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Öz 
Bu çalışmada, sodyum kazeinat (Na-CN), laktoz (La), maltodekstrin (MD) ve Arap zamkı (GA) ile 
Maillard reaksiyonu temelli konjugatları hazırlanmış ve yapısal özellikleri incelenmiştir. Konjugas-
yon sonrası tüm örneklerde pH değerinde düşüş gözlenmiştir. Absorbans ölçümleri, reaksiyonun 
erken evre ürünlerinde özellikle Na-CN/La (%21,0 artış, 304 nm) ve Na-CN/MD (%19,4 artış, 304 
nm) örneklerinde belirgin bir artış göstermiştir. Esmerleşme indeksi en yüksek Na-CN/La konjuga-
tında kaydedilmiştir (%122,6 artış); ancak bu durum, laktozun kristalleşme eğilimiyle ilişkilendiril-
miştir. Serbest amino gruplarında ise Na-CN/MD (%64,5 azalma) ve Na-CN/GA (%60,1 azalma) 
konjugatları en yüksek bağlanma verimini göstermiş; laktozda bu oran %11,9’da kalmıştır. FTIR, 
XRD ve NMR analizleri karbonhidratların Na-CN ile kovalent bağlandığını ve bu bağın yapısal 
değişimlere yol açtığını doğrulamıştır. Sonuçlar, kullanılan karbonhidrat tipinin Na-CN konjugatla-
rının reaktivitesini ve yapısal özelliklerini önemli ölçüde etkilediğini göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Protein-karbonhidrat konjugatları, Maillard reaksiyonu, Kuru ısıtma yöntemi 

ABSTRACT 

Structural characterisation of sodium caseinate conjugates with different carbohydrates. 

In this study, sodium caseinate (Na-CN) conjugates with lactose (La), maltodextrin (MD), and gum 
Arabic (GA) were prepared via the Maillard reaction, and their structural characteristics were inves-
tigated. Conjugation led to a decrease in pH across all samples, with the most pronounced reduction 
observed in Na-CN/GA (from 6.26 to 5.01). UV–Vis absorbance measurements revealed marked 
increases in early-stage Maillard products, particularly in Na-CN/La (+21.0% at 304 nm) and Na-
CN/MD (+19.4% at 304 nm) conjugates. The browning index increased most notably in the Na-
CN/La conjugate (+122.6%), which was attributed to lactose crystallisation. Free amino group con-
tent decreased significantly, confirming covalent bonding: Na-CN/MD (–64.5%) and Na-CN/GA (–
60.1%) showed the highest binding efficiencies, whereas Na-CN and lactose showed a modest re-
duction (–11.9%). FTIR, XRD, and NMR analyses further confirmed structural modifications and 
successful conjugation. These findings highlight that the type of carbohydrate strongly influences 
the reactivity and structural properties of Na-CN conjugates. 
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Giriş
Proteinlerin amfoterik özellik göstermesi, özellikle yağ–su 
arayüzlerinde etkin rol almalarını sağlamakta ve bu sayede gı-
daların işlevselliğine önemli katkılarda bulunmaktadır (Akhtar 
ve Ding, 2017). Emülsifiye edebilme, köpük oluşturma, kıvam 
kazandırma, film oluşturma ve jel yapma gibi özellikler, pro-
teinlerin molekül ağırlığı, amino asit bileşimi, yük dağılımı ve 
yapısal özellikleriyle ilişkilidir. Ancak bu işlevsellik paketli ya 
da tüketime hazır gıdalarda asidik koşullar veya ısıl işlem et-
kisiyle zamanla azalabilmektedir (Zhang vd., 2021). Karbon-
hidratlar ise daha geniş bir pH aralığında kararlılığını korur-
ken, emülsifiye etme özellikleri tek başına sınırlı kalmaktadır. 

Proteinlerin bu kısıtlarını aşmak için birçok yöntem vardır. 
Proteinler ile indirgen şekerler arasında gerçekleşen Maillard 
reaksiyonu, proteinlerin fonksiyonel özelliklerini artırmada 
çevre dostu ve uygulanabilir bir yöntem olarak öne çıkmakta-
dır. Protein–karbonhidrat konjugatları, her iki bileşenin 
olumlu özelliklerini bir araya getirerek çözünürlüğü ve emül-
siyon kararlılığını artırır (Kasran vd., 2013; Dıblan vd., 2024). 

Konjugasyon verimliliği ve fonksiyonel iyileşmeler bazı fak-
törlere bağlı olarak değişmektedir; bu konuda kullanılan pro-
tein ve karbonhidrat türleri, oranları ve reaksiyon koşulları öne 
çıkmaktadır (Wang ve Ismail, 2012; Binwei vd., 2017). Süt 
proteinlerinden olan sodyum kazeinat (Na-CN), kazeinlerin 
suda çözünür formu olup, gıdalarda kıvam verici, stabilize 
edici ve emülsifiye edici özellikleri nedeniyle yaygın olarak 
kullanılmaktadır. Isıl işlemlere karşı oldukça dayanıklı ol-
makla birlikte, izoelektrik noktası civarında (pH ~4.6) çözü-
nürlüğünü tamamen kaybetmekte ve fonksiyonel özellikle-
rinde sınırlamalar ortaya çıkabilmektedir (Badem ve Uçar, 
2017). 

Na-CN’nin fonksiyonel özelliklerini geliştirmek amacıyla 
farklı karbonhidratlarla Maillard reaksiyonu yoluyla konju-
gasyonu üzerine çeşitli çalışmalar yürütülmüştür (Shepherd 
vd., 2000; Gu vd., 2009; O’Regan ve Mulvihill, 2010; Qu ve 
Zhong, 2017; Consoli vd., 2018; Wang vd., 2020). Örneğin, 
maltodekstrin (MD) ile yapılan konjugasyonların emülsiyon 
ve enkapsülasyon stabilitesini güçlendirdiği bildirilmiştir 
(O’Regan ve Mulvihill, 2010). Ayrıca, Na-CN ve pektinin 
Maillard reaksiyonu temelli konjugasyon süreçleri, konjuge 
olmayan Na-CN’nin kullanıldığı emülsiyonlara göre, emülsi-
yon stabilitesinin artmasına ve izoelektrik noktaya yakın 
pH’larda daha iyi çözünmesini (%33,5’ye kadar) sağlamıştır 
(Kumar vd., 2021).  

Bu çalışmada, Na-CN’nin laktoz (La), MD ve Arap zamkı 
(GA) ile Maillard reaksiyonuna dayalı konjugasyonu gerçek-

leştirilmiş ve Na-CN/karbonhidrat konjugatlarının yapısal de-
ğişimleri incelenmiştir. Böylece, disakkarit, polisakkarit ve 
zamk tipinde farklı karbonhidratların Na-CN ile oluşturduğu 
konjugatların gıda endüstrisinde potansiyel kullanım alanla-
rına ilişkin potansiyellerine dair bilgi elde edilmiştir. 

Materyal ve Metot 

Materyal 

Sodyum bromür ve Na-CN Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
ABD) firmasından temin edilmiştir. Susuz La Zag Kimya 
LLC’den (İstanbul, Türkiye), GA ve dekstroz eşdeğeri 18–20 
olan MD ise Tito’dan (İzmir, Türkiye) satın alınmıştır. Çalış-
mada kullanılan diğer tüm kimyasallar analitik saflık derece-
sindedir. 

Konjugat üretimi 

Deneysel prosedür ile protein ve karbonhidrat çözeltilerinin 
hazırlanması konusundaki detaylar önceki çalışmamızda veril-
miştir (Dıblan vd., 2024). Konjugat üretimi için Na-CN/Lak-
toz (Na-CN/La), Na-CN/maltodekstrin (Na-CN/MD) ve Na-
CN/Arap zamkı (Na-CN/GA) çözelti kombinasyonları hazır-
lanmış ve protein:karbonhidrat oranı 1:4 olarak ayarlanmıştır. 
Ardından karışımlar laboratuvar tipi püskürtmeli kurutucuya 
(B15, Unopex, İzmir, Türkiye) beslenmiştir. Elde edilen tozlar 
analiz ve konjugasyon işlemleri yapılıncaya kadar –18 °C’de 
depolanmıştır. 

Protein-karbonhidrat karışımlarının püskürtmeli kurutma ile 
toza dönüştürülmesinin ardından, konjugatlar kuru ısıtma yön-
temiyle elde edilmiştir (Qu ve Zhong, 2017). Toz halindeki 
protein-karbonhidrat karışımları, %50 bağıl nem koşulunda 60 
°C’de 8 saat boyunca etüvde (FN055, Nüve, Ankara, Türkiye) 
inkübe edilmiştir. Ortamın bağıl nemi (%50) doygun sodyum 
bromür çözeltisi ile sağlanmıştır. Elde edilen konjugatlar ana-
liz yapılıncaya kadar –18 °C’de depolanmıştır. Konjugat ör-
nekleri, her bir Na-CN/karbonhidrat karışımının adına “-K” 
eklenerek kodlanmıştır.  

Metot 

pH ve su aktivitesi değerlerinin belirlenmesi 

pH, bir pH ölçer (MW180 MAX, Milwaukee Instruments, 
Rocky Mount, NC, ABD) kullanılarak örneklerin %1 (a/a) 
konsantrasyondaki çözeltilerinde belirlenmiştir. Su aktivitesi, 
25 °C'de bir su aktivitesi ölçer (3TE-Decagon, AquaLab, Pull-
man, WA, ABD) kullanılarak ölçülmüştür. 
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Konjugat oluşum derecesinin belirlenmesi 

Konjugat oluşum derecesi, enzimatik olmayan esmerleşme re-
aksiyonunun (Maillard reaksiyonu) ürünleri analiz edilerek iz-
lenmiştir. Bu amaçla, konjugat çözeltilerinin (%1 (a/a)) absor-
bans değerleri ölçülmüştür (Loyeau vd., 2018). Enzimatik ol-
mayan esmerleşme reaksiyonu ürünlerinin başlangıç, ara ve 
son aşamalarında oluşması muhtemel ürünler sırasıyla 284 nm 
(Schiff baz oluşumu ve Amadori ürünleri), 304 nm (Amadori 
ürünleri) ve 420 nm (kahverengi melanoidin oluşumu) dalga 
boylarında ölçülmüştür. Numuneler %1 (a/a) konsantrasyonda 
distile suda hazırlanmış ve absorbans değerleri spektrofoto-
metre (Cary 60 UV–Vis spektrofotometresi, Agilent Techno-
logies, Santa Clara, CA, ABD) kullanılarak ölçülmüştür. 

Esmerleşme indeksi (Eİ) değerlerinin belirlenmesi  

Reaksiyon sırasında ürünlerde sarıdan kahverengiye kadar 
farklı düzeylerde renk değişimi gözlenmektedir. Uluslararası 
Aydınlatma Komisyonu (CIE) renk sistemine göre bu deği-
şimler şu parametrelerle incelenir: L* (aydınlık/karanlık, 0–
100), a* (kırmızılık/yeşillik, –60 ile +60), b* (sarılık/mavilik, 
–60 ile +60). Bu parametreler kolorimetre (Konica Minolta 
CM-5, Tokyo, Japonya) ile ölçülmüş ve elde edilen değerlerle 
Consoli vd. (2018) tarafından verilen denklemler kullanılarak 
Eİ değeri hesaplanmıştır. 

Toplam serbest amino gruplarının belirlenmesi 

Örneklerin toplam serbest amino grupları (SAG), orto-ftalal-
dehit (OPA) yöntemiyle belirlenmiştir (Church vd., 1983; 
Dıblan vd., 2024). OPA çözeltisi hazırlanmış, örneklerle reak-
siyon başlatılmış ve absorbans 340 nm’de ölçülerek sonuçlar 
tripton eşdeğeri olarak ifade edilmiştir.  

Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR) 

Örnek spektrumları Elmas ATR donanımlı FTIR spektrosko-
pisi (Perkin Elmer Spectrum 400, ABD) ile kaydedilmiştir. Öl-
çümler 4000–400 cm⁻¹ aralığında, 4 cm⁻¹ çözünürlükte ve üç 
tekrar halinde alınmıştır (Yan vd., 2018). 

X-ışını difraksiyon (XRD) analizleri 

Örneklerin XRD paternleri Rigaku MiniFlex 600 (Tokyo, Ja-
ponya) cihazında CuKα radyasyonu (λ=1.54 Å) kullanılarak 
elde edilmiştir. Ölçümler 10°–60° (2θ) aralığında, 0,02° adım 
genişliği ile yürütülmüştür (Silva vd., 2016). 

Nükleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi 

Yaklaşık 20 mg örnek, 1 mL döteryum oksit içinde çözülmüş 
ve tetrametilsilan iç standart olarak kullanılmıştır. ¹H-NMR 

analizleri 400 MHz Bruker cihazında yapılmış ve sonuçlar δ 
(ppm) cinsinden rapor edilmiştir (Dıblan vd., 2024).  

İstatistiksel analiz 

Tüm analizler en az üç tekrarla yapılmıştır. Veriler SPSS 15.0 
yazılımı ile değerlendirilmiş; ortalamalar arası farklılıklar 
Duncan çoklu karşılaştırma testi (p<0.05) ile belirlenmiştir.  

Bulgular ve Tartışma  
pH ve Su Aktivitesi Değerleri 

Örneklerin pH değerleri incelendiğinde, en yüksek pH’ın La 
örneğinde (7,04), en düşük pH’ın ise Na-CN/GA-K örneğinde 
(5,01) olduğu görülmüştür (Tablo 1). Konjugasyon işlemi tüm 
örnek pH değerlerinde düşüşe yol açmış; özellikle GA ile kon-
jugasyon bu etkiyi en belirgin şekilde göstermiştir. Konjugas-
yon öncesinde dahi GA içeren karışımın (Na-CN/GA, pH 
6,26) diğer örneklere kıyasla daha düşük pH değerine sahip 
olması, GA’nın yapısında bulunan karboksilik grupların (özel-
likle glukuronik asit ve galakturonik asit kalıntıları) çözeltide 
serbest hâle gelerek ortamın asiditesini artırmasıyla açıklana-
bilir (Izydorczyk vd., 2005). Bu doğal asidik özellik, Na-
CN’nin bazik karakteriyle kısmen dengelenmiş olsa da, genel 
pH yine de görece düşük kalmıştır. 

Konjugasyon sonrası Na-CN/GA-K’de pH’nın 5,01’e kadar 
düşmesi, hem GA’nın bu asidik etkisinin devam etmesi hem 
de Maillard reaksiyonu ilerledikçe formik asit, asetik asit ve 
diğer düşük molekül ağırlıklı organik asitlerin oluşmasıyla 
ilişkilidir (Martins ve Van Boekel, 2005). Böylece GA, hem 
başlangıç pH’sini düşürmekte hem de reaksiyon sırasında olu-
şan asidik ürünlerin birikimini artırarak en düşük pH değerini 
göstermektedir. Laboratuvarımızda gerçekleştirilen çalışma-
larda bu yönde bir örüntünün peynir altı suyu protein konsant-
resi (WPC) ile yapılan denemelerde de elde edildiği belirlen-
miştir (Dıblan vd., 2024).  

Bu çalışmadaki örneklerin su aktivitesi 0,40 ile 0,51 arasında 
değişmiş (veriler gösterilmemiştir) ve ısıl işlem sonrası karı-
şımlarla konjuge örnekler arasında yalnızca hafif artışlar göz-
lenmiştir. Bu bağlamda, reaksiyon sonrasında su aktivitesinde 
anlamlı bir artışın olmaması, genellikle su aktivitesinde yük-
selmeye neden olan ileri düzey Maillard reaksiyon ürünlerinin 
bu çalışmada oluşmamış olabileceğini düşündürmektedir 
(Thomsen vd., 2005). Çalışmada reaksiyon koşullarının kont-
rollü olarak kullanılmış olmasının bu duruma katkıda bulun-
muş olabileceği değerlendirilmektedir. 

Konjugat Oluşum Derecesi 

Isıtma öncesi ve sonrası örneklerin absorbans değerleri reak-
siyonun takibi için ölçülmüş ve Tablo 1’de verilmiştir. 284 ve 
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304 nm’deki artışlar erken evre aromatik ürünleri yansıtırken, 
420 nm’deki artış orta-ileri evre melanoidin oluşumunu gös-
termektedir. Konjugasyon sonrası tüm örneklerde özellikle 
284 ve 304 nm’de absorbans değerlerinde önemli bir artış göz-
lenmiştir (p<0,05). Bu artışlar, Maillard reaksiyonunun erken 
evresinde oluşan aromatik bileşikler ve ara ürünlerin varlığını 
göstermektedir. En yüksek artış, 304 nm’de Na-CN/La-K 
(%21,0) ve Na-CN/MD-K (%19,4) örneklerinde belirlenmiştir 
(Şekil 1). Bu sonuç, La ve MD gibi düşük molekül ağırlıklı 
karbonhidratların Maillard reaksiyonunda erken dönem ürün-
lerinin oluşumuna daha elverişli olduğu şeklinde yorumlana-
bilir. Tablo 1 ve Şekil 1 incelendiğinde, La ve MD örnekle-
rinde 420 nm değerinde %5-6 arasında artış olduğu görülmek-
tedir. Bu, Na-CN ile bu karbonhidratların konjugasyonunda 
ileri Maillard ürünlerinin oluşmadığını ve reaksiyonun kont-
rollü olduğunu göstermektedir. Bu durum tekno-fonksiyonel 
özelliklerin iyileştirilmesi hedeflendiğinde istenen bir durum-
dur. Na-CN/La örneğinde Eİ değerindeki dramatik artışa rağ-
men (Bölüm 3.3), 420 nm'deki absorbans artışının nispeten dü-
şük kalmasının, ölçülen melanoidin türlerinin çözünürlük 
özelliklerindeki farklılıktan kaynaklanabileceği düşünülmüş-
tür. Eİ, toz halindeki numunenin genel rengini yansıtır ve çö-
zünmeyen pigmentleri de tespit ederken, 420 nm absorbansı 
sulu çözeltideki çözünür renkli bileşikleri ölçmektedir. La’nın 
kristal yapısında hapsolan ileri düzey ürünlerin çözünürlüğü-
nün sınırlı olması, bu iki parametre arasındaki farkı açıklaya-
bilir (Bkz. Bölüm 3.3). Yine yapılan bir çalışmada WPC’nin 
bu karbonhidratlarla farklı reaksiyon ürünleri ürettiği belirlen-
miştir (Dıblan vd., 2024). İlgili çalışmada, Na-CN’nin tersine 

WPC ile konjugasyonda 284 ve 304 nm değerlerinde düşük 
artışa sahipken, 420 nm’de en yüksek artış değerlerini vermiş-
tir; bu da WPC’nin daha kontrolsüz bir şekilde, başlangıç aşa-
malarından itibaren bu karbonhidratlarla daha hızlı reaksiyona 
girerek ileri ürünler oluşturduğunu düşündürmüştür.  

Önceden de bahsedildiği gibi, 420 nm’deki absorbans ileri re-
aksiyon ürünlerini ve esmerleşmeyi temsil etmektedir. Burada 
özellikle Na-CN/GA-K örneğinde %53,9 artış dikkat çekmek-
tedir (Şekil 1). GA’nın yapısındaki karboksilik grupların asi-
dik karakteri nedeniyle reaksiyon hızını artırarak kromofor 
(bir molekülün renginden sorumlu kısmı) oluşumunu teşvik 
ettiği düşünülebilir. Aynı zamanda, kazein açık ve hidratlan-
mış bir yapıya sahip olduğu için karbonhidratlarla globüler 
proteinlere kıyasla daha kolay konjugasyon oluşturabilmekte-
dir (Consoli vd., 2018). Hidratlanmış yapıların artması bağlan-
mayı ve reaksiyonun ilerlemesini de artıracaktır. Örneğin, 
Seidi vd. (2023), hidrolize kazein–GA sisteminde Maillard re-
aksiyonunun daha hızlı ve daha etkili gerçekleştiğini rapor et-
miştir. Bu durum, GA’nın çoklu bağlanma noktalarına sahip 
olması nedeniyle, sodyum kazeinat gibi çözünür formda olan 
kazein üzerindeki amino gruplarıyla yüksek oranda etkileşime 
girmesiyle açıklanmaktadır. Buna karşılık, WPC’nin GA ile 
konjugasyonu sırasında daha düşük bağlanma verimi göster-
diği bulunmuştur (Dıblan vd., 2024). Bir başka çalışmada, 
deve sütünden elde edilmiş peynir altı suyu proteini ile glukoz 
arasında gerçekleştirilen Maillard reaksiyonunda grafting de-
recesi %28 iken, GA kombinasyonunda bu oranın yalnızca %8 
düzeyinde olduğu bildirilmiştir (Liu vd., 2025). 

 

Tablo 1. Örneklerin absorbans, serbest amino grupları ve esmerleşme indeksindeki değişiklikler* 

Table 1. Changes in absorbance, free amino groups, and browning index of the samples* 

 Örnekler pH 
(-) 

Absorbans değerleri EI 
(-) 

SAG 
(mg Tripton g-1) 284 nm 304 nm 420 nm 

Na-CN/La 7,04±0,06a 0,418±0,002d 0,119±0,005e 0,555±0,017b 2,74±0,00d 27,23±1,82b 
Na-CN/La-K 6,85±0,04b 0,482±0,009c 0,144±0,001c 0,584±0,006a 6,10±0,02b 23,99±1,47c 
Na-CN/MD 6,90±0,00b 0,520±0,008b 0,134±0,005d 0,348±0,003e 2,64±0,01e 33,67±0,83a 
Na-CN/MD-K 6,54±0,02c 0,558±0,010a 0,160±0,002b 0,370±0,000d 3,29±0,04c 11,94±0,16d 
Na-CN/GA 6,26±0,08d 0,328±0,003e 0,154±0,005bc 0,319±0,009f 6,10±0,02b 31,76±0,38a 
Na-CN/GA-K 5,01±0,01e 0,335±0,003e 0,174±0,005a 0,491±0,001c 8,87±0,01a 12,66±0,43d 

* Kısaltmalar: EI, esmerleşme indeksi; Na-CN/GA, sodyum kazeinat ve Arap zamkı karışımı; Na-CN/GA-K, konjuge sodyum kazeinat 
ve Arap zamkı; Na-CN/La, sodyum kazeinat ve laktoz karışımı; Na-CN/La-K, konjuge sodyum kazeinat ve laktoz; Na-CN/MD, sod-

yum kazeinat ve maltodekstrin karışımı; Na-CN/MD-K, konjuge sodyum kazeinat ve maltodekstrin; SAG, serbest amino grupları. 
Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. Aynı üst simge harfler, her özellik için örnekler arasında önemli bir fark olmadı-

ğını göstermektedir (p>0.05) 
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* Kısaltmalar: EI, esmerleşme indeksi; SAG, serbest amino grupları 

Şekil 1. Konjugat üretim sonucu parametreler üzerindeki yüzde değişimler 

Figure 1. Percentage changes in parameters after conjugate production 

 

Esmerleşme İndeksi (Eİ) 

Eİ değerleri konjugasyon sonrası tüm örneklerde anlamlı bi-
çimde artmıştır (p<0,05). Özellikle Na-CN/La-K’de %122,6 
gibi dramatik bir artış kaydedilmiştir. Na-CN/MD-K ve Na-
CN/GA-K’deki artışlar sırasıyla %24,6 ve %45,4 düzeyinde 
kalmıştır (Şekil 1). Bu sonuçlara göre La’nın reaksiyona yat-
kınlığı daha yüksek gibi görünse de aslında bu durum diğer 
analizler tarafından desteklenmemektedir. 420 nm’de bu de-
rece artış tespit edilememiş; aynı zamanda SAG’da da yüksek 
bir azalma gözlenmemiştir. 

Maillard reaksiyonunun erken aşama göstergelerinden olan 
SAG’ın azalmasıyla, 420 nm absorbansındaki nispeten düşük 
artış bir çelişki içerisindedir. Ancak Eİ’deki bu dramatik artı-
şın nedeni, La’nın kristalizasyon prosesinin doğasında yat-
maktadır. La camsı yapıya geçiş sıcaklığının üstünde ve/veya 
kuru havalı olmayan ortamlarda hızlıca kristal formuna geçe-
bilmektedir (Ranger vd., 2017; Yan vd., 2022; Dıblan vd., 
2024). XRD sonuçları incelendiğinde (Şekil 3), La’nın konju-
gasyon sonrası Na-CN/La karışımı ile karşılaştırıldığında yük-
sek kristallenme ile sonuçlandığı görülmüştür. Kristalizasyon 

sırasında, La molekülleri düzenli bir kafes yapısı oluştururken, 
ortamdaki Na-CN’ye ait protein fragmanları ve serbest amino 
asitler bu kristal yapı içerisinde hapsolabilmektedir (Sánchez-
García vd., 2022). Suyun uzaklaştığı bu proses, söz konusu 
proteinleri ve amino asitleri La molekülleriyle aşırı yakın te-
mas halinde ve çok yüksek lokal konsantrasyonlarda bulun-
maya zorlayarak mikro ölçekli yoğun reaksiyon bölgeleri (hot-
spots) oluşumuna neden olmaktadır. Reaksiyon süresinde La 
kristal yapıya geçerken, bu bölgelerde hapsolmuş reaktanlar 
arasında verimli ve şiddetli bir Maillard reaksiyonunun ger-
çekleştiği, melanoidin gibi çözünmeyen ve kahverengilik ve-
ren bileşenlerin yüksek miktarda oluştuğu muhtemeldir 
(Martins vd., 2000). Bu çözünmeyen formdaki yüksek mole-
kül ağırlıklı ileri reaksiyon ürünleri, 420 nm’de sulu ortamda 
ölçülen absorbans değerlerinde artışa neden olmayacaktır. Ay-
rıca lokalize mikro noktalarda oluşmaları, yani heterojen bir 
örüntü göstermeleri nedeniyle SAG’ın azalmasında da mikro 
noktalarda gerçekleşerek etkin bir bağlanma olarak sonuçlan-
mayacaktır. Ek olarak, Na-CN/La-K örneğinde renk değerleri 
(tek tek verilmemiştir) arasında kırmızılık değerinin diğer ör-
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neklere göre çok daha şiddetli arttığı görülmüştür; bu da kah-
verengileşmeyi desteklemektedir. MD ve GA gibi amorf yapı-
daki şekerlerde ise reaksiyon homojen bir şekilde dağıldığı 
için Eİ’deki artış daha düşük düzeyde kalmıştır. 

Bu bulgular, La’nın reaktivitesinin düşük olduğu anlamına 
gelmemekle birlikte, reaksiyon kinetiğinin ve mekanizmasının 
diğer şekerlere kıyasla farklılık gösterdiğine işaret etmektedir. 
Nitekim, aynı çalışma koşullarında WPC kullanılarak yapılan 
bir çalışmada, La’nın en yüksek Eİ değerine ve SAG tüketi-
mine sahip olduğu tespit edilmiştir (Dıblan vd., 2024). 
WPC'nin ısıyla denatüre olarak daha fazla sayıda reaktif amino 
grubu açığa çıkarması ve La kristalleri tarafından benzer şe-
kilde hapsedilerek yoğun reaksiyon bölgeleri oluşturması, bu 
farklı davranışın temel nedeni olarak değerlendirilmiştir. Do-
layısıyla, protein kaynağının yapısal özelliklerinin (globüler 
WPC’ye karşı amorf kazein) ve La’nın kristalizasyon davranı-
şının reaksiyon verimliliği üzerinde belirleyici bir rolü olduğu 
belirlenmiştir. 

Toplam Serbest Amino Gruplarındaki Değişim 

Tablo 1'deki serbest amino grup (SAG) sonuçları, Maillard ta-
banlı konjugasyon reaksiyonunun verimliliğini değerlendir-
mek açısından kritik öneme sahiptir. Konjugasyon sonrasında 
tüm örneklerde SAG miktarında istatistiksel olarak anlamlı 
azalmalar gözlemlenmiştir (p<0,05). Bu durum, Na-CN’nin 
SAG ile kullanılan karbonhidratların (La, MD ve GA) karbo-
nil grupları arasında başarılı bir şekilde kovalent bağların oluş-
tuğunu ve Maillard reaksiyonunun erken aşamalarının gerçek-
leştiğini doğrulamaktadır. 

En belirgin azalma, MD içeren örnekte (Na-CN/MD-K) tespit 
edilmiştir. Bu örnekte SAG miktarı 33,67 mg/g'dan 11,94 
mg/g'a düşerek yaklaşık %64,5'lik bir kayba işaret etmektedir. 
Bunu %60,1'lik bir azalma ile GA örneği (Na-CN/GA-K) iz-
lemiştir. La ile konjugasyon sonrasında (Na-CN/La-K) azalma 
oranı nispeten daha düşük (%11,9) kalmıştır (Şekil 1). Bu bul-
gular, MD ve GA’nın Na-CN ile daha yüksek oranda reaksi-
yona girme eğiliminde olduğunu göstermektedir. MD’nin dü-
şük molekül ağırlığı ve yüksek reaktivitesi ile GA’nın ise çok 
sayıda karbonil grubu içeren kompleks yapısı bu yüksek bağ-
lanma verimini açıklayabilir. La’da gözlemlenen nispeten dü-
şük SAG azalması ise, bir önceki bölümde tartışıldığı üzere, 
reaksiyon sırasında hızla kristalize olması ve amino gruplarına 
erişimi fiziksel olarak kısıtlamasıyla ilişkilendirilebilir.  

Bu sonuçlar, literatürdeki bir çalışmada raporlanan Na-CN ile 
MD’nin serbest reaktif gruplarındaki %66’lık azalma ile 
uyumludur (Kumar vd., 2021). Her iki çalışma da MD’de yük-
sek orandaki indirgeyici grup varlığının bu yüksek reaktivite-
nin temel nedeni olduğunu desteklemektedir. Benzer şekilde, 

GA için bu çalışmada tespit edilen yaklaşık %60'lık SAG azal-
ması, söz konusu literatürdeki %50'lik değerden nispeten daha 
yüksektir. Bu fark, protein:karbonhidrat oranı ve diğer reaksi-
yon parametrelerindeki farklılıktan kaynaklanabilir.  

Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) 

Örneklerin konformasyonel değişimleri FTIR spektrumları 
(Şekil 2) kullanılarak gözlemlenmiştir. Tüm karışımlar ve 
konjugatlar klasik protein amid desenini ~1634 cm⁻¹’deki 
Amide I bandı (peptit C=O gerilmesi) ve ~1525 cm⁻¹’deki 
Amide II bandı (N–H bükülmesi + C–N gerilmesi) sergile-
mektedir (Dıblan vd., 2024). ~3242 cm⁻¹ merkezlenen geniş 
bant, polipeptit ağındaki ve adsorbe nem ile oluşan N–H···O 
ve O–H hidrojen bağlarından kaynaklanmaktadır; konjugas-
yon sonrası bu bandın genişliğinde görülen değişim, reaksiyon 
sırasında oluşan veya kaybolan moleküller arası H-bağlarını 
ifade etmektedir (Naderi vd., 2020). 2923 cm⁻¹ bandı, protein 
yan zincirlerindeki alifatik C–H gerilmelerini yansıtmaktadır 
ve konjugasyon sonrası bantlarda kaymalar meydana gelmiş-
tir. ~1396 ve ~1459 cm⁻¹ bantları, CH₂/CH₃ deformasyonla-
rına ve simetrik COO⁻ gerilmesine karşılık gelmektedir 
(Loughrill vd., 2019). Karbonhidratların parmak izi bölgesi 
olan 1200-1000 cm⁻¹ bant aralıklarında tüm örneklerde konju-
gasyon sonrası belirgin kaymaların görülmesi konjugasyonu 
doğrulamaktadır. Örneğin, Na-CN/La-K spektrumunda (Şekil 
2) 1191-1038 cm⁻¹ aralığında ortaya çıkan belirgin pikler, ya-
pıda yeni oluşmuş C=C ve C=N bağlarını göstermektedir 
(Naderi vd., 2020).  

X-ışını Difraksiyon (XRD) Analizleri 

XRD sonuçları Şekil 3’te verilmiştir. Tüm örneklerde yaklaşık 
19–22° 2θ civarında geniş pikler gözlenmiş olup, bu durum 
Na-CN ve polisakkaritlerin genel olarak amorf karakterini 
göstermektedir (He vd., 2021). Na-CN/MD, Na-CN/MD-K, 
Na-CN/GA ve Na-CN/GA-K örneklerinde belirgin kristalin 
pikler bulunmazken, amorf yapı korunmuştur. Buna karşılık, 
Na-CN/La-K örneğinde aynı bölgede keskin ve yüksek şid-
detli piklerin ortaya çıktığı görülmektedir. Bu sonuç, La’nın 
molekül yapısı nedeniyle konjugasyon ve ısıl işlem sonrası ye-
niden düzenlenerek kristallenmeye eğilimli olduğunu göster-
mektedir. MD ve GA ise yüksek molekül ağırlıklı ve amorf 
yapılı polisakkaritler olduğundan kristallenmeye yol açmamış; 
XRD desenlerinde amorf omuz korunmuştur. Na-CN/La-K ör-
neğinde gözlenen kristallik artış sonucu, ışık saçılımına bağlı 
optik yoğunluk etkisi nedeniyle Eİ değerinde gözlemlenen 
dramatik artış önceden tartışılmıştı (Bkz. Bölüm 3.3).  

Kristalin, amorf veya kompleks yapılar dahil olmak üzere çe-
şitli formlarda bulunabilir (Fox vd., 1998). La’nın püskürtmeli 
kurutulması kristal yapı oluşumuna yol açabilir; ancak bu, 
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konjugasyon öncesinde gözlenmemiştir. Özellikle %30’un 
üzerindeki yüksek bağıl nem (RH) koşullarında depolama sı-
rasında La’nın hızlı kristalleşmesi gerçekleşebilir (Jouppila ve 
Roos, 1994; Wu vd., 2014). Na-CN/La örneğinde La amorf 

yapısını koruyabilmiş olsa da, %50 RH koşullarında üretilen 
konjugatında La’nın kristalin forma dönüştüğü düşünülmekte-
dir. Benzer bir durum literatürde de bildirilmiştir (Dıblan vd., 
2024).  

 

 
Şekil 2. Örneklerin FTIR spektrumları 

Figure 2. FTIR spectra of the samples 

 
Şekil 3. Örneklerin XRD spektrumları 

Figure 3. XRD spectra of the samples 
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Nükleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi 

Şekil 4’te verilen 1H-NMR spektrumları, farklı karbonhidrat-
ların (La, MD ve GA) Na-CN ile oluşturduğu karışımları ve 
konjugatlarını göstermektedir. ≈3,0–5,5 ppm kimyasal kayma 
bölgesi, karbonhidratların şeker halkalarında yer alan proton-
lardan (H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6′) kaynaklanan çok sayıda 
sinyal ile karakterizedir (Bubb, 2003). Bu bölge, karbonhid-
ratların yapısal bütünlüğünü ve olası kimyasal etkileşimlerini 
değerlendirmek açısından kritik öneme sahiptir. 

Özellikle 5,28 ppm ve 5,10 ppm civarındaki sinyaller, karbon-
hidratların anomerik protonlarına (H-1) karşılık gelmekte 
olup, La gibi indirgen şekerlerde anomerik protonların tipik 
olarak gözlendiği bölgelerle uyumludur (Summerfelt vd., 
1990; Fontana ve Widmalm, 2023). La’nın indirgen ucundaki 
Glcα-H1 veya Glcβ-H1 protonları bu bölgede tanımlanabil-
mektedir (Summerfelt vd., 1990). Bu sinyallerin varlığı, şeker-
lerin serbest anomerik karbonlarının ölçüm sırasında hâlâ kıs-
men mevcut olduğunu göstermektedir. 

Maillard reaksiyonunun ilerlemesiyle birlikte, anomerik kar-
bon üzerinden protein amino gruplarıyla kovalent bağ oluş-
tuğu için bu bölgede yer alan proton sinyallerinde şiddetin 

azalması gözlenmektedir (Yi vd., 2019). Bu durum, reaksiyo-
nun gerçekleştiğine dair önemli bir NMR göstergesidir. Şekil 
4’te özellikle konjugatların (Na-CN/La-K, Na-CN/MD-K, Na-
CN/GA-K) spektrumlarında anomerik bölgedeki sinyal yo-
ğunluğunun azaldığı açıkça görülmektedir. Bu kayıp, karbon-
hidratların serbest indirgen uçlarının artık kısmen tüketildiğini 
ve proteinle kovalent bağlanma sonucu konjugat yapılarının 
oluştuğunu desteklemektedir. Polisakkarit–protein konjugat-
larında anomerik bölgedeki proton sinyallerinin azaldığı lite-
ratürde de bildirilmiştir (Yi vd., 2019). 

Ayrıca spektrumlarda 3,2–4,5 ppm aralığında gözlenen çok 
sayıda sinyalin karbonhidratların şeker halkalarındaki diğer 
protonlara (H-2'den H-5'e) karşılık geldiği bilinmektedir. GA 
ve MD gibi kompleks polisakkaritlerde bu bölgede oldukça üst 
üste binmiş (overlapped) sinyallerin gözlenmesi doğaldır. Bu-
nunla birlikte, konjugatların spektrumlarında bu sinyallerin 
hat şeklinde bir miktar genişlediği, bunun da molekül ağırlı-
ğındaki artıştan ve hareketlilikteki kısıtlanmadan kaynaklan-
dığı düşünülmektedir (Bubb, 2003). Bu durum, konjugat oluş-
turulduğunda, bağlanma sonucu molekülün özgür hareketinin 
(rotasyon, çözeltideki esneklik vb.) sınırlanması ve spekt-
rumda hat genişliğinin artması olarak kendini göstermiştir. Bu 
bulgu, UV-vis ve FTIR sonuçlarıyla da uyumludur.  

 

 
Şekil 4. Na-CN/karbonhidrat karışımlarının ve konjugatların 1H-NMR spektrumları. Na-CN/La (1), Na-CN/La -K (2), Na-

CN/MD (3), Na-CN/MD-K (4), Na-CN/GA (5) ve Na-CN/GA-K (6) 

Figure 4. 1H-NMR spectra of Na-CN/carbohydrate mixtures and conjugates. Na-CN/La (1), Na-CN/La-K (2), Na-CN/MD (3), Na-
CN/MD-K (4), Na-CN/GA (5) and Na-CN/GA-K (6) 
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Sonuç 
Bu çalışmada, Na-CN’nin La, MD ve GA ile Maillard reaksi-
yonu temelli konjugatları hazırlanmış ve yapısal özellikleri in-
celenmiştir. Bulgular, kullanılan karbonhidrat tipinin konju-
gasyon mekanizmasını ve ürünlerin yapısal özelliklerini 
önemli ölçüde etkilediğini göstermiştir. MD ve GA, SAG’da 
daha yüksek azalma sağlayarak kovalent bağlanmada yüksek 
verimlilik göstermiştir. Buna karşın, La ile konjugasyon süre-
cinde kristalizasyon davranışı belirleyici olmuş; bu durum 
Eİ’de dramatik bir artışa yol açmıştır. XRD, FTIR ve NMR 
sonuçları protein–karbonhidrat etkileşimlerinin yapısal dü-
zeyde doğrulandığını ortaya koymuştur. Polisakkarit yapısın-
daki MD ve GA, Na-CN’nin işlevselliğini geliştirmek için 
daha uygun konjugasyon ortakları olarak öne çıkarken, La’nın 
kristalizasyon eğilimi konjugasyon verimliliğini sınırlandır-
mıştır. Bu bulgular, gıda endüstrisinde emülsiyon stabilitesi, 
film oluşumu ve fonksiyonel katkı maddeleri geliştirme gibi 
uygulamalarda uygun karbonhidrat seçiminin kritik önem ta-
şıdığını göstermektedir. 

 

Etik Standartlar ile Uyumluluk  
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