimiyle
iliskili gticlti stirdurilebilirlik faktorleri ve daha az
cevresel etki nedeniyle 6niimiizdeki yillarda da
devam etmesi beklenmektedir. Pazar talebini
karsilamak icin, yerini alabilecekleri geleneksel
hayvansal protein bilesenlerine kiyasla rakip veya
gelismis kalite ve islevsellige sahip bitki bazli
protein  bilesenlerine  ihtiyag¢  bulunmaktadir
(Akharume vd., 2021). Soya proteini gibi protein
kaynagr olarak vegan triini kullanma egilimi,
saglikli diyet tercihleri ve gida hassasiyetleri
nedeniyle artmaktadir. Soya fasulyesi, ekonomik
degeri yitksek olan ¢ok yonlii bir baklagildir. 2000
yilt askin bir siiredir 6zellikle Asyalilar tarafindan
tiketilen bu protein kaynagi, ginimiizde Batiilar
arasinda da popiiler hale gelmektedir (Djuardi vd.,
2020). Soya proteini gida endistrisinde 6nemli
potansiyel  uygulamalarla  iyi  ¢Gzunurlik,
emdtilsifikasyon ve antioksidan &zelliklere sahiptir.
Soya proteini izolatt (SPI), et trtnleri, icecekler,
bebek formiilleri ve gida takviyeleri gibi ¢esitli gida
triinlerinde bilesen olarak kullanilmaktadir (Singh
vd., 2008). Fakat soya proteininin yiizey aktivitesi
ve emdlsifiye edici 6zellikleri, molekiler yapist
nedeniyle hala simurh kabul edilmektedir. Soya
proteininin modifikasyonu, daha iyi arzu edilen
yapl, gelismis fizikokimyasal ve fonksiyonel
Ozellikler elde etmeye yoneliktir (Djuardi vd.,
2020). Bu problemlerin ustesinden gelmek ve
SPI'yi verimli bir sekilde kullanmak icin proteinler
tzerinde bazt modifikasyonlar gereklidir.

Bitkisel proteinlerin besin ¢ekiciligi 6nemli olsa da
gida Grtinlerine gbrintm, tat, renk, koku, doku ve
hatta yapi kazandirmak icin gida
formiilasyonunda igerik olarak kullanimlarini
kolaylastiran fonksiyonellikleri de ayni derecede
onemlidir (Akharume vd., 2021). Cozunurlik,
sisme, jellesme kapasitesi ve emdlsifiye etme
yetenegi gibi gida proteinlerinin fonksiyonel
Ozelliklerinin iyilestirilmesi, gida bilimi ve gida
endustrisindeki en buytk endiselerden biridir.
Proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek
icin hidroliz, asetilasyon, asitlestirme,

esterlestirme ve enzimatik ¢apraz baglama gibi
fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemler dahil
olmak tzere cesitli yontemler vardir. Ancak
kimyasal yoéntemlerin ¢ogu toksik bilesenler
icerdiginden tercih edilmemektedir. Bu nedenle
Maillard reaksiyonunun ilk basamagi olarak da
bilinen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonu,
herhangi bir kimyasal kataliz6r kullanmadan
proteinlerin indirgeyici sekerlerle konjugasyonu
ile protein modifikasyonu agisindan son 15 yilda
poptlerlik kazanmaktadir (Naml vd., 2021).

Maillard  reaksiyonunun ilk basamagi olan
glikasyon, proteinlerin Szelliklerini degistirmek
icin kullanilabilir. Glikasyon, proteinlerin serbest
amino gruplart ve indirgen sekerler arasinda
meydana gelen enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlarinin ilk adimidir. Glikasyon sadece
proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmekle
kalmaylp  aynt  zamanda  nihai
gorinimini ve tadit da etkilediginden gida
endistrisinde yaygin olarak kullanidmaktadir (Tag
vd., 2021). Bu reaksiyon, gida proteinleri i¢in diger
kimyasal modifikasyon tiirlerinden daha Gstiindir
ve gida endistrisinde protein modifikasyonu icin
umut verici bir uygulama teskil etmektedir (Liu
vd., 2012). Diger kimyasal modifikasyon teknikleri
ile karsilagtinldiginda, glikasyon ilimh kosullar
alunda gerceklesir ve herhangi bir yabana
kimyasal gerektirmez. Bazi caligmalarda, gida
proteinlerinin  glikasyonla  farkli  indirgeyici
sckerler tarafindan modifiye edilmesinden sonra
cozunurlik, emilsifikasyon ve antioksidan
aktivitenin arttid1 gosterilmistir (Liu vd., 2012; Tag
vd., 2021).

uranun

Glikasyonun, gida protein ¢éziinirligint 6nemli
Olcide artirdigt  (Shepherd vd., 2000), 1s1
stabilitesini (Sato vd., 2005) ve emiilsifiye edici
Ozellikleri gelistirdigi (Diftis and Kiosseoglou,
2004), képturme 6zelliklerini iyilestirdigi (Achouri
vd., 2005), antioksidan aktiviteyi artirdigt
(Lertittikul  vd., 2007), antimikrobiyal veya
bakterisidal aktiviteyi artirdigt (Song vd., 2002) ve
dokusal 6zellikleri iyilestirdigi (Gerrard vd., 2003)
ifade edilmektedir. Tas vd. (2021) SPI'nin D-
Allulose ile glikolize edilmesi durumunda,
¢cozunirlik, antioksidan ve emiilsifikasyon
aktiviteleri gibi fizikokimyasal 6zelliklerin fruktoz
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ile glikasyona kiyasla iyilesecegini bildirmislerdir.
He vd. (2021) SPI'yi kapsamlt bir sekilde modifiye

etmek, protein modifikasyonlarinin
mekanizmasini analiz etmek ve modifikasyonlarin
protein  yaptst  ve fonksiyonel  6zellikler

(cOztintrlik, emdulsifikasyon Ozellikleri, kopiik)
uzerindeki etkisini arastirmak icin dekstran 1slak
glikasyon ve siksinik anhidrit  asilasyonu
kombinasyonunu kullanmuslardir. Tki isleminde
SPI'nin vyapisint ve fonksiyonel 6zelliklerini
Onemli Olcide iyilestirdigini tespit etmislerdir.
Ertugrul  vd. (2021) bezelye proteininin
mikrodalga glikasyon yoluyla modifiye edilmesi
durumunda, ¢ézintrlik ve hidrasyon davranist

gibi  fonksiyonel Ozelliklerin  su  banyosu
glikasyonuna kiyasla daha fazla artacagin
bildirmislerdir.

Bitkisel proteinler arasinda da soya proteini en ¢ok
kullandan ve biyolojik degeri yiksek olan
proteinlerdir. Ultrason islemi ise basit, kirletici ve
termal olmayan bir islem olarak gida isleme
proseslerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
nedenle, wultrasonla 06n islemden gecirilen
kanigimlarin, glikasyon sonucunda yapisint ve
fonksiyonel Ozelliklerini daha da gelistirmesi ve
endistriyel tretimlerini kolaylastirmas1
beklenebilir (Tian vd., 2023). Ayrica, ultrason
destekli glikasyon reaksiyonun  verimliligini
artirabildigi kismen gosterilmistir (Chen vd., 2019;
Zhao vd., 2016). Bu calismada soya proteini
konjugasyonunda  fruktoz kullanidacaktr ve
glikasyonun soya protein izolatlart Uzerine etkisi
belirlenecektir. Bununla bitlikte ¢alismanin amact
glikasyon Oncesi  SPI-Fruktoz karisimlarina
ultrason 6n islem uygulamasimin konjugasyon
olusumuna ve trtinlerin yapisal ve fizikokimyasal
(coztintrlik, su ve yag tutma kapasiteleri ve
emdlsifikasyon) Ozellikleri tizerindeki etkisini
incelemektir. Boylelikle soya proteini izolatlarinin
tekno-fonksiyonel  Gzelliklerinin  degistirilmesi

beklenmektedi.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullanilan soya proteini (%90) izolati
(SPI) (Vegrano, Istanbul) dogrudan satin
alinmustir.  Glikasyon isleminde  kullanilacak

sekerin (fruktoz) ylksek saflikta olmasina dikkat

edilmigtir ve diger kimyasallarin analitik saflikta
olmast ile Sigma Aldrich’den temin edilmistit.

Ultrasonik  on  sslemle  SPI-Fruktoz  konjugatlarmin
Slikasyon islemiyle bagerlanmas:

Glikasyon islemi i¢cin Zhao vd. (2021) ve Zhang
vd. (2015) tarafindan bildirilen yontem modifiye
edilerek kullantlmistir. Bunun icin 6ncelikle kuru
bazda SPI ve seker (fruktoz) 1:1 oraninda (6n
denemelerle belitlenmistir) karistirdmustir.  Bu
karisimlar 0.1 M potasyum fosfat tamponu (pH 7)
icinde toplam ¢6zelti konsantrasyonu %10 (w/v)
olacak sekilde dispersiyonlart hazirlanmigstir. Daha
sonra SPL:Seker dispersiyonlart oda sicakliginda 2
saat karistirilmis ve tam ¢6ziinme ve hidrasyonu
saglamak icin gece boyunca 4 °C’de saklanmustir.
Cozeltiler 210 ml  kapaklh  kavanozlara
gruplandirilarak aktarilmistir. Bu kansimin  bir
kismi ile soya protein izolatt 1sitma ve sogutma
adimlari atlanip geri kalan islemler aynen yapilarak
dogrudan dondurulup liyofilize edilmistir. Kalan
Ornekler ultrasonla islenmistir. Dispersiyonlarin
ultrasonik islemi, titanyum prob wuclu bir
ultrasonikator (CPX130PB, Cole-Parmer
Instruments, Illinois, ABD) kullanilarak bir buz
banyosunda gergeklestirilmistir. Dispersiyon (50
mL), 130 W (20 kHz) gii¢ cikisinda 10 s agik kalma
stiresi ve 5 s kapalt kalma siiresiyle 5 ve 15 dak icin
ultrason ile islenmistir. Nihai dispersiyonlar
glikasyon reaksiyonu i¢in su banyosunda 95 °C’de
ve 30 dak siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
tamamlanmasindan  hemen  sonra  sicaklift
distirmek ve reaksiyonu durdurmak icin
kavanozlar bir buz banyosunda oda sicakhigina
kadar sogutulmustur. Ardindan énce -20 °C’de
dondurulmustur ve daha sonra liyofilize
edilmistir. Son olarak, liyofilizasyondan sonra
ornekler 6gitilmus toz haline getirilmis ve diger
analizlerde kullanilincaya kadar 4 °C’de muhafaza
edilmistir. Arastirmada elde edilen 6rneklere ait
kodlamalar Cizelge 1’de verilmistir. Kontrol
olarak  fruktozsuz  SPI = 6rnegi  (N-SPI)
kullanilmistir.

Serbest amino gruplar: (FAG) ve agilama derecesi (DG)
SPI ve fruktoz arasindaki glikasyon reaksiyonu
etkinligini belirlemek amaciyla glikasyon derecesi
(graft/asilama  derecesi) ve serbest amino
gruplarinin icerigi belirlenmistir. Bunun i¢in Zhao
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vd. (2021) ve Zhao vd. (2023) tarafindan bildirilen
OPA (o-phthaldialdehyde) yoéntemi modifiye
edilerek kullandlmistir. OPA (80 mg), 2 mL %95
etanol icinde c¢oziundurulmustar. Elde edilen
solisyona 50 ml 0.01 M sodyum tetraborat
tampon solisyonu (pH 9.7), 5 mL %20 (w/v)
sodyum dodesil silfat ve 200 ul 8-
merkaptoetanol eklenmistir. OPA reaktifi, karisik
¢ozeltinin distile su ile 100 mL'ye seyreltilmesiyle
hazirlanmustir. Bu reaktif glinliik hazirlanmistr ve
reaksiyonun etkinligini korumak i¢in 2 saat icinde
kullantlmustir. 200 puL. numune dispersiyonuna (2
mg/mL) 4 mL OPA reaktifi eklenmis, soliisyon
alt Ust edilerek kisaca karistirdmis ve 25 °C'de 5
dakika  boyunca ile inkiibe  edilmistir.

Numunelerin ~ serbest amino  gruplarinin
Olglilmesi, bir ultraviyole gorinir (UV-Vis)
spektrofotometre  kullanilarak 340 nm'de
absorbanslart belitlenerek gerceklestirilmistir. N-
SPI numunesi %100 FAG gostererek referans
olarak kullantlmistir. Kér, 4 ml. OPA reaktifi
icinde 200 pl. damitlmis sudur. Numunelerin
astlanma dereceleri (DG) ve serbest amino
gruplart (FAG) asagidaki denklemler kullanilarak

hesaplanmustir:

DG (%)= (Ar— Ag)/Arx 100 )
FAG (%)= As/A:x 100 2
Burada A, referans numunenin (N-SPI)

absorbansini ve A;, numunenin absorbansint ifade
etmektedir.

Cizelge 1. Orneklere ait kodlamalar
Table 1. Codings of the samples

Ultrason Isi

ORNEK Ornek kodu On islemi islem  Fruktoz
Herhangi bir islem gérmemis SPI N-SPI — — —
Isd islem g6rmiis SPI H-SPI — + —
Islem gbrmemis SPI+seker G-SPI — — +
Glike edilmis SPI+seker GH-SPI — + +
Ultrason gérmiis glike edilmis SPI+seker GH-SPI-U5 5 dak + +

GH-SPI-U15 10 dak + +

* SPI; soya proteini izolatt

Fonksiyonel 6zelliklerin belirlenmesi

Coziindirliik
Konjugatlarin yiizde ¢oziniirlikleri pH 3 ile 11
araliginda belirlenmistir. 5 mg/mL

konsantrasyonda protein izolat: distile su i¢inde
hazitlanmistir. 1 N HCI veya 1 N NaOH
kullanilarak dispersiyonlarin pH'lar1 ayarlanmustir.
Oda sicakliginda 1 s manyetik karistiricryla
karistirilmis, daha sontra 3000 g'de 30 dak santriftj
edilmistir (Ghribi vd., 2015). Santrifiijin ardindan
Ustte kalan fazda Bradford (1976) metodu
kullanilarak protein analizi gergeklestirilmistir.
Bunun icin Gstte kalan fazdan 0.1 mlL. alinarak
tzerine 3 mL Bradford reaktifi katilmistir ve 5 dak
bekletildikten sontra karisimin absorbanst 595 nm
dalga boyunda spektrofotometre  cihazinda
okunmustur. Protein miktarinin hesaplanmasinda
sigir - serum  alblmini  standart  egrisinden
yararlanilmustir. Coziiniirlik asagidaki denklem ile
hesaplanmistir:

Cozuntrlik(%o)=

Stipernatantin protein igerigi

x100 (3)

Ornegin toplam protein icerigi

Su ve yag tutma kapasitesi

Su (STK) ve yag tutma kapasitelerini (YTK) tespit
etmek i¢in, 2 mL'lik bir santrifiij tipiine yaklasik
50 mg protein izolat1 tartilmis, tzerine 1.5 mL
ticari misirézi yagt veya damutdmis su ilave
edilerek disperse edilmis ve ortam sicakliginda 20
s vorteksle karistirilmistir. Vortekslendikten sonra
tiplerin kapaklari kapatilmis ve tiipler 30 dak
stireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
tipler 14.000 g'de 20 dak santrifiij edilmis ve
stipernatant dikkatli bir sekilde 45° actyla
bosaltilarak  tortuyu iceren santrifly tipu
tartilmistir. Tutulan yag veya su igerigi, tortuyu
igeren tiiplerin tarttlmasiyla belirlenmistir. STK ve
YTK, sirastyla g protein izolatt bagina emilen g su
veya yag olarak ifade edilmistir. STK ve YTK,
asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

My-My
Mo

STK veya YTK= )
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Burada, My numunenin agirligini, M; kuru
numuneyi iceren santriflyj tipinin agirligini ve M
su veya yagin uzaklastirilmasindan sonra santrifij
tiplinin agirligini ifade etmektedir (Aydemir ve
Yemenicioglu, 2013; Gundogan ve Can Karaca,
2020).

Eniilsiyon ozellikler:

Konjugatlarin emiilsiyon aktivite indeksi (EAT) ve
emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) Pearce ve
Kinsella (1978) tarafindan gelistirilen metoda gore
tespit edilmigtir. Bu amacla %71’lik protein izolati
dispersiyonu saf su ile hazirlanmis ve daha sonra
bu kangimin izerine 10 mL musirézi yagl
eklenmistir. 1 N HCI veya 1 N NaOH ile
karisimin pH’st 7’ ye ayarlanarak homojenizator
(Ultra-Turrax T25 digital, IKA, Almanya) ile
20000 rpm’de 1 dak homojenize edilmistir.
Homojenizasyondan  hemen sonra  olusan
emdulsiyonun alt kismindan (stvi fazdan) 50 uL
emiilsiyon Ornegi alinarak tzerine 5 mL %0.1’lik
(w/v) sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltisi
eklenerek seyreltilmistit ve bu karigtmin 500
nm’de absorbansi Olclilerek asagida verilen
denklem ile emiilsiyon aktivitesi hesaplanmustir:

2x2303x ApgxN

EAT (m?/ 8= ¢ x ¢ x 10000 )

Burada, Ao 0. dak’daki absorbansi, ¢ protein
dispersiyonunun konsantrasyonu (0.01 g/mL), N
seyreltme faktorini (100) ve ¢ yagin hacimsel
fraksiyonunu (10/40=0.25) ifade etmektedir.

Olusan emilsiyonu 10 dakika beklettikten sonra
sivi fazdan (alt kismindan) alinan 50 pL. 6rnegin 5

mL  %0.1lik  (w/v) SDS ile seyreltilip
absorbansinuin (500 nm) okunmasiyla ESI
degerleri  asagidaki  denklem  yardimiyla
hesaplanmustir:
J A()Xt
ESI (dak)=——— 6
(dak) Ag- Ao ©)

Burada, t emtlsiyonun bekleme siiresini (10 dak)
ve Ao homojenizasyon isleminden 10 dak sonraki
absorbanst ifade etmektedir.

Karakterizasyon

SEM

Konjugatlarin yizey morfolojisi, bir taramalt
elektron mikroskobu (SEM) ile 5 kV'luk voltaj

ivmesinde goriintilenmistir. Orneklerin
elektriksel iletkenligini = arttirarak daha net
gorintiler elde edebilmek icin 6rneklerin ylzeyi,
gorintilemeden Once kaplama islemi 10 nm
kalinliginda altin-paladyum alasimi ile yapilmistir.

Fourier dondigiimii kizulotesi spektroskopisi (F1TIR)
Numunelerin fonksiyonel gruplarini belirlemek ve
elde edilen konjugatlarin bilesenleri arasindaki
etkilesimlerini aragtirmak icin FT-IR
spektroskopisi  kullanilmistir.  Soya  proteini
izolatlarinin ikincil yapisi, 400 cm ile 4000 cm!
dalga boyu araliginda Platinum ATR donanimlt
bir ~ FTIR  spektrofotometre  kullanilarak
belitlenmistir.

Istatistik analiz

Elde edilen deney sonuglar1 SPSS Statistics 26.0
(IBM, New York, USA) programi vasitasiyla
varyans analizine tabi tutulmus ve 6nemli bulunan
ortalama  degerler arasindaki  farkliliklarin
degerlendirilmesinde Duncan ¢oklu karsilastirma
testi (Post-hoc analizi) kullanilmistir. Elde edilen
istatistik analiz sonuglart P<0.05 énem diizeyine
gore degerlendirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Glikasyon reaksiyonu derecesi

Sekil 1’de Orneklerin FAG igerikleri ve DG
degerleri  gosterilmistir.  Isd  islemin  soya
proteininin  FAG ve DG degerleri iizerine
istatiksel olarak 6nemli (P<0.05) etkisi oldugu
tespit edilmistir. Ultrasonikasyon isleminin ise
sadece 15 dakikalik islemin FAG ve DG degetleri
Uzerine istatistiksel olarak etki (P<0.05) ettigi
goriilmektedir. Islem gérmemis protein izolatt
(N-SPI) ornegine gore s islem, glikasyon ve
ultrasonikasyon islemleri ile FAG igeriklerinde
distis gozlenmektedir. DG degerlerinde ise
beklendigi gibi 1s1  islem, glikasyon ve
ultrasonikasyon islemleri ile artis goriilmektedir.
Serbest  amino  gruplari,  karbonil-amino
reaksiyonuna  katlmistir,  bdylece  6nceki
calismalarda oldugu gibi, DG arttikca serbest
amino gruplarinin miktar1 azalmistir (Zhuo vd.,
2013; Wang vd., 2016). Sekil incelendiginde
ultrason  6n  isleminin  SPI'nin  fruktoz ile
glikasyonunu hizlandirdigs séylenebilir. Ultrason
uygulamasinin  neden oldugu kavitasyonun,
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proteinin yiizeyindeki reaktif amino gruplarint
aciga ctkararak SPI'nin agilmasint tesvik ettigi
distinilmektedir. Bu durumun, proteinin e-amino
gruplart ile polisakarit karbonil gruplarinin
indirgeyici uclart arasindaki ¢arpisma etkilesimini
gliclendirerek glikasyon reaksiyonunun
hizlanmasina neden oldugu ifade edilmistir (Zhao
vd., 2016; Zhao vd., 2021). Ayrica ultrason

maltodekstrin glikasyon konjugatlari (Zhao vd.,
2021) i¢in gorilmektedir. Chen vd. (2019)
peyniralti suyu protein izolat1 ile akasya zamkint
ultrason ve klasik 1sitma ile glikolize etmislerdi.

Ultrason isleminin glikasyon reaksiyonunu
hizlandirabilecegini, ultrason ile hazirlanan
konjugatlarin ~ daha  dusik  esmetlesme

yogunluguna sahip oldugunu ve ultrason ile

uygulama stiresi arttik¢a glikasyon isleminin daha hazitlanan  konjugatlarin  ¢ézunurlagy, — 1st
etkin oldugu anlasimaktadir. Benzer sonuclar stabilitesi ve emilsifiye edici = Ozellikleri
ultrasonik islemle hazirlanan fistik proteini izolati- iyilestirildigini bildirmislerdir.
glukomannan konjugatlar1 (Li vd., 2014) i¢in ve
ultrasonik 6n islem ile soya proteini izolati-
100 - 40
—~ FAG
90 - 30 o DG
2 3
¢ 80 —~
b -20 X
u S
70
-10
O T 711 —
£ £ £ &S $°
N o X K &£

Sekil 1. Orneklerin serbest amino gruplart (FAG) ve asilama derecesi (DG)
*Orneklere ait kodlamalar Cizelge 1’de verilmistir.
Figure 1. Free amino groups (FAG) and grafting grade (DG) of the samples
*Coding of the samples is given in Table 1

Fonksiyonel 6zellikler

Bir proteinin ¢6ziiniirligh yalnizca birincil bir
islevsel Ozellik olarak gorilmez, aynt zamanda
diger islevsel ozellikler icin de genellikle bir 6n
koguldur (Wang vd., 2016). Sekil 2'de SPI ve SPI
konjugatlarinin  ¢ézunirligi, pH'm  (3-11
arasinda) bir fonksiyonu olarak
degerlendirilmistir. Cozunurlik degerlerinde gift
yonli varyans analizi gerceklestirilmis olup buna
gore Ornekler ve pH degerleri arasindaki
interaksiyon istatistiksel acidan 6nemli (P<0.05)

bulunmustur. Orneklerin hepsi, nétr ve alkali
cozeltide yiksek, asidik c¢ozeltide dusik
cozunirlik gostermis ve pH 5'te (izoelektrik
noktasina  yakin) en disik ¢6zuntrligu
gostermislerdir. Ultrasonik islem ve glikasyonla
elde edilen GH-SPI, GH-SPI-U5 ve GH-SPI-
U15 konjugatlarinin ¢6ziintirlugd, pH 11 disinda
tim pH araliginda dogal SPI'den daha yiiksek
belitlenmistir.  Glikasyondan sonra SPI'lerin
protein  ¢Ozinurliginin  iyilestirilmesi,  bir
hidrofilik  sakaritin hidrofobik bir proteinin
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ylzeyine baglanmasindan kaynaklaniyor
olabilecegi, sakaritin -OH grubunun hidrojen
baglama  kapasitesi  ylizey  hidrofobikligini

degistirmesinden kaynaklandigt distinilmektedir
(Wang vd., 2016). Calismamizdaki ¢6ziintrlik
profilleri, literatiirdeki calismalarla  benzerlik
gostermektedir (Gu vd., 2009; Wang vd., 2016).
Isil islem g6rmiis protein izolatt 6rnegi H-SPI
¢ozunurligh diger Orneklere gbre yiksek
ctkmistir. Bunun nedeninin 1s1l islem etkisiyle
protein yapisinin  denatlire olup agilmasinin
oldugu disunilmektedir.

G-SPI  Ornegi  ise

201

-—
a

% Cozlintirliik
—
o

cozinurlik profili en disik olan Ornektir.
Ultrasonikasyon islemiyle kiiciik protein parcalart
olusturulur ve protein ile su arasindaki etkilesim
arttirlarak proteinin ¢éztinmesi saglanir. Ultrason
islemi etkisi ile meydana gelen ve ¢Ozeltideki
kabarciklarin - boyutunu  etkileyen kavitasyon
verimi ultrason frekansindan buylik Olctde
etkilenmektedir. Sonu¢ olarak su molekilleri
proteinlere daha kolayca baglanabilir ve bu
durumda  da  Orneklerin  ¢ozuntrlikleri
artmaktadir (Liv vd., 2020; Singh vd., 2023).

N-SPI

H-SPI

G-SPI
GH-SPI
GH-SPI-U5
GH-SPI-U15

0 | | L | L | L | L |
2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
pH

Sekil 2. Orneklerin pH 3-11 araligindaki ¢oziiniirliik profilleri
Figure 2. Solubility profiles of the samples in the range of pH 3-11

Soya proteini izolatinin su tutma kapasitesi (STK)
1s1l islemle artarken, seker ilavest, ultrasonikasyon
ve glikasyonla azalmistir (Cizelge 2). Aynt durum
orneklerin yag tutma kapasitesi (YTK) icin de
gecerlidir.  Ultrasonikasyon ~ ve  glikasyon
reaksiyonunun soya proteininin STK ve YTK
degerleri tizerine istatiksel olarak 6nemli (P<<0.05)
etkisi oldugu tespit edilmistir. Bu, polisakkaritler
ile kovalent asilamanin proteinlerin jellesme
Ozelliklerini  bozdugunu  gdstermektedir. Bu
duruma bir¢ok faktér katkida bulunmustur.
SPI'nin fruktoz ile konjugasyonu, dogal protein
yapisint yok ederek ag yapisindan sorumlu distlfit
baglarinin olusumunu engellemis olabilir (Sun vd.,

2011; Zhao vd., 2021). Ayrica Zhao vd. (2021)
glikasyon isleminin, 1s1 islem sirasinda SPI'nin
Ho'mut azaltudi, agregalar arasindaki hidrofobik
ctkilesimleri azaltarak ve gevsek bir ag yapisi
olusturarak, jel mukavemetinde azalmaya ve
jellerde su kaybina yol actigini belirtmislerdir.
Istildiginda artan STK ve YTK, artan yizey
hidrofobikligi ve artan SH gruplari arasinda
pozitif bir korelasyon g0Osterdigi  tahmin
edilmektedir, bu da Gu vd. (2009) bulgularini

dogrulamaktadir. Isd islem goérmis kiresel
proteinlerin  artan  STK'sini,  agregatlarin

ayrismasina ve proteinin kismi denatiirasyonuna
baglamislardir. Sekerlerin mevcudiyetinde azalan
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STK ve YTK (Cizelge 2), azalmis dagilabilirlik,
hidrofobiklik ve serbest SH gruplari ile pozitif
korelasyon gosterdigi, degisen protein-protein ve
protein-su  etkilesimleri nedeniyle  sekerler
tarafindan proteinlerin agilmasinin inhibisyonunu
gosterir (Gu vd., 2009). Literatiirde bagka protein

izolatlarinin ~ seker  ilavesiyle  fonksiyonel
Ozelliklerinde her zaman istenildigi gibi artiglara
sebep olmadigt da rastlanilan bir durumdur (Gu
vd., 2009; Alvarez vd., 2012; Wang vd., 2018; Zha
vd.,, 2019; Gao vd., 2023).

Cizelge 2. Orneklerin fonksiyonel ézelliklerine ait sonuglar
Table 2. Results of the functional properties of the samples

STK (g/g) YTK (g/g) EAI (m2/g) ESI (dak)
N-SPI 3.54+0.122 4.55+0.09° 4.9740.22 22.77+3.300
H-SPI 3.790.162 5.96+0.41 5.78+1.21 33.8810.11z
G-SPI 2.52+0.33b 2.88+0.11d 5.26+0.11 18.31£0.25b
GH-SPI 1.9740.57> 3.34+0.08 5.00£0.62 19.93+2.580
GH-SPI-U5 1.734+0.30 3.40+0.16¢d 5.43+0.17 35.5140.00
GH-SPI-U15 1.7840.05b 3.77£0.43¢ 5.44+0.45 22.55+4.58P

Degetler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. >4 Farkls tist simge karaktetler, bir stitun icinde P<0.05

diizeyinde 6nemli farkliliklar1 gostermektedir.

Values are expressed as mean t standard deviation. »4 Different superscript characters within a column indicate

significant differences at P<0.05 level.

Cizelge 2’de 6rneklerin EAT ve ESI degerleri
verilmistir.  Ultrasonikasyon ~ ve  glikasyon
reaksiyonunun soya proteininin emdulsifikasyon
6zelliklerinden FEAI iizerine istatiksel olarak
onemsiz (P>0.05) etkisi tespit edilirken ESI
degetleri tzerine Onemli (P<0.05) etkisinin
oldugu beliflenmistir. Sade protein izolatinin 1s1l
islem gormesiyle bu degetler artis gostermistir.
Ayni  sekilde ultrasonikasyon ve glikasyon
islemleri kontrol 6rnegine gére EAI ve ESI
degerlerini artirmistir. Feng vd. (2023) bu durumu
proteinin  yag  damlaciklarinin @ ylizeyine
adsorpsiyonu fiziksel bir adsorpsiyon islemi
oldugunu ve protein yapisindaki ve yiizey
hidrofobikligindeki degisiklikler o/w araylziine
adsorpsiyon yetenegini etkileyebilecegi seklinde
aciklamuglardir. Zhang vd. (2022) SPT’yi galaktozla
glike ettikleri ¢alismada glikasyon ile SPI
konjugatlarinin EAT ve ESI degerlerinin arttigint
tespit etmislerdir. Maillard reaksiyonunda yer alan
galaktozun konsantrasyonunun artmasiyla bu
degerlerin daha da arttig1 ve bunun nedeni olarak
galaktozun reaksiyon sirasinda SPI'ye baglanmasi,
hidrofilik  gruplarin  ortaya  ¢ikmasi  ve
¢ozuntrligin artmast olabilecegini
belirtmislerdir. Ma vd. (2022) yaptiklari ¢alismada
konjugatlarin, orijinal SPI ve karisimlardan 6nemli
lgide daha yitksek BAI ve ESI sergiledigini

tespit  etmislerdir.  Bir  protein-polisakkarit
konjugati bir su-yag sistemine eklendiginde,
proteinin su-yag arayliziinde emilerek viskoelastik
bir filmin olugmasina izin verdigi, polisakkaridin
ise emilsifiye damlaciklar icin kalinlagmast yoluyla
sterik stabilizasyon saglamasina baglamiglardir.
Béylece, konjuge numuneler icin gelistirilmis EAT
ve BSI, bu sinerjistik davranisa baglanmistir. Ding
vd. (2023) glikasyonla protein izolatlarinin EAT ve
ESI degerlerinin artmasini reaksiyon nedeniyle
seker zincitlerine erisimin, protein molekillerinin
molekiiler agithgt ve sterik engeli arttirdigin
belirtmislerdir. Ayrica glikosile edilmis proteinler,
glikosile edilmemis proteinlere gére daha fazla
hidrofilik gruba sahiptir ve bu da sterik engelleme
etkisini  arttirir.  Protein  molekillerindeki
hidrofobik kalintilar, yag damlaciklarinin yiizeyine
yapisabilirken, seker molekiilleri yag
damlactklarinin -~ yaundaki - su  molekullerini
cekebilir. Bu nedenle glikasyon, proteinin yag-su
arayliziini stabilize etme ve yag damlasi toplanma
egilimini azaltma yetenegine yardimct olur.
Béylelikle polisakkarit EAT ve ESI degerlerinde
artisa sebep olmus olabilir (Ding vd., 2023).
Mevcut ¢alismada ise reaksiyonda seker olarak bir
monosakkaritin kullanilmis olmast bahsedilen bu
etkiyi tam olarak gostermediginden EAT ve ESI
degerlerinde artisa neden olurken STK ve YTK
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icin azalma gdstermis olabilecegi soylenebilir.
Spesifik olarak, fruktozun dustik molekiler
agirligy, sterik stabilizasyon stirecini stirdirilemez
hale getirerek, daha kiicik su ve yag tutma
endekslerine yol agmis olabilir (Han vd., 2022).
Wang vd. (2018) soya fasulyesi protein izolatinin

islak  1sitmalt  Maillard  reaksiyonu  yoluyla
ksiloz/ fruktoz ile konjugasyonunda iki
monosakkarit ile konjugasyon, ¢Ozunurligi

onemli 6lciide arttirmis, ancak SPI'nin emilsifiye
edici aktivitesini azaltmistir.

FTIR spektroskopisi

Glikasyon  sirasinda  Orneklerin - kimyasal
yapilarinda bir etkilesimin veya degisimin olup
olmadigini tespit etmek ve proteinlerin ikincil
yapist hakkinda bilgiler edinmek amactyla FTIR
analizleri  yapilmistir.  Orneklerin ~ FTIR
spektrumlar Sekil 3’de verilmistir. Bu spektrumlar
kullanilarak fonksiyonel gruplar tespit edilmistir.
Muhtemelen sonikasyon 6n islemi, protein
yuzeyinde ac¢iga ctkabilecek amino gruplarinin
fraksiyonunu artiran ve karbonhidratlarla aslama
reaksiyonlarina  katilabilen  kiiresel  protein
yapisinin kismi olarak agilmasint tegvik etmektedir
(Iscimen vd., 2023). SPI'nin FT-IR spektrumu,
amid I titresimine ve N-H buktlmesine karsilik

gelen 1600-1700 (1629) cm?'deki bantlati
gostererek  protein  spektrumunun  tipik
Ozelliklerini  gostermigtir.  Ayrica, 1450-1550

(1513) cm?'deki bantlarin, protein yapilarinin
amid II gruplarina ait oldugu bilinmektedir
(Boostani vd., 2017). Benzer sekilde Su vd. (2010)
tarafindan rapor edilen ¢alismada, 1200-1450 cm-
I'deki sogurma bandi, amid III grubunun soya
proteinlerinin C-N gerilmesi ve N-H biikiilme
titresimlerinin -~ Ornekleri  oldugunu  ortaya
koymaktadir. Glike edilmis konjuge numunelerde
510, 513, 777, 817, 865, 975 ve 1050 cm'deki
(sekerler icin belirtilen bolgeler) absorbansin
SPI'ye kiyasla 6nemli 6l¢lide arttigy gérilmektedir.
Dolayistyla bu durum, proteinlerin
polisakkaritlerle kovalent baglanmasini
aciklamaktadir (Guan vd., 2006). Sonikasyona tabi
tutulan konjugatlar, muhtemelen kavitasyonun
bazi hidrojen baglarini bozdugu igin (Iscimen vd.,
2023) kontrole kiyasla 1629 cm! civarinda daha
belirgin piklere sahiptir. SP1 ile karsilastirildiginda,
konjugatlarin  3200-3600 cm''inde daha genis

esneme titresimi, SPI'ye baglt fruktoz tzerindeki
hidroksil gruplari ile iliskilidir (Li vd., 2019; Zhang
vd., 2022). Ayni zamanda bu bant araligina
bakildiginda ultrasonikasyon uygulanan Grnekler
daha genis yayilim gosteren pikler vermistir. 3200-
3600 cm'inde NH gerilmesiyle iligkili genis
tepeler glikasyon ve ultrason islemlerinin protein
yapisint yeniden dtzenlemelerinin ve
konformasyonel degisikliklerin ikili etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Isil islem gérmis SPI
numunesinde ise SPI numunesine gére 900-1200
cm! araliginda pikler gbrillmektedir. Bu piklerin
protein molekillerinin denatiirasyonu sonucu
olustugu dusuntlmektedir. Ayrica
ultrasonikasyon isleminin siiresi uzadik¢a 1100
cm!  civarindaki  pikin - daha  belirginlestigi
gorilmektedir. Yan vd. (2023) soya protein
izolati-epigallokatesin galat konjugatlarini
hazirlamak icin ultrason destekli geleneksel
kovalent baglanma yontemlerini kullandiklar
calismalarinda mevcut ¢alismayla uyumlu olan
FTIR spektrumlart elde etmislerdir.

SEM analizi

Glikasyona tabi tutulmus ve kontrol 6rneklerinin
SEM gorintileri Sekil 4de verilmistir. Taramalt
elektron mikroskobu (SEM) prosedird, gida
proteinlerinin morfolojisinin
degerlendirilebilecegi dogru molekiiler gézlemlere
izin veren yeni bir yontemdir. Bunun gibi
mikroskobik yontemler umut verici bir yaklasim
olabilir, ¢iinkii proteinlerin yapisi, morfolojisi ve
islevi arasinda var olan iligskiler dogast geregi
dinamiktir ve ayrica, mikro yapl
degerlendirmesinin, Maillard — modifikasyonu
yoluyla dogal olarak degisikliklere ugrayabilen
protein fonksiyonlarina yonelik arastirmalar igin
potansiyeller  saglayabilecegi  dustiniilmektedir
(Boostani vd., 2017). Soya proteini globulinlerinin
purlzsiz bir ylizeye sahip kiiresel bir sekle sahip
oldugu bulunmustur (Sekil 4.2). Bu gorinti
Shekarforoush vd. (2016) ve Boostani vd. (2017)
tarafindan yapilan Onceki gozlemlere benzerdir.
Soya proteinlerinin seker molekillerine siki bir
sekilde baglandigint ve bunun da birikmis ve
homojenlesmemis  bir  yapiun  insasiyla
sonuclandigini gosterir (Sekil 4.d, e ve f). Mevecut
calismada elde edilen SEM mikrograflari, FT-IR
spektrumlarinda gosterildigi gibi, SPI ve seker
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arasindaki iliskilerin varhgini da gosterebilir. SPI-
Fruktoz karisimlari icin SEM  mikrograflar,
tanimlanabilir bir bag gostermezler (Sekil 4.c).
Buna karsilik, ultrasonikasyonun ve
konjugasyonun bir sonucu olarak partikil
yapisinda ve seklinde bazt degisiklikler meydana
gelmistir. Ozellikle sonikasyon siiresi uzadikca
purtizlalik fazlalasmaktadir. Gorintiiler, kiiresel
SPI ve seker bilesenleti icin, belki de SPI ve seker
arasinda  kovalent baglantilarin  olusumunu
gOsteren cok kompakt bir rasgele mikro yapt
gostermektedir. Tian vd. (2023) oligomerik bir
protein olan fikosiyanini (PC) degistirmek icin
ultrason 6n islemiyle kombine glikasyonu
kullanddmis ve PC’nin piiriizsiiz bir yiizeye sahip
diizenli kuresel bir yapiya sahip oldugunu
bildirmislerdir. Ultrason uygulanmis PC'nin ylizey
yapisi, ultrason isleminin dagitict etkisinden dolayt

%Transmittance

4000 3000

Amid |

2000

hacimde buytk bir degisiklik olmayan gézenekli
bir bal petegi yapist gosteritken glike PC'nin
yapist, puriizli bir ylizeye ve Onemli O6lciide
genislemis bir hacme sahip diizensiz bir agrega
olarak gérilmustur. Bu sonuglar, mevcut
calismadaki sonuglarla da uyumlu olacak sekilde
modifikasyonun ~ PC'nin  gelismis  yapisint
etkilemesi nedeniyle PC'nin baslangictaki diizgin
yapistnin modifikasyondan sonra kayboldugunu
ve purizli hale geldigini géstermistir. Iscimen vd.
(2023)  ultrasonikasyon uygulanarak Uretilen
konjuge  bakla  protein izolatlarinda  toz
Ozelliklerinin sonikasyonla degistirildigini
gostermislerdir.  Ozellikle, diisiik  sonikasyon
seviyeleri  kullanildiginda numunelerin  daha
puriizstiz yiizeylere sahip oldugu, ancak daha
yiksek seviyeler kullanildiginda daha pargalt
oldugunu belirtmislerdir.

Amid 11
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Sekil 3. Orneklerin FT-IR spektrumlar
Figure 3. FI-IR spectra of the samples
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Sekil 4. SEM gbriintiileri; (a) N-SPI, (b) H-SPI, (c) G-SPL, (d) GH-SPL, () GH-SPI-U5 ve (f) GH-SPI-

Figure 4. SEM images; (a) N-SP1, (b) H-SPI, (c) G-SPI, (d) GH-SPL, (¢) GH-SPI-U5 and (f) GH-SPI-U75

SONUC

Sonu¢ olarak, arastirmada soya protein izolati
fruktoz sekeri ile glikasyona ugratilmistir. Ayni
zamanda glikasyondan 6nce ultrasonikasyon
isleminin etkisi arastirilmistit. SPI-F
konjugatlarinin bazi fonksiyonel Ozellikleri ve
karakterizasyonu incelenmistir. Ultrasonik 6n
islem, DG'yi arturmustir ve SPI-F konjugatlarinin

FAG degetlerini azaltmistir, bu da konjugatlarin
diizenli ikincil yaptya ve daha az kompakt Ggtinctl
konformasyona neden olabilir.  Glikasyon
reaksiyonu, SPI jellerin agint zayiflatmus, boylece
STK ve YTK degerleri dusmistiir. Uygun bir
ultrasonik on islemin, SPI-Fruktoz
konjugatlarinin glikasyon reaksiyonu kapsamint ve
yapistt  degistirebilecegi  sOylenebilir.  Ayrica
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ultrasonikayon ve glikasyon islemleri EAT ve EST
degerlerini  gelistirmistir. Bu bulgularin, gida
emilsiyonu ve diger sistemlerde glikasyonla
modifiye edilmis protein-sakarit ikili sistemletinin
uygulanmast i¢in yararl olmast beklenmektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazar herhangi bir c¢ikar catismast beyan
etmemektedit.
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