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Oz

Bu ¢alismada, sodyum kazeinat (Na-CN), laktoz (La), maltodekstrin (MD) ve Arap zamki (GA) ile
Maillard reaksiyonu temelli konjugatlari hazirlanmis ve yapisal 6zellikleri incelenmistir. Konjugas-
yon sonrasi tiim Orneklerde pH degerinde diisiis gdzlenmistir. Absorbans dl¢iimleri, reaksiyonun
erken evre iirlinlerinde 6zellikle Na-CN/La (%21,0 artig, 304 nm) ve Na-CN/MD (%19,4 artis, 304
nm) drneklerinde belirgin bir artig géstermistir. Esmerlesme indeksi en yiiksek Na-CN/La konjuga-
tinda kaydedilmistir (%122,6 artig); ancak bu durum, laktozun kristallesme egilimiyle iliskilendiril-
migtir. Serbest amino gruplarinda ise Na-CN/MD (%64,5 azalma) ve Na-CN/GA (%60,1 azalma)
konjugatlar1 en yiiksek baglanma verimini gostermis; laktozda bu oran %11,9’da kalmistir. FTIR,
XRD ve NMR analizleri karbonhidratlarin Na-CN ile kovalent baglandigint ve bu bagin yapisal
degisimlere yol actigini dogrulamigtir. Sonuglar, kullanilan karbonhidrat tipinin Na-CN konjugatla-
rinin reaktivitesini ve yapisal dzelliklerini 6nemli 6lgiide etkiledigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Protein-karbonhidrat konjugatlari, Maillard reaksiyonu, Kuru 1sitma yontemi

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.

Keywords: Protein—carbohydrate conjugates, Maillard reaction, Dry-heating method
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Giris

Proteinlerin amfoterik 6zellik gostermesi, Ozellikle yag—su
arayiizlerinde etkin rol almalarimi saglamakta ve bu sayede gi-
dalarin islevselligine 6nemli katkilarda bulunmaktadir (Akhtar
ve Ding, 2017). Emiilsifiye edebilme, kopiik olusturma, kivam
kazandirma, film olusturma ve jel yapma gibi 6zellikler, pro-
teinlerin molekiil agirlig1, amino asit bilesimi, yiik dagilimi ve
yapisal ozellikleriyle iliskilidir. Ancak bu islevsellik paketli ya
da tiiketime hazir gidalarda asidik kosullar veya 1s1l islem et-
kisiyle zamanla azalabilmektedir (Zhang vd., 2021). Karbon-
hidratlar ise daha genis bir pH araliginda kararliligim1 korur-
ken, emiilsifiye etme 6zellikleri tek basina sinirli kalmaktadir.

Proteinlerin bu kisitlarini agsmak igin birgok yontem vardir.
Proteinler ile indirgen sekerler arasinda gergeklesen Maillard
reaksiyonu, proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini artirmada
cevre dostu ve uygulanabilir bir yontem olarak 6ne ¢ikmakta-
dir. Protein—karbonhidrat konjugatlari, her iki bilesenin
olumlu 6zelliklerini bir araya getirerek ¢oziliniirliigii ve emiil-
siyon kararliligini artirir (Kasran vd., 2013; Diblan vd., 2024).

Konjugasyon verimliligi ve fonksiyonel iyilesmeler baz1 fak-
torlere bagh olarak degismektedir; bu konuda kullanilan pro-
tein ve karbonhidrat tiirleri, oranlar1 ve reaksiyon kosullari1 6ne
cikmaktadir (Wang ve Ismail, 2012; Binwei vd., 2017). Siit
proteinlerinden olan sodyum kazeinat (Na-CN), kazeinlerin
suda ¢Oziiniir formu olup, gidalarda kivam verici, stabilize
edici ve emiilsifiye edici 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Isil islemlere karsi olduk¢a dayanikli ol-
makla birlikte, izoelektrik noktasi civarinda (pH ~4.6) ¢6zii-
niirliiglinii tamamen kaybetmekte ve fonksiyonel ozellikle-
rinde sinirlamalar ortaya c¢ikabilmektedir (Badem ve Ugar,
2017).

Na-CN’nin fonksiyonel o&zelliklerini gelistirmek amaciyla
farkli karbonhidratlarla Maillard reaksiyonu yoluyla konju-
gasyonu lizerine c¢esitli calismalar yiiriitiilmiistiir (Shepherd
vd., 2000; Gu vd., 2009; O’Regan ve Mulvihill, 2010; Qu ve
Zhong, 2017; Consoli vd., 2018; Wang vd., 2020). Ornegin,
maltodekstrin (MD) ile yapilan konjugasyonlarin emiilsiyon
ve enkapsiilasyon stabilitesini giliglendirdigi bildirilmistir
(O’Regan ve Mulvihill, 2010). Ayrica, Na-CN ve pektinin
Maillard reaksiyonu temelli konjugasyon siirecleri, konjuge
olmayan Na-CN’nin kullanildig1 emiilsiyonlara gore, emiilsi-
yon stabilitesinin artmasimna ve izoelektrik noktaya yakin
pH’larda daha iyi ¢oziinmesini (%33,5’ye kadar) saglamistir
(Kumar vd., 2021).

Bu c¢alismada, Na-CN’nin laktoz (La), MD ve Arap zamki
(GA) ile Maillard reaksiyonuna dayali konjugasyonu gercek-
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lestirilmis ve Na-CN/karbonhidrat konjugatlarinin yapisal de-
gisimleri incelenmistir. Boylece, disakkarit, polisakkarit ve
zamk tipinde farkli karbonhidratlarin Na-CN ile olusturdugu
konjugatlarin gida endiistrisinde potansiyel kullanim alanla-
rina iliskin potansiyellerine dair bilgi elde edilmistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Sodyum bromiir ve Na-CN Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD) firmasindan temin edilmistir. Susuz La Zag Kimya
LLC’den (istanbul, Tiirkiye), GA ve dekstroz esdegeri 18-20
olan MD ise Tito’dan (Izmir, Tiirkiye) satin alinmgtir. Calis-
mada kullanilan diger tiim kimyasallar analitik saflik derece-
sindedir.

Konjugat iiretimi

Deneysel prosediir ile protein ve karbonhidrat ¢ozeltilerinin
hazirlanmasi konusundaki detaylar 6nceki ¢alismamizda veril-
mistir (Diblan vd., 2024). Konjugat {iretimi i¢in Na-CN/Lak-
toz (Na-CN/La), Na-CN/maltodekstrin (Na-CN/MD) ve Na-
CN/Arap zamki (Na-CN/GA) ¢6zelti kombinasyonlar1 hazir-
lanmis ve protein:karbonhidrat orani 1:4 olarak ayarlanmistir.
Ardindan karisimlar laboratuvar tipi puskiirtmeli kurutucuya
(B15, Unopex, Izmir, Tiirkiye) beslenmistir. Elde edilen tozlar
analiz ve konjugasyon islemleri yapilincaya kadar —18 °C’de
depolanmugtir.

Protein-karbonhidrat karigimlarinin piiskiirtmeli kurutma ile
toza doniistiiriilmesinin ardindan, konjugatlar kuru 1sitma yon-
temiyle elde edilmistir (Qu ve Zhong, 2017). Toz halindeki
protein-karbonhidrat karisimlari, %50 bagil nem kosulunda 60
°C’de 8 saat boyunca etiivde (FNO55, Niive, Ankara, Tiirkiye)
inkiibe edilmistir. Ortamin bagil nemi (%50) doygun sodyum
bromiir ¢ozeltisi ile saglanmistir. Elde edilen konjugatlar ana-
liz yapilincaya kadar —18 °C’de depolanmistir. Konjugat or-
nekleri, her bir Na-CN/karbonhidrat karigiminin adina “-K”
eklenerek kodlanmuistir.

Metot
PH ve su aktivitesi degerlerinin belirlenmesi

pH, bir pH o6lcer (MW180 MAX, Milwaukee Instruments,
Rocky Mount, NC, ABD) kullanilarak 6rneklerin %1 (a/a)
konsantrasyondaki ¢ozeltilerinde belirlenmistir. Su aktivitesi,
25 °C'de bir su aktivitesi dlger (3TE-Decagon, Aqualab, Pull-
man, WA, ABD) kullanilarak dl¢iilmiistiir.
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Konjugat olusum derecesinin belirlenmesi

Konjugat olusum derecesi, enzimatik olmayan esmerlesme re-
aksiyonunun (Maillard reaksiyonu) {irlinleri analiz edilerek iz-
lenmistir. Bu amagla, konjugat ¢6zeltilerinin (%1 (a/a)) absor-
bans degerleri dlciilmiistiir (Loyeau vd., 2018). Enzimatik ol-
mayan esmerlesme reaksiyonu {iirlinlerinin baglangic, ara ve
son asamalarinda olugmasi muhtemel tiriinler sirasiyla 284 nm
(Schiff baz olusumu ve Amadori iiriinleri), 304 nm (Amadori
iiriinleri) ve 420 nm (kahverengi melanoidin olusumu) dalga
boylarinda 6l¢iilmiistiir. Numuneler %1 (a/a) konsantrasyonda
distile suda hazirlanmis ve absorbans degerleri spektrofoto-
metre (Cary 60 UV—Vis spektrofotometresi, Agilent Techno-
logies, Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Esmerlesme indeksi (EI) degerlerinin belirlenmesi

Reaksiyon sirasinda iiriinlerde saridan kahverengiye kadar
farkli diizeylerde renk degisimi gozlenmektedir. Uluslararasi
Aydmlatma Komisyonu (CIE) renk sistemine gore bu degi-
simler su parametrelerle incelenir: L* (aydinlik/karanlik, 0—
100), a* (kirmizilik/yesillik, —60 ile +60), b* (sarilik/mavilik,
—60 ile +60). Bu parametreler kolorimetre (Konica Minolta
CM-5, Tokyo, Japonya) ile dl¢iilmiis ve elde edilen degerlerle
Consoli vd. (2018) tarafindan verilen denklemler kullanilarak
El degeri hesaplanmugtir.

Toplam serbest amino gruplarinin belirlenmesi

Orneklerin toplam serbest amino gruplar1 (SAG), orto-ftalal-
dehit (OPA) yontemiyle belirlenmistir (Church vd., 1983;
Diblan vd., 2024). OPA ¢ozeltisi hazirlanmis, 6rneklerle reak-
siyon baglatilmig ve absorbans 340 nm’de Glgiilerek sonuglar
tripton esdegeri olarak ifade edilmistir.

Fourier doniigiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Ornek spektrumlar1 Elmas ATR donanimli FTIR spektrosko-
pisi (Perkin Elmer Spectrum 400, ABD) ile kaydedilmistir. Ol-
climler 4000400 cm™ araliginda, 4 cm™' ¢oziiniirliikte ve ii¢
tekrar halinde alinmistir (Yan vd., 2018).

X-isint difraksiyon (XRD) analizleri

Orneklerin XRD paternleri Rigaku MiniFlex 600 (Tokyo, Ja-
ponya) cihazinda CuKo radyasyonu (A=1.54 A) kullanilarak
elde edilmistir. Olgiimler 10°—60° (20) araliginda, 0,02° adim
genigligi ile yiiriitiilmiistiir (Silva vd., 2016).

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

Yaklasik 20 mg 6rnek, 1 mL doteryum oksit i¢inde ¢oziilmiis
ve tetrametilsilan i¢ standart olarak kullanilmigtir. 'H-NMR
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analizleri 400 MHz Bruker cihazinda yapilmis ve sonuglar o
(ppm) cinsinden rapor edilmistir (Diblan vd., 2024).

Istatistiksel analiz

Tiim analizler en az ti¢ tekrarla yapilmistir. Veriler SPSS 15.0
yazilimi ile degerlendirilmis; ortalamalar arasi farkliliklar
Duncan ¢oklu kargilastirma testi (p<0.05) ile belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma

PH ve Su Aktivitesi Degerleri

Orneklerin pH degerleri incelendiginde, en yiiksek pH’in La
orneginde (7,04), en diisiik pH’1n ise Na-CN/GA-K 6rneginde
(5,01) oldugu goriilmiistiir (Tablo 1). Konjugasyon islemi tiim
ornek pH degerlerinde diisiise yol agmis; 6zellikle GA ile kon-
jugasyon bu etkiyi en belirgin sekilde gostermistir. Konjugas-
yon oOncesinde dahi GA igeren karisimin (Na-CN/GA, pH
6,26) diger orneklere kiyasla daha diisiik pH degerine sahip
olmasi, GA’nin yapisinda bulunan karboksilik gruplarin (6zel-
likle glukuronik asit ve galakturonik asit kalintilari) ¢ozeltide
serbest hile gelerek ortamin asiditesini artirmasiyla agiklana-
bilir (Izydorczyk vd., 2005). Bu dogal asidik 6zellik, Na-
CN’nin bazik karakteriyle kismen dengelenmis olsa da, genel
pH yine de gorece diisiik kalmistir.

Konjugasyon sonrast Na-CN/GA-K’de pH’nin 5,01’e kadar
diismesi, hem GA’nin bu asidik etkisinin devam etmesi hem
de Maillard reaksiyonu ilerledik¢e formik asit, asetik asit ve
diger diisiik molekiil agirlikli organik asitlerin olugmasiyla
iligkilidir (Martins ve Van Boekel, 2005). Boylece GA, hem
baslangi¢ pH’sini diigiirmekte hem de reaksiyon sirasinda olu-
san asidik tirlinlerin birikimini artirarak en diisiik pH degerini
gostermektedir. Laboratuvarimizda gergeklestirilen caligma-
larda bu yonde bir oriintiiniin peynir alt1 suyu protein konsant-
resi (WPC) ile yapilan denemelerde de elde edildigi belirlen-
mistir (Diblan vd., 2024).

Bu c¢aligmadaki 6rneklerin su aktivitesi 0,40 ile 0,51 arasinda
degismis (veriler gosterilmemistir) ve 1s1l islem sonras1 kari-
simlarla konjuge ornekler arasinda yalnizca hafif artiglar goz-
lenmistir. Bu baglamda, reaksiyon sonrasinda su aktivitesinde
anlamli bir artisin olmamasi, genellikle su aktivitesinde yiik-
selmeye neden olan ileri diizey Maillard reaksiyon iiriinlerinin
bu c¢alismada olusmamis olabilecegini diigiindiirmektedir
(Thomsen vd., 2005). Calismada reaksiyon kosullariin kont-
rollii olarak kullanilmis olmasiin bu duruma katkida bulun-
mus olabilecegi degerlendirilmektedir.

Konjugat Olusum Derecesi

Isitma Oncesi ve sonras1 drneklerin absorbans degerleri reak-
siyonun takibi i¢in Sl¢iilmiis ve Tablo 1’°de verilmistir. 284 ve
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304 nm’deki artiglar erken evre aromatik iiriinleri yansitirken,
420 nm’deki artig orta-ileri evre melanoidin olusumunu gos-
termektedir. Konjugasyon sonrasi tiim Orneklerde &zellikle
284 ve 304 nm’de absorbans degerlerinde 6nemli bir artig goz-
lenmistir (p<0,05). Bu artislar, Maillard reaksiyonunun erken
evresinde olusan aromatik bilesikler ve ara tirlinlerin varligini
gostermektedir. En yiiksek artig, 304 nm’de Na-CN/La-K
(%21,0) ve Na-CN/MD-K (%19,4) 6rneklerinde belirlenmistir
(Sekil 1). Bu sonug, La ve MD gibi diisiik molekiil agirlikli
karbonhidratlarin Maillard reaksiyonunda erken dénem iiriin-
lerinin olusumuna daha elverisli oldugu seklinde yorumlana-
bilir. Tablo 1 ve Sekil 1 incelendiginde, La ve MD 6rnekle-
rinde 420 nm degerinde %5-6 arasinda artis oldugu goriilmek-
tedir. Bu, Na-CN ile bu karbonhidratlarin konjugasyonunda
ileri Maillard iiriinlerinin olusmadigini ve reaksiyonun kont-
rollii oldugunu gostermektedir. Bu durum tekno-fonksiyonel
ozelliklerin iyilestirilmesi hedeflendiginde istenen bir durum-
dur. Na-CN/La &rneginde EI degerindeki dramatik artisa rag-
men (Boliim 3.3), 420 nm'deki absorbans artiginin nispeten dii-
sik kalmasinin, oOlgiilen melanoidin tiirlerinin ¢ozintrlik
ozelliklerindeki farkliliktan kaynaklanabilecegi diistintilmiis-
tiir. El, toz halindeki numunenin genel rengini yansitir ve ¢o-
ziinmeyen pigmentleri de tespit ederken, 420 nm absorbansi
sulu ¢ozeltideki ¢oziiniir renkli bilesikleri 6lgmektedir. La’nin
kristal yapisinda hapsolan ileri diizey iiriinlerin ¢oziiniirligi-
niin sinirli olmasi, bu iki parametre arasindaki fark: agiklaya-
bilir (Bkz. Boliim 3.3). Yine yapilan bir ¢alismada WPC’nin
bu karbonhidratlarla farkli reaksiyon tiriinleri tirettigi belirlen-
mistir (Diblan vd., 2024). Ilgili alismada, Na-CN nin tersine

WPC ile konjugasyonda 284 ve 304 nm degerlerinde diisiik
artisa sahipken, 420 nm’de en yiiksek artis degerlerini vermis-
tir; bu da WPC’nin daha kontrolsiiz bir sekilde, baslangi¢ asa-
malarindan itibaren bu karbonhidratlarla daha hizli reaksiyona
girerek ileri iirtinler olusturdugunu diisiindiirmiistiir.

Onceden de bahsedildigi gibi, 420 nm’deki absorbans ileri re-
aksiyon {iriinlerini ve esmerlesmeyi temsil etmektedir. Burada
ozellikle Na-CN/GA-K o6rneginde %53,9 artis dikkat cekmek-
tedir (Sekil 1). GA’nin yapisindaki karboksilik gruplarin asi-
dik karakteri nedeniyle reaksiyon hizim artirarak kromofor
(bir molekiiliin renginden sorumlu kismi) olusumunu tesvik
ettigi diigiiniilebilir. Ayn1 zamanda, kazein ag¢ik ve hidratlan-
mis bir yapiya sahip oldugu icin karbonhidratlarla globiiler
proteinlere kiyasla daha kolay konjugasyon olusturabilmekte-
dir (Consoli vd., 2018). Hidratlanmis yapilarin artmasi baglan-
may1 ve reaksiyonun ilerlemesini de artiracaktir. Ornegin,
Seidi vd. (2023), hidrolize kazein—GA sisteminde Maillard re-
aksiyonunun daha hizli ve daha etkili gergeklestigini rapor et-
mistir. Bu durum, GA’nin ¢oklu baglanma noktalara sahip
olmas1 nedeniyle, sodyum kazeinat gibi ¢6ziinilir formda olan
kazein lizerindeki amino gruplariyla yiiksek oranda etkilesime
girmesiyle aciklanmaktadir. Buna karsilik, WPC’nin GA ile
konjugasyonu sirasinda daha diigiik baglanma verimi gdster-
digi bulunmustur (Diblan vd., 2024). Bir baska ¢aligmada,
deve siitiinden elde edilmis peynir alt1 suyu proteini ile glukoz
arasinda gergeklestirilen Maillard reaksiyonunda grafting de-
recesi %28 iken, GA kombinasyonunda bu oranin yalnizca %8
diizeyinde oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2025).

Tablo 1. Oreklerin absorbans, serbest amino gruplar1 ve esmerlesme indeksindeki degisiklikler*

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

Ornekler Absorbans degerleri EI SAG

284 nm 304 nm 420 nm Q) (mg Tripton g™)
Na-CN/La 7,04£0,06" (0,418+0,002¢ 0,119+0,005° 0,555+0,017° 2,7440,00¢  27,23+1,82°
Na-CN/La-K ~ 6.85+0,04" 0 480+0,000° 0,144+0,001° 0,584+0,006* 6,1040,02°  23,9941,47¢
Na-CN/MD 6,90+0,00° (,520+0,008" 0,13440,005¢ 0,348+0,003¢ 2,64+0,01¢  33,67+0,83°
Na-CN/MD-K  6,54£0,02° (,558+0,010° 0,160+0,002° 0,370+0,000¢ 3,29+0,04°  11,9440,16°
Na-CN/GA 6,26+0,08 (0328+0,003¢ 0,15440,005% 0,319£0,009" 6,1040,02>  31,76+0,38
Na-CN/GA-K  3,01£0,01° (33510,003° 0,174+0,005* 0,491+0,001° 8,87+0,01*°  12,66+0,43¢

* Kisaltmalar: EI, esmerlesme indeksi; Na-CN/GA, sodyum kazeinat ve Arap zamki karisimi; Na-CN/GA-K, konjuge sodyum kazeinat
ve Arap zamki; Na-CN/La, sodyum kazeinat ve laktoz karisimi; Na-CN/La-K, konjuge sodyum kazeinat ve laktoz; Na-CN/MD, sod-
yum kazeinat ve maltodekstrin karisimi; Na-CN/MD-K, konjuge sodyum kazeinat ve maltodekstrin; SAG, serbest amino gruplart.
Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni iist simge harfler, her 6zellik i¢in 6rnekler arasinda énemli bir fark olmadi-

gin1 gostermektedir (p>0.05)
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150
Na-CN/La —Na-CN/La-K
Na-CN/MD — Na-CN/MD-K 1226
Na-CN/GA — Na-CN/GA-K
100
53,9
50 — 454

Degisim (%)

21 194

153 13
73 6,3
2.1 52
0

27753

-20

-50 -

60,1
-64,5

1 ! I ! I
pH

Abs 284 nm Abs 304 nm Abs 420 nm El

T T T T T
SAG

* Kisaltmalar: EI, esmerlesme indeksi; SAG, serbest amino gruplari

Sekil 1. Konjugat tiretim sonucu parametreler iizerindeki yilizde degisimler

Figure 1. Percentage changes in parameters after conjugate production

Esmerlesme Indeksi (El)

El degerleri konjugasyon sonrasi tiim drneklerde anlamli bi-
¢imde artmistir (p<0,05). Ozellikle Na-CN/La-K’de %122,6
gibi dramatik bir artis kaydedilmistir. Na-CN/MD-K ve Na-
CN/GA-K’deki artiglar sirasiyla %24,6 ve %45,4 diizeyinde
kalmigtir (Sekil 1). Bu sonuglara gére La’nin reaksiyona yat-
kinlig1 daha yiiksek gibi goriinse de aslinda bu durum diger
analizler tarafindan desteklenmemektedir. 420 nm’de bu de-
rece artig tespit edilememis; ayni1 zamanda SAG’da da ytiksek
bir azalma gozlenmemistir.

Maillard reaksiyonunun erken asama gostergelerinden olan
SAG’1n azalmasiyla, 420 nm absorbansindaki nispeten diisiik
artis bir celiski icerisindedir. Ancak El’deki bu dramatik arti-
sin nedeni, La’nin kristalizasyon prosesinin dogasinda yat-
maktadir. La camsi yapiya gegis sicakliginin iistiinde ve/veya
kuru havali olmayan ortamlarda hizlica kristal formuna gece-
bilmektedir (Ranger vd., 2017; Yan vd., 2022; Diblan vd.,
2024). XRD sonuglari incelendiginde (Sekil 3), La’nin konju-
gasyon sonras1 Na-CN/La karigimu ile karsilastirildiginda yiik-
sek kristallenme ile sonuglandig1 goriilmiistiir. Kristalizasyon

sirasinda, La molekiilleri diizenli bir kafes yapis1 olustururken,
ortamdaki Na-CN’ye ait protein fragmanlari ve serbest amino
asitler bu kristal yapi i¢erisinde hapsolabilmektedir (Sanchez-
Garcia vd., 2022). Suyun uzaklastig1 bu proses, séz konusu
proteinleri ve amino asitleri La molekiilleriyle asir1 yakin te-
mas halinde ve ¢ok yiiksek lokal konsantrasyonlarda bulun-
maya zorlayarak mikro 6l¢ekli yogun reaksiyon bolgeleri (hot-
spots) olusumuna neden olmaktadir. Reaksiyon siiresinde La
kristal yapiya gecerken, bu bolgelerde hapsolmus reaktanlar
arasinda verimli ve siddetli bir Maillard reaksiyonunun ger-
ceklestigi, melanoidin gibi ¢éziinmeyen ve kahverengilik ve-
ren bilesenlerin yiiksek miktarda olustugu muhtemeldir
(Martins vd., 2000). Bu ¢6ziinmeyen formdaki yiiksek mole-
kiil agirlikli ileri reaksiyon tiriinleri, 420 nm’de sulu ortamda
6l¢iilen absorbans degerlerinde artisa neden olmayacaktir. Ay-
rica lokalize mikro noktalarda olusmalari, yani heterojen bir
oriintii gostermeleri nedeniyle SAG’1n azalmasinda da mikro
noktalarda gercekleserek etkin bir baglanma olarak sonuglan-
mayacaktir. Ek olarak, Na-CN/La-K 6rneginde renk degerleri
(tek tek verilmemistir) arasinda kirmizilik degerinin diger or-
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neklere gore ¢ok daha siddetli artti1 gortilmiistiir; bu da kah-
verengilesmeyi desteklemektedir. MD ve GA gibi amorf yapi-
daki sekerlerde ise reaksiyon homojen bir sekilde dagildigi
icin EI’deki artis daha diisiik diizeyde kalmustur.

Bu bulgular, La’nin reaktivitesinin diisilk oldugu anlamina
gelmemekle birlikte, reaksiyon kinetiginin ve mekanizmasinin
diger sekerlere kiyasla farklilik gésterdigine isaret etmektedir.
Nitekim, ayn1 ¢caligma kosullarinda WPC kullanilarak yapilan
bir galismada, La’nin en yiiksek El degerine ve SAG tiiketi-
mine sahip oldugu tespit edilmistir (Diblan vd., 2024).
WPC'nin 1s1yla denatiire olarak daha fazla sayida reaktif amino
grubu ac¢iga cikarmasi ve La kristalleri tarafindan benzer se-
kilde hapsedilerek yogun reaksiyon bdlgeleri olusturmasi, bu
farkli davranigin temel nedeni olarak degerlendirilmistir. Do-
layisiyla, protein kaynaginin yapisal 6zelliklerinin (globiiler
WPC’ye kars1 amorf kazein) ve La’nin kristalizasyon davrani-
sinin reaksiyon verimliligi tizerinde belirleyici bir roli oldugu
belirlenmistir.

Toplam Serbest Amino Gruplarindaki Degisim

Tablo 1'deki serbest amino grup (SAG) sonuglari, Maillard ta-
banli konjugasyon reaksiyonunun verimliligini degerlendir-
mek agisindan kritik 6neme sahiptir. Konjugasyon sonrasinda
tim Orneklerde SAG miktarinda istatistiksel olarak anlamli
azalmalar gozlemlenmistir (p<0,05). Bu durum, Na-CN’nin
SAG ile kullanilan karbonhidratlarin (La, MD ve GA) karbo-
nil gruplar arasinda bagaril bir sekilde kovalent baglarin olus-
tugunu ve Maillard reaksiyonunun erken asamalarinin gercek-
lestigini dogrulamaktadir.

En belirgin azalma, MD igeren 6rnekte (Na-CN/MD-K) tespit
edilmistir. Bu ornekte SAG miktar1 33,67 mg/g'dan 11,94
mg/g'a diiserek yaklasik %64,5'lik bir kayba igaret etmektedir.
Bunu %060,1'lik bir azalma ile GA 6rnegi (Na-CN/GA-K) iz-
lemistir. La ile konjugasyon sonrasinda (Na-CN/La-K) azalma
orani nispeten daha diisiik (%11,9) kalmistir (Sekil 1). Bu bul-
gular, MD ve GA’nin Na-CN ile daha yiiksek oranda reaksi-
yona girme egiliminde oldugunu gdstermektedir. MD’nin dii-
siik molekiil agirligi ve yiiksek reaktivitesi ile GA’nin ise ¢ok
sayida karbonil grubu i¢eren kompleks yapisi bu yiiksek bag-
lanma verimini agiklayabilir. La’da gézlemlenen nispeten dii-
sik SAG azalmasi ise, bir 6nceki boliimde tartigildigi iizere,
reaksiyon sirasinda hizla kristalize olmas1 ve amino gruplarina
erigimi fiziksel olarak kisitlamasiyla iliskilendirilebilir.

Bu sonuglar, literatiirdeki bir ¢aligmada raporlanan Na-CN ile
MD’nin serbest reaktif gruplarindaki %66’lik azalma ile
uyumludur (Kumar vd., 2021). Her iki ¢alisma da MD’de yiik-
sek orandaki indirgeyici grup varliginin bu yiiksek reaktivite-
nin temel nedeni oldugunu desteklemektedir. Benzer sekilde,
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GA i¢in bu ¢calismada tespit edilen yaklasik %60'lik SAG azal-
mast, soz konusu literatiirdeki %50'lik degerden nispeten daha
yiiksektir. Bu fark, protein:karbonhidrat oran1 ve diger reaksi-
yon parametrelerindeki farkliliktan kaynaklanabilir.

Fourier Déniigiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Orneklerin konformasyonel degisimleri FTIR spektrumlari
(Sekil 2) kullanilarak gozlemlenmistir. Tim karisimlar ve
konjugatlar klasik protein amid desenini ~1634 cm "’deki
Amide I bandi (peptit C=O gerilmesi) ve ~1525 cm "’deki
Amide II band1 (N-H biikiilmesi + C-N gerilmesi) sergile-
mektedir (Diblan vd., 2024). ~3242 cm™' merkezlenen genis
bant, polipeptit agindaki ve adsorbe nem ile olusan N-H---O
ve O-H hidrojen baglarindan kaynaklanmaktadir; konjugas-
yon sonrasi bu bandin genisliginde goriilen degisim, reaksiyon
sirasinda olusan veya kaybolan molekiiller aras1 H-baglarim
ifade etmektedir (Naderi vd., 2020). 2923 cm™! bandi, protein
yan zincirlerindeki alifatik C—H gerilmelerini yansitmaktadir
ve konjugasyon sonrasi bantlarda kaymalar meydana gelmis-
tir. ~1396 ve ~1459 cm™ bantlari, CH>/CHs deformasyonla-
rma ve simetrik COO~ gerilmesine karsilik gelmektedir
(Loughrill vd., 2019). Karbonhidratlarin parmak izi bolgesi
olan 1200-1000 cm™ bant araliklarinda tiim 6rneklerde konju-
gasyon sonrasi belirgin kaymalarin goriilmesi konjugasyonu
dogrulamaktadir. Ornegin, Na-CN/La-K spektrumunda (Sekil
2) 1191-1038 cm™ araliginda ortaya ¢ikan belirgin pikler, ya-
pida yeni olusmus C=C ve C=N baglarin1 gostermektedir
(Naderi vd., 2020).

X-i5in1 Difraksiyon (XRD) Analizleri

XRD sonuglart Sekil 3°te verilmistir. Tiim 6rneklerde yaklasik
19-22° 280 civarinda genis pikler gézlenmis olup, bu durum
Na-CN ve polisakkaritlerin genel olarak amorf karakterini
gostermektedir (He vd., 2021). Na-CN/MD, Na-CN/MD-K,
Na-CN/GA ve Na-CN/GA-K orneklerinde belirgin kristalin
pikler bulunmazken, amorf yap1 korunmustur. Buna karsilik,
Na-CN/La-K 6rneginde ayni bolgede keskin ve yiiksek sid-
detli piklerin ortaya c¢iktig1 goriilmektedir. Bu sonug, La’nin
molekiil yapisi nedeniyle konjugasyon ve 1s1l islem sonrasi ye-
niden diizenlenerek kristallenmeye egilimli oldugunu goster-
mektedir. MD ve GA ise yliksek molekiil agirlikli ve amorf
yapili polisakkaritler oldugundan kristallenmeye yol agmamus;
XRD desenlerinde amorf omuz korunmustur. Na-CN/La-K 0r-
neginde gozlenen kristallik artig sonucu, 151k sagilimina bagl
optik yogunluk etkisi nedeniyle EI degerinde gdzlemlenen
dramatik artis 6nceden tartisilmisti (Bkz. Bolim 3.3).

Kristalin, amorf veya kompleks yapilar dahil olmak iizere ce-
sitli formlarda bulunabilir (Fox vd., 1998). La’nin piiskiirtmeli
kurutulmas1 kristal yapi1 olusumuna yol agabilir; ancak bu,
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konjugasyon &ncesinde gdzlenmemistir. Ozellikle %30’un
iizerindeki yiiksek bagil nem (RH) kosullarinda depolama si-
rasinda La’nin hizli kristallesmesi ger¢eklesebilir (Jouppila ve
Roos, 1994; Wu vd., 2014). Na-CN/La 6rneginde La amorf

100

Transmitans (%)
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yapisin1 koruyabilmis olsa da, %50 RH kosullarinda tiretilen
konjugatinda La’nin kristalin forma doniistiigii diisiiniilmekte-
dir. Benzer bir durum literatiirde de bildirilmistir (Diblan vd.,
2024).
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Sekil 2. Orneklerin FTIR spektrumlari

Figure 2. FTIR spectra of the samples
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Sekil 3. Orneklerin XRD spektrumlari

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

Sekil 4’te verilen 1H-NMR spektrumlari, farkli karbonhidrat-
larin (La, MD ve GA) Na-CN ile olusturdugu karigimlar1 ve
konjugatlarin1 géstermektedir. =3,0-5,5 ppm kimyasal kayma
bolgesi, karbonhidratlarin seker halkalarinda yer alan proton-
lardan (H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6") kaynaklanan ¢ok sayida
sinyal ile karakterizedir (Bubb, 2003). Bu bolge, karbonhid-
ratlarin yapisal biitiinliiglinii ve olas1 kimyasal etkilesimlerini
degerlendirmek acisindan kritik 6neme sahiptir.

Ozellikle 5,28 ppm ve 5,10 ppm civarindaki sinyaller, karbon-
hidratlarin anomerik protonlarina (H-1) karsilik gelmekte
olup, La gibi indirgen sekerlerde anomerik protonlarin tipik
olarak gozlendigi bolgelerle uyumludur (Summerfelt vd.,
1990; Fontana ve Widmalm, 2023). La’nin indirgen ucundaki
Glca-H1 veya Glcp-H1 protonlari bu bolgede tanimlanabil-
mektedir (Summerfelt vd., 1990). Bu sinyallerin varlig1, seker-
lerin serbest anomerik karbonlarinin 6l¢lim sirasinda hala kis-
men mevcut oldugunu gostermektedir.

Maillard reaksiyonunun ilerlemesiyle birlikte, anomerik kar-
bon iizerinden protein amino gruplariyla kovalent bag olus-
tugu icin bu bolgede yer alan proton sinyallerinde siddetin
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azalmasi gozlenmektedir (Yi vd., 2019). Bu durum, reaksiyo-
nun gergeklestigine dair 6nemli bir NMR gostergesidir. Sekil
4’te 6zellikle konjugatlarin (Na-CN/La-K, Na-CN/MD-K, Na-
CN/GA-K) spektrumlarinda anomerik bolgedeki sinyal yo-
gunlugunun azaldig agikca goriilmektedir. Bu kayip, karbon-
hidratlarin serbest indirgen ug¢larinin artik kismen tiiketildigini
ve proteinle kovalent baglanma sonucu konjugat yapilarinin
olustugunu desteklemektedir. Polisakkarit—protein konjugat-
larinda anomerik bolgedeki proton sinyallerinin azaldig: lite-
ratiirde de bildirilmistir (Yi vd., 2019).

Ayrica spektrumlarda 3,2—4,5 ppm araliginda gozlenen ¢ok
sayida sinyalin karbonhidratlarin seker halkalarindaki diger
protonlara (H-2'den H-5'e) karsilik geldigi bilinmektedir. GA
ve MD gibi kompleks polisakkaritlerde bu bolgede oldukga iist
iiste binmis (overlapped) sinyallerin gozlenmesi dogaldir. Bu-
nunla birlikte, konjugatlarin spektrumlarinda bu sinyallerin
hat seklinde bir miktar genisledigi, bunun da molekiil agirh-
gindaki artistan ve hareketlilikteki kisitlanmadan kaynaklan-
dig1 diistiniilmektedir (Bubb, 2003). Bu durum, konjugat olus-
turuldugunda, baglanma sonucu molekiiliin 6zgiir hareketinin
(rotasyon, ¢ozeltideki esneklik vb.) sinirlanmasi ve spekt-
rumda hat genisliginin artmasi olarak kendini gdstermistir. Bu
bulgu, UV-vis ve FTIR sonuglartyla da uyumludur.
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Sekil 4. Na-CN/karbonhidrat karigimlarinin ve konjugatlarin 1H-NMR spektrumlari. 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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Sonug¢

Bu ¢alismada, Na-CN’nin La, MD ve GA ile Maillard reaksi-
yonu temelli konjugatlar1 hazirlanmis ve yapisal 6zellikleri in-
celenmistir. Bulgular, kullanilan karbonhidrat tipinin konju-
gasyon mekanizmasini ve TUriinlerin yapisal 6zelliklerini
onemli 6l¢iide etkiledigini gostermistir. MD ve GA, SAG’da
daha ytiksek azalma saglayarak kovalent baglanmada yiiksek
verimlilik gostermistir. Buna karsin, La ile konjugasyon siire-
cinde kristalizasyon davranisi belirleyici olmus; bu durum
El’de dramatik bir artisa yol agmistir. XRD, FTIR ve NMR
sonuclar1 protein—karbonhidrat etkilesimlerinin yapisal dii-
zeyde dogrulandigini ortaya koymustur. Polisakkarit yapisin-
daki MD ve GA, Na-CN’nin islevselligini gelistirmek igin
daha uygun konjugasyon ortaklar1 olarak 6ne ¢ikarken, La’nin
kristalizasyon egilimi konjugasyon verimliligini sinirlandir-
mistir. Bu bulgular, gida endiistrisinde emiilsiyon stabilitesi,
film olusumu ve fonksiyonel katki maddeleri gelistirme gibi
uygulamalarda uygun karbonhidrat se¢iminin kritik 6nem ta-
stdigim gostermektedir.

Etik Standartlar ile Uyumluluk

Cikar catismasi: Yazarlar bu yazi igin gergek, potansiyel veya algi-
lanan bir ¢ikar ¢atigmast olmadigini beyan etmislerdir.

Etik izin: Yazarlar bu ¢alismanin insan veya hayvan denekleri iize-
rinde herhangi bir deney icermedigini beyan ederler. Bu ¢alisma i¢in
etik kurul onayma gerek yoktur.
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