GIDA Aragtirma / Research

THE JOURNAL OF FOOD G.IDA (2024) 4'9 (5) 903-919
E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070 doi: 10.15237/gida. GD24079

BEZELYE PROTEINI VE SPIRULINA ILAVESININ iKiLi HIDROJEL
FORMLARININ REOLOJiK OZELLIKLERI UZERINE ETKIiSi

Giilce Bedis KAYNARCA"
Kirklareli Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi, Gida Mihendisligi Bolumi, Kirklareli, Ttrkiye

Gelis/ Recerved: 02.08.2024; Kabul / Accepted: 24.09.2024; Online baski / Published online: 26.09.2024

Kaynarca, G. B. (2024). Bezelye proteini ve spirulina ilavesinin ikili hidrojel formlarinin reolojik 6zellikleri
tzerine etkisi. GIDA (2024) 49 (5) 903-919 doi: 10.15237/ gida.GD24078

Kaynarca, G. B. (2024). The effect of pea protein and spirnlina addition on the rheological properties of binary hydroge!
Sorms. GIDA (2024) 49 (5) 903-919 doi: 10.15237/ gida. GD24078

oz

Bu ¢alisma, bezelye proteini ve spirulina bazli pektin-jelatin ikili hidrojellerinin yiiksek su igerigi, diistiik kalori
ve tokluk hissi saglama avantajlari nedeniyle gelistirilmesi ve reolojik 6zelliklerinin incelenmesi tizerine
odaklanmaktadir. Rotasyonel ve salnim testlerine gére kivam katsayilari, 6P1B 6rneginde (%6 pektin-%0.5
jelatin-%1 bezelye proteini) 6P1S 6rnegine (%06 pektin-%00.5 jelatin-%1 spirulina) gére sirastyla %25 ve %20
daha yiiksek bulunmustur. Orneklerin akis davranis indeksleri 0.22+0.01 ile 0.29+0.02 araliginda tespit
edilmistir. Ayrica, bezelye proteini formilasyonlarinin termal stabilitesi, spirulina icerenlerden daha iyi
performans gostermistir. Molekiiler kenetleme analizi, pektin-jelatin, pektin-spirulina ve pektin-bezelye
proteini arasindaki baglanma enetjilerinin sirastyla -6.53; -7.85 ve -8.30 kcal/mol ile nispeten kararli ve etkili
oldugunu isaret etmektedir. Bezelye proteini ve spirulina bazli hidrojeller, 3D bask: teknolojisi ve yag ikamesi
olarak potansiyele sahip olup, besleyici ve islevsel 6zellikleriyle yenilik¢i gida trtinlerinin gelistirilmesini
destekleyebilitler.
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THE EFFECT OF PEA PROTEIN AND SPIRULINA ADDITION ON THE
RHEOLOGICAL PROPERTIES OF BINARY HYDROGEL FORMS

ABSTRACT

This study focused on the development and rheological properties of pectin-gelatin binary hydrogels
based on pea protein and spirulina due to their high water content, low calories, and satiety benefits.
According to rotational and oscillatory tests, the consistency coefficients were 25% and 20% higher
in the 6P1B sample (6% pectin, 0.5% gelatin, and 1% pea protein) compared to the 6P1S sample (6%
pectin, 0.5% gelatin, and 1% spirulina), respectively. The flow behavior index ranged from 0.2240.01
to 0.2910.02. Furthermore, the thermal stability of pea protein formulations outperformed those
containing spirulina. Molecular docking analysis indicated that the binding energies between pectin-
gelatin, pectin-spirulina, and pectin-pea protein were relatively stable and efficient, with values of -
0.53, -7.85, and -8.30 kcal/mol, respectively. Pea protein and spirulina-based hydrogels show
potential for use in 3D printing technology and as fat substitutes, and they can support the
development of innovative food products with nutritional and functional properties.
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GIRIS
Son dénemde, yiksek su icerigi, distik kalorisi,
cazip lezzeti ve tokluk hissini artirict etkisi
sayesinde jelli gidalar giderek daha fazla ilgi
gormektedir. Polisakkarit ve protein karigimlari,
tek basmna kullanilan polisakkarit veya protein
sistemlerine kiyasla jel yapilarin diizenlenmesinde
genellikle daha basarilidir (Yang vd., 2021).

Tek bir biyopolimer kullanilarak hazirlanan
hidrojellerin dustik su tutma kapasitesi, zayif jel
mukavemeti  ve  fiziksel  kararsizlik  gibi
sinirlamalarini  agmak amaciyla, proteinler ve
polisakkaritlerden — olusan  ikili  hidrojeller
gelistirilmistir (Zha vd., 2021). Ikili hidrojel
olusturmak igin protein-protein, polisakkarit-
polisakkarit ve protein-polisakkarit gibi farkls
kombinasyonlar  kullaniabilir. ~ Proteinler ve
polisakkaritler, kovalent ve kovalent olmayan
etkilesim yetenckleri sayesinde daha etkili bir
sekilde ikili hidrojeller olusturabilmektedirler
(Hilal vd., 2023). Son yillarda, farkli kimyasal
6zelliklere sahip yapi bilesenleriyle hazirlanan
hidrojeller, jel bazli sistemlerin mekanik ve
mikroyapisal 6zelliklerini iyilestirme potansiyelleri
nedeniyle giderek artan bir arastirma konusu
olmustur (Liu vd., 2023).

Polisakkaritler ve proteinler farkli biyopolimer
sinflarina  aittir ve kimyasal yapilari, fiziksel
Ozellikleri ve islevsellikleri acisindan  biyiik
farklilk gostermekteditler (Yang vd., 2021). Bu
karisimlar polimerler ve ¢6ziicli arasindaki farkls
afiniteleri sayesinde daha genis bir faz davranss
yelpazesine sahiptitler. Bu karisimlar
polisakkaritlerin reolojik 6zellikleri ile proteinlerin
besleyici islevlerini birlestirerek cesitli,
fonksiyonel jel agt yapilarnin gelistirilmesine
olanak sunmaktadir (Hou vd., 2015).

Hidrojeller, gida ambalajlarinda antimikrobiyal
aktivite saglayarak ve nem kontroli yaparak gida
kalitesini ve giivenligini artiran, depolama émrind
uzatan aktif ambalajlarin  olusumuna katkida
bulunmaktadir.  Ayrica, hidrofobik biyoaktif
bilesiklerin (vitaminler, diyet lifleri, yag asitleri,
proteinler, probiyotikler, polifenoller,
karotenoidler vb.) dusik su ¢Ozinirligy,
kimyasal bozulma ve zayif biyoyararlanim gibi

sorunlarini agmak amaciyla, bu bilesenlerin
gidalara enkapsiilleme sistemleriyle dahil edilmesi
ve gastrointestinal sistemde hedeflenen bélgelere
tasinmasinda da  biyik rol oynamaktadirlar
(Klein ve Poverenov, 2020). Protein bazh
hidrojellerin olusturulmasinda jelatin (Wang vd.,
2023), zein (Melzener vd., 2023), yumurta proteini
(Alavi ve Ciftci, 2023), peynir altt suyu proteini
(Yan vd., 2023), soya ve bezelye proteini (De
Berardinis  vd.,  2023)  kullanidmaktadsr.
Karbonhidrat bazli hidrojellerin yapisinda ise
aljinat (Wang vd., 2023), karragenan (Mirzaei vd.,
2023), ksantan gum (Kamer vd., 2024), gellan gum
(Xu vd., 2024), guar gum (Tanvar vd., 2024), agar
(Cebrian-Llore vd., 2024), seliloz (Mo vd., 2024),
nisasta (Koshenaj ve Ferrari, 2024), gum arabik
(Kan vd., 2024), kitosan (Li vd., 2024) ve pektin
(Ishwarya ve Nisha, 2022) kullanilmaktadir.

Pektin, bitki hiicre duvarlarinda dogal olarak
olusan temel olarak a-(1-4)-bagl D-galakturonik
asit birimlerinin  tekrar eden birimlerinden
meydana gelen bir polisakkarittir (Said vd., 2023).
Pektin hidrojelleri; dogal, yumusak ve esnek
yapilari, yiksek su igerigi, biyouyumluluklar1 ve
kendine 6zgii yapilari sayesinde genis bir kullanim
alanina sahiptir (Ishwarya ve Nisha, 2022). Pektin,
dogast geregi sert bir polimer olup, mekanik
Ozelliklerinin  iyilestirilmesi amactyla modifiye
edilmektedir (Gupta vd., 2014).

Jelatin, hayvan kollajeninden tiiretilen, suda
¢ozinlir ve vyiuksek molekiler agiehiklt bir
proteindir. Jellesme, koyulastirma, stabilizasyon,
emilsifikasyon ve film olusturma gibi islevleri
vardir. Bu 6zellikleri sayesinde jelatin, biyolojik
olarak aktif bilesiklerin kapsiillenmesi ve doku
mihendisligi alanlarinda da  kullanilmaktadir
(Gunter vd., 2024).

Jelatin ve pektin, mekanik 6zelliklerini, su
direncini ve stabilitelerini artirmak icin cesitli
etkilesimler araciligtyla bitlestirilebilir. Negatif
yukli pektin molekiilleri ile pozitif yikla jelatin
molekulleri arasindaki elektrostatik etkilesimler
sayesinde tersinir hidrojeller olusturulabilmektedir
(Gupta vd., 2014).
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Bezelye proteinleri, bitkisel protein bazlt gidalarin
gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunun nedeni yitksek besin degerleri, genetik
modifikasyona ugramamis olmalari, erisilebilir
olmalari, hipoalerjenik yapiart ve antioksidan,
antihipertansif 6zellikleri ile bagirsak bakterilerini
modile etme gibi saglik yararlarina sahip
olmalaridir (Zhang ve ark. 2024). Zhang vd.,
(2022) yapmis olduklart ¢alisgmada pektinin
bezelye proteinlerinin molekiilleri arasindaki itici
kuvvetleri artirarak kicik agregatlarin olusmast
saglayarak daha kararli yapilar meydana getirdigini
tespit etmislerdir.

Mikroalgler, ustiin besin degetleriyle yiiksek
kaliteli yeni gida Griinleri icin umut verici bilesen
ve biyoaktif bilesik kaynaklaridir. Spirulina platensis,
mineral, vitamin ve protein bakimindan zengin
olup, anti-enflamatuar ve antioksidan 6zelliklere
sahiptir (Wang vd., 2023b). Buyiik oranda yapisal
biyopolimer (Protein ve karbohdirat)
icerdiklerinde gida triinlerinde ekstiirize edici,
stabilize edici veya emiilgator olarak potansiyel bir
rol oynayabilirler (Bernaerts vd., 2019). C-
fikosiyanin (cPC), Spirulina platensis den elde
edilen 151tk tutucu bir pigment proteinidir.
Antioksidan, anti-enflamatuar, anti-obezite ve
anti-kanser  aktivitelere sahiptit ve ayrica
fotodinamik tedavide kullaniabilmektedir (Shi
vd., 2024).

Reolojik 6zellikler, gida triinlerinin en 6nemli
kalite unsurlarindan biridir. Bu 6zellikler, sadece
fiziksel gorinimleri acisindan degil (6rnegin
istenen bir doku olusturmak veya depolama
sirasinda  faz ayrimu olaylarini 6nlemek) ayni
zamanda duyusal algi acisindan da (tiketim
sirasitnda bir gidanin agizda birakug his gibi)
biyik 6neme sahiptir (Bernaerts vd., 2019).
Yukarida da deginildigi Gizere ikili hidrojel formlart
yapt  gelistirilmesinde ~ gelecek  vadeden
olusumlardir. Pektin-jelatin  bazli hidrojeller
literatiirde ¢alisilmis olmasina karsin dustik jelatin
konsantrasyonlu ve yapiyt stabilize etmek icin
bitkisel kaynaklt protein iceren hidrojel yapilart
arastirtlmamustir. Bitkisel protein bazli gidalarin
gelistirilmesinde, yiksek besin degerine sahip
bezelye proteini, ikincil hidrojel yapisinin
olusturulmasi amactyla tercih edilmistir. Bezelye

proteinine alternatif olarak potansiyel tasiyan
spitulina  tozu  ise,  ikili  hidrojellerin
gelistirilmesinde yenilik¢i bir protein kaynagt
olarak degerlendirilmistir. Kolay erisilebilir ve
ucuz kaynaklar kullanilarak kararli ve stabil
yapilarin  gelistirilmesi Onem arz ettigi gibi
gelistirilen Urlnlerin besleyici ve fonksiyonel
Ozellikler tasimast da bir o kadar 6nemli bir

konudur.  Tim  bunlar  gbz  Ontnde
bulunduruldugunda  bu  calismada,  kolay
erisilebilir  pektin  ve jelatin ile hidrojel

gelistirilmesi ve bu yapinin bezelye proteini ve
spirulina ile kuvvetlendirilmesi amac¢lanmaktadir.
Bu maksatla pektin konsantrasyonu degistirilerek
(%2, 4 ve 6) en stabil yap:t reolojik olarak
belirlenmeye caligilacaktir. Gelistirilen hidrojel
yapilarinin  molekuler etkilesimleri, molekuler
kenetleme ile belitlenecektir. Calisma neticesinde
elde edilecek pektin-jelatin-bitkisel protein bazlt
hidrojel yapilarinin, 3D baskt teknolojisi ve yag
ikamesi olarak kullandma potansiyeline 151k
tutmasi hedeflenmektedir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Hidrojel tiretiminde Bloom degeri 220 olan ticari
sigir jelatini (Tijda Gida Medikal Sirketi, Istanbul,
Tiurkiye) kullanilmistir. Karbonhidrat kaynag
olarak orta metoksilli elma pektini (Kimbiotek
Kimyevi Maddeler San. Tic. A.S., Istanbul,
Tirkiye) kullandmistir. %82  proteine  sahip
bezelye proteini ve %068 proteine sahip spirulina
tozu Kimbiotek Kimyevi Maddeler San. Tic. A.S.
(Istanbul, Tiirkiye)’ den temin edilmistir.

Yontem

Hidrojel formlarmm hazerlanmas:

Ikili hidrojellerin gelistirilmesi icin protein ve
pektin soliisyonlart ayri bir sekilde hazirlanmis ve
ardindan  1:1 oranda birlestirilmistir.  On
denemeler neticesinde belitlenen yiizdece bezelye
proteini ve spirulina oranlart  Cizelge 1’de
verilmistir. Bezelye proteini ve spirulina %2
oranda olacak sekilde saf suda manyetik karistirict
(Heidolph Instruments GmbH, Co., P/N: 506-
11100-00) kullanilarak oda sicakliginda 1 saat
boyunca  kamstirdmistir.  Ardindan  protein
solisyonu sicaklign 50-55°C arasina 1sitilmugtir.
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Karngima jelatin ilave edilmis ve tamamen
¢Ozunmesi icin 30 dakika karistirtlmigtir.

Pektin soliisyonu %4, 8 ve 12 olacak sekilde saf su
fle 80°C’de manyetik karistirict  kullanilarak
cozundirilmustir (Liu  vd., 2017). Oda
sicakligina gelen protein ve pektin soliisyonlari 1:1

oranda 50°C’de 10 dakika boyunca karistirilmis,
ardindan homojenizatér (Ultraturrax T18, IKA,
Germany) yardimt ile yapinin kuvvetlendirilmesi
icin 14000 rpm’de 2 dakika homojenize edilmistir.
Homojen hale gelen solusyonlar hidrojel eldesi
icin 4°C’de 24 saat bekletilmistit. Formilasyon
kodlari cizelge 1°de belirtilmistir.

Cizelge 1. Hidrojellerin pektin, jelatin ve dogal bitkisel protein igerikleri
Table 1. Pectin, gelatin and natural vegetable protein content of hydrogels

Foriztoﬂjjyon Pektin Bezelye Proteini Spirulina Jelatin
6P1B %06 %1 - %0.5
4P1B %4 %1 - %00.5
2P1B %2 %1 - %0.5
6P1S %06 - %1 %00.5
4P1S %4 - %1 %0.5
2P1S %02 - %l %00.5

Lkili jellerin reolgjike karakterizasyonu

Hidrojellerin reolojik 6zellikleri, sicakligi kontrol
eden bir Peltier sistemine sahip Discovery Hybrid
Rheometer-2 (T'A Instruments, New Castle,
ABD) kullanilarak rotasyonel ve salinimli iki farkls
deformasyon testi ile incelenmistir. Ekipmanin
kontroli ve reolojik parametrelerin Slciilmesi
TRIOS Yazilimi (V3.0) araciligryla
gerceklestirilmistir.  Elde edilen veriler ise
OriginPro 2016 yazilim1 (Originl.ab Corporation,
ABD) kullanilarak ~ analiz  edilmis  ve
gorsellestirilmistir.

Hidrojellerin salium testi ile akis davrangslar
incelenmistir.  Analizde paralel plaka (6l¢im
yuksekligi 1 mm; ¢ap 40 mm) kullanilmistir ve 10
saniyelik araliklarla toplam 100 veri noktast
toplanmistir. Sabit kayma testi, 20°C'de 0.1-100
1/s kayma hiz1 ile gerceklestirilmistir. Akis
davranist, kivam katsayist (K, Pa.s") ve akis
davranisi indeksi (n) degerleri, en yiiksek belirleme
katsayisina (R?) sahip, yatiskan kesme akis
davraniglarint en iyi tanimlayan Power law modeli
kullaniarak belirlenmistir. Power law modeli
(Ostwald-de Waele, denklem 1):

o=Kyr 0

Burada o, kayma gerinimi (Pa) ve y kayma hizidir

(1/s). K kivamlilik indeksi (Pa.s®) ve n akis
davranist indeksini ifade etmektedit.

Hidrojellerin sicakliga bagh akis davraniglari da
incelenmistir. Hidrojeller 10°C’den  50°C’ye
1°C/dakika hizla 1sitilmus ve viskozite ve kayma
gerinimleri  belirlenmistir.  Termo-viskoelastik
Ozelliklerin belitlenmesi icin sicaklik taramast,
sabit kayma kosullart altinda (f = 1 Hz ve y = %]1)
gerceklestirilmistir.

Numunelerin dogrusal viskoelastik bélgesi (LVR)
belirlendikten sonra, LVR bdlgesinde 20°C'de
frekans tarama testi gerceklestirilmis ve frekans
araligr 0.1-100 rad/s olarak uygulanmistir. Bu
testler sonucunda depolama modili (G, elastik
rijitlik 6letsti) ve kayip modili (G”, viskoz
sertligin bir Olgimil) degerleri Sletlmiistir.
Orneklerin G’ ve G” degerlerinin karsilastiriimast
icin Ostwald de Waele (Power Law) modeli
(denklem 2 ve 3) kullanidmistir:

G'=K(w)
G"=K(o)""

@
G)
Burada G, kayma gerilimini; K, kivam katsayisimu
(Pa-s"); w, acisal hizt; ve n, akis davranis indeksini
gostermektedir. Kompleks viskozite, kompleks

modil (denklem 4) tizerinden su sekilde (denklem
5) hesaplanmugtir:

G*=/(@) + (G (4
1=G*/o ®
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Molekiiler kenetlenme
Gelistirilen hidrojel sistemlerinin protein- ligand
molekdilleri arasindaki interaksiyonu belirlemek

icin  molekiler  similasyon  kullanilmistir.
Molekiiler yerlestirme (kenetleme) simiilasyonlart
igin AutoDock Vina (Pyrex;

https://pyrx.sourceforge.io), Discovery Studio
(https:/ /www.3ds.com/products/biovia/discov
ery-studio) ve UCSF Chimera (California
Universitesi, San Francisco, CA, ABD) yazilimlart
kullandmustir. Heterotrimer yapiya sahip, uglu
helikal bir molekiil olan Tip I Kollajeni, jelatini
modellemede (PDB ID: 5cti Protein Data Bank
of the Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics; https://www.tcsb.org)
kullandmustir. Bezelye proteininin ana bileseni
olan 11S Legumin (PDB ID: 3KSC) (Zhang vd.,
2022) spirulina ana bileseni olan c-fikosiyanin
(PDB 1ID: 1CPC ) diger model proteinler olarak
secilmistir. Pektin molekili yerlestirmeyi simiile
etmek icin ¢ok buyik oldugundan, temsili bir
ligand olarak galakturonan (tetragalakturonik asit,
CID 5459352) secilmistit. PyMol  yazilimt
baglanma bolgelerinin  gérsellestirilmesinde, 2
boyutlu  diyagramlarin  olusturulmasinda  ise
Proteins Plus DoG Site Scorer)
(https://proteins.plus/) kullanilmistir. 3 boyutlu
yapilarda ilgili protein-ligand temas bolgelerinin
tam otomatik tespitinde PLIP alogaritmasindan
(https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/ plip-
web/plip/index) yararlanilmustir.

Istatiksel analiz

Orneklerin istatistiksel anlamlihgr tek yonli
varyans  analizi (ANOVA)  kullanidarak
degerlendirilmistir. Deneyler ti¢ tekerriir halinde
gerceklestirilmis  ve  numuneler  arasindaki
farkldiklar SPSS 17.0 yazilimi1 (SPSS Inc., Chicago,
I, ABD) ile Duncan'in ¢oklu aralik testleri
kullanilarak  degerlendirilmistir.  Istatistiksel
anlamhlik diizeyi olarak %95 secilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Hidrojellerin akis davraniglarinin
incelenmesi

20°C’de, ikili jellerin reolojik karakterizasyonunu
ortaya ¢tkarmak icin viskozite ve kayma gerilimi
degerleri sabit kaymada incelenmistir. Farkh
formilasyonlar icin kayma gerilimi ve kayma hizi
arasindaki iliski Sekil 1’de gosterilmistir. Kayma
hiz1 arttikga, kayma gerilimi tim G&rneklerde
artmaktadir. Bu durum ikili jellerin kayma ile
incelen (shear thinning) davranis gdsterdigini
belirtmektedir. 6P1B ve 6P1S formiilasyonlart i¢in
kayma gerilimi degerleri, kayma hiz1 arttirldiginda
en ylksek olmustur. Bu da pektin-spirulina ve
pektin-bezelye  proteini  kombinasyonunun
viskoziteyi arttirarak kalin ve tutarll bir doku
olusturmak icin birlikte ¢alistigint kamtlamaktadir.
2P1S formiilasyonu daha az pektin igerigine bagh
olarak, Sekil 1’de de gortldigi gibi daha diisiik bir
baslangic kayma gerilimi géstermistir. Bu durum
daha az vyapisal stabilite ve sertlige isaret
etmektedit.

1000 S
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Sekil 1. Hidrojellerin kayma hizina bagl rotasyonel test reogramlart
Figure 1 Shear rate dependent rotational test rheagranms of hydrogels
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Farkli pektin ve protein oranlarina sahip ikili
jellerin  kayma hiztnin bir fonksiyonu olarak
goriiniir viskozitesi Sekil 2’de gosterilmektedir.
Kayma hizinin artmasiyla gérintr viskozitedeki
dogrusal olmayan dusis, tim jellerin kayma
incelmesi  davranisina  sahip  psédoplastik
akiskanlar oldugunu gostermistir. Kayma inceltici
hareketlilik esas olarak kayma hizindaki artis ve
molekiler zincir dolanikligindaki azalmadan
kaynaklanmaktadir (Cai vd., 2019; Wu vd., 2009).

Molekiiller akis yoniine gore kolayca yeniden
yonlendirilmekte ve bu da gérinir viskozitede
6nemli bir distise neden olmaktadir (Zhou vd.,
2021). Kayma hizt artttkca daha yiiksek oleojel
fraksiyonlarina sahip bigellerin viskozitesindeki
benzer dists, sodyum aljinat hidrojeli ve
balmumu oleojeli ile olusturulan diger bigellerde
de gbzlenmistir (Martin vd., 2019). 2P1S en dustk
goruntr viskoziteye sahip formiilasyon olmustur.

100
@
©
o
L 104
R
g
2
=
5 6P1B =~
S 4P1B . =
8 2P1B
] ——6P1S ..
1= —4P1s :
1---2P1s
0,1 =rrry ———r——rery ——ry ————rrrry
0.1 1 10 100
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Sekil 2. Kayma hizina bagl olarak hidrojellerin gériiniir viskozite (1) degisimleri
Figure 2. Apparent viscosity (nyy) changes of hydrogels depending on shear rate

Ostwald-de  Waele Power lLaw model,
psOdoplastisiteyi ve viskozitedeki degisiklikleri
(Tablo 2) Kve # degetleri ile karakterize etmek i¢in
kullandmustir. Cizelge 2'de gorildigt gibi, tim
formulasyonlarda 7 degeri 1’den  kiiciik
bulunmustur. Bu durum gelistirilen ikili jellerin
giiclii kesme inceltme davranist sergiledigini
gostermektedir. Pektin igerigi artttkca # degeri
azalmistir. Bezelye proteini iceren formilasyonlar
daha diisik #» degerine sahiptir (p<<0.05). Bu
durum bezelye proteini ilaveli 6rneklerin daha
gicli psédoplastisiteye ve daha iyi ekstride
edilebilitlige sahip olduklarini g6stermektedir.
Ikili jellerin kayma inceltme &zelliklerine hem
pektin hem de proteinler katkida bulunmustur.
Pektin ve protein hidrojen baglart ve van der
Waals kuvvetleri araciligtyla ti¢ boyutlu bir ag
yapist olusturmustur (Swe ve Asavapichayont,
2018). Yiiksek bir kesme hizi uygulandiginda, her
iki fazin aglart hizla tahrip olmus ve disik

viskozite sergilemistir (Sekil 2). Orneklerin farklt
viskoziteleri K degeri ile agiklanabilir. Orneklerin,
K degeri pektin ilavesiyle artmis (p<0.05) ve 6P1B
formilasyonu en yiksek 54.79+2.22 K (Pa.s)
degeri gostermistir. Protein ilavesinin K degerini
6nemli 6lctide (P <0.05) yiikselttigi, proteinler icin
de ise bezelye proteinin daha etkili oldugu tespit
edilmistir. 3D baski i¢in kullamilacak bir gida
miurekkebinin uygun reolojik Ozelliklere sahip
olmast gerekir. Kesme incelmesi davranisi, bir
nozilden ekstriide edilitken iyi akiskanlik (daha
yiksek kesme hizlarinda daha dusiik viskozite) ve
basildiktan sonra iyi bir stabilite ve gsekil tutma
kapasitesi (daha disiik kesme hizlarinda daha
yitksek viskozite) sagladigi icin bu davranist
sergileyen polisakkaritler ve proteinler gibi
biyopolimerler tercih edilmektedir (Lenie vd.,
2024). 3D baskt teknolojisi acisindan pektin-
jelatin ikili jellerinin reolojik 6zellikleri 6nemlidir.
Pektin, ek baski sonrast islemlere ihtiyag
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duymadan stabil yapilar olusturma kabiliyeti
nedeniyle 3D baskili iskelelerin gelistitilmesinde
kilit bir bilesen olarak bildirilmistir (Lapomarda
vd., 2021). Jelatin ise kendi kendini destekleme
Ozellikleri sunar ve jellesme siirecinde 6nemli bir
rol oynar (Varela vd., 2023). Hidrojellerdeki

pektin  ve jelatin  kombinasyonu, doku
miuhendisligi uygulamalari icin uygun birbirine
bagli gbzeneklere sahip karmasik sekilli 3D yapilar
olusturmada umut vaat ettifini gOstermistir

(Lapomarda vd., 2021).

Cizelge 2. Ikili jellerin Power-Law modeline ait parametreleri

Table 2. Parameters of the Power-Law model for binary hydrogels

Ornek K (Pa.sv) n R2

6P1B 54.7912.22a 0.4910.014 0.998%0.00
4P1B 33.04%0.86¢ 0.52£0.01¢ 0.999£0.00
2P1B 19.491+0.81< 0.58+0.01b 0.998£0.00
6P1S 43.91+1.51b 0.51£0.01¢ 0.998£0.00
4P1S 15.61+0.49¢ 0.5710.01b 0.999£0.00
2P1S 1.8910.12f 0.62%£0.01a 0.997£0.00

»f Ayni stitunda ortalamalar arasindaki istatiksel farkliliklart gostermektedir (P <0.05).
“f 1t shows the statistical differences between the means in the same columm (P <0.05).

Sicakhiga  bagh  olarak
termoreolojik 6zellikleri

Hidrojellerin ~ sicaklikla  ilgili  termoreolojik
Ozellikleri viskozite ve kayma gerilimi agisindan
incelenmistir. Jel formulasyonlarinin  sicakliga
baglt davramglart  Sekil 3 ve Sekil 4'te
gosterilmistir.  Jellerin  baslangictaki ~ kesme
mukavemeti sicakliktaki artisla birlikte azalma

hidrojellerin

gostermistir.  Tim  formiilasyonlarda benzer
egilim gézlenmistir. Bu durum sicaklik arttikga jel
yapisinda genel bir yumusama oldugunu gosterir.
6P1B ve 6P1S gibi daha yiksek pektin seviyelerine
sahip formiilasyonlar, daha disiik sicakliklarda
daha yiksek baslangic kesme mukavemetleri
gostererek daha sert ve kararli bir jel agt
olusturmuslardir.
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Sekil 3. Tkili jellerin sicakliga bagh mukavemet degisimleri
Figure 3. Temperature dependent dynamic changes of binary gels
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Sekil 4. Hidrojellerin viskozitelerinin sicakliga baglt degisimi
Figure 4. Temperature-dependent change in viscosity of hydrogels

Sekil 4’te gosterildigi gibi, 13°C ile 50°C arasinda
degisen sicaklik taramasi emiilsiyon viskozitesinin
sicakliga  bagimliligini  géstermektedir.  TUm
formulasyonlar,  artan  sicakhikla  birlikte
viskozitede dustis egilimi sergilemistir.  Jel
sistemlerinde ~ gbzlenen  artan  sicaklikla
viskozitedeki diisiis, termal enerji uygulandikea jel
ag1 icindeki molekiller arasi etkilesimlerin
bozulmasina atfedilen yaygin bir olgudur (Yu vd.,
2023). Daha yiksek pektin igerigine sahip
formiilasyonlar (6P1B ve 6P1S) sicaklik aralig
boyunca daha ylksek viskozite degerlerini
koruyarak pektinin jel viskozitesini korumadaki
vurgulamaktadir.  Sicaklikla  birlikte
viskozitede hafif bir disiis oldugunda, bu durum
jel sisteminin genel 6zellikleri Hizerinde minimal
bir etki oldugunu gosterebilir. Benzer bulgular
pektin jelleri ile yapilan arastirmalarda viskozitede
5 ila 2 mPas gibi kiiciik dustsler bildirilmistir
(Mortis vd., 2010). Ayni zamanda protein-protein
interaksiyonuna baglt olarak jelatin bazli formiile
sipurilina ve bezelye proteinin ilavesi ile sicaklik
artisina baglt olarak viskozitede 6nemli bir diisis
gorilmemistir.  Bu  olgu,  protein-protein
etkilesimlerinin dogasina ve proteinlerin farklt
sicakliklarda  gecirdigi  yapisal — degisikliklere
baglanabilir. Woldeyes vd., (2020) tarafindan
yapilan arastirma, protein-protein etkilesimlerinin

rolunu

gicli  bir  sicaklik  bagimliligi  sergiledigi
bildirilmistir. Ayrica, Santos vd., (2022) ¢alismast
soya ve bezelye proteinlerinin emilsiyonlarla
uyumlulugunu vurgulayarak, bu proteinlerin iyi
stabiliteye sahip yapiskan aglar olusturabilecegini
ve bunun da formilasyonlarda g&zlemlenen
viskozite davramisinda rol oynayabilecegini
gostermektedir. Spirulina (6P1S ve 4P1S) ile
stabilize edilen jeller, aynt sicaklikta bezelye
proteini (6P1B ve 4P1B) icerenlere kiyasla daha
disiik viskozite degetleri gdstermektedir. Bu da
bezelye proteininin jel sisteminin viskozitesine
daha fazla katkida bulundugunu géstermektedir.
Sahagun vd., (2018), protein ilavesinin genellikle
viskoziteyi artirdigini ve bezelye proteininin en
yiksek etkiyi gOsterdigini ortaya koyarak,
formilasyonlarda kullanidlan spesifik  protein
kaynaginin sicaklikla viskozite degisikliklerini
etkileyebilecegini bildirmistir. 2P1S
formiilasyonu, duistik pektin ve spirulina icerigine
baglt olarak stabilize edici etkisini yansitacak
sekilde, sicaklik araligi boyunca en dusik
viskoziteyi gostermis ve sicaklik degisiminden
daha ¢ok etkilenmistir. Daha yiiksek pektin ve
protein icerigine sahip formiilasyonlar daha iyi
termal stabilite gOstermistir. Termal stabilitesi
yiksek hidrojel formlari, 3D baski ve piiskiirtmeli
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kurutma ile enkapsiilasyon gibi 1sil islem iceren
gida proseslerinde kullanim potansiyeline sahipti.

Hidrojellerin dinamik salinim davraniglari

Frekans testi G’ ve G” degerini karsilagtirarak bir
malzemenin viskoelastik 6zellikleri ve stabilitesi
hakkinda fikir vermektedir (Stojkov vd., 2021).
Zamanla, partikiiller veya molekiller arast baglar
hem wuygulanan glcle hem de kendiliginden
olugarak ya da kirilarak sekillenip yapisal
degisikliklere neden olabilmektedir (Anvari ve
Chung, 2016). 20°C’ de 6tneklerin ¢cogunlugunda
depolama modiliiniin kayip modiliinden 2 log
daha yiiksek oldugu gériilmektedir (Sekil 5). Bu da
hidrojellerin kati benzeri davranis gosterdiklerine
isaret etmektedir. Acisal hizin artmasina baglt
olarak 2P1S ornegi haric diger hidrojellerin
depolama ve kayip modillerin de kademeli bir
artts meydana gelitken 2P1S 6rneginin birikim
modulinde hizlt bir artis meydana gelmistir. Bu
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durum hidrojel yapisinin kararhiligint
koruyabilmesi igin %2 pektin miktarinin yetersiz
kalmast  ile  aciklanabilir.  Farkli  pektin

konsanstrasyonlarindan bagimsiz olarak bezelye
proteini ilaveli 6rneklerin reolojik modillerinin
spirulina ilaveli Orneklere gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bezelye proteini ilaveli
hidrojellerin kararliliklarint gosteren tand (G"/G')

degerleri 0.24 ile 0.13 arasinda degisiklik
gostermektedir. Bu deger spirulina ilaveli
orneklerde 0.18 ile 1.28 arasindadir. Pektin

konsantrasyonun artmast ile bezelye proteini ile
olan interaksiyonun arttugl gbzlenmektedir.
Bezelye proteini jellerinin yapisint gelistirmek icin
gliclendirici bir ajan olarak pektinin kullanidigt bir
calismada  pektin  konsantrasyonu  arttikca
calismamizla benzer sckilde reolojik olarak
yapiun olumlu yonde degistigi tespit edilmigtir
(Zhang vd., 2022b).
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Sekil 5. Hidrojellerin agisal hiza bagli depolama ve kayip modillerindeki degisimler
Figure 5. Changes in storage and loss modulus of hydrogels due to angular frequency

Yapisal sikilik ve kararlidiklarinin degerlendirilmesi
maksadiyla acisal hizin bir fonksiyonu olarak
birikim ve kaylp modilinin Power-Law
modeline uyumunu gosteren parametreler Tablo

3te verilmistir. Hidrojellerin elastik ve viskoz
modulerinin - kivam  katsaytlart (' K"
karsilastirildiginda en yuksek degerler
1210.09£52.54 ve 359.661+0.58 Pa.s» ile 6P1B

ve
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orneginde bulunurken bunu 6P1S Grnegi takip
etmistir. Pektin konsantrasyonunun azalmasina
bagl olarak K' ve K"
meydana gelmektedir. Orneklerin tiimiinde K’
degerinin K" degerinden yitksek olmast katt
benzeri davranist destekler niteliktedir. Yuksek
kivam katsayisina (K) karsihk dusiik akis indeksi
(7)) daha biyuk molekiler dolasimi ve i¢ ige

degerlerinde azalma

gecmeyi temsil etmektedir (Ghica vd., 2016).
Elastik modulde en dusiik akis davranisinin 6P1B
ve 6P1S viskoz modiilde ise 6P1B 6rneginde
oldugu belirlenmistir. Kayma incelmesi davranist
sergileyen yapilarda n degerinin O ile 1 arasinda
ctkmast ve bu degerin sifira yakin olmast
beklenmektedir (Ghanbari vd., 2017). Buna
uymayan tek 6rnek 2P1S 6rnegi olmustur.

Cizelge 3. Hidrojellerin agisal hiza baglt birikim modili parametrelerindeki degisimler

Table 3. Changes in storage modulus parame

ers of hydrogels depending on angular frequency
2 /

Ornek K " K” P R2

6P1B 1210.09%52.542 0.22%0.01¢ 0.97%0.00 359.661+6.58 0.14%0.01¢ 0.98%0.00
4P1B 961.991+55.894 0.2940.02b 0.95%0.00 226.30+8.99b 0.25%0.01¢ 0.98%0.00
2P1B 759.03+61.21¢ 0.2410.024 0.92%0.00 178.5514.46¢ 0.21+0.014 0.99%0.00
6P1S 1006.03£68.73P 0.22%0.02¢ 0.9320.00 228.6716.32 0.24%0.01¢ 0.9940.00
4P1S 415.85+61.68¢ 0.26%0.04¢ 0.80%0.00 58.03+1.814 0.321+0.01b 0.9940.00
2P1SB 0.60%0.08f 1.6210.032 0.9920.00 15.46%+0.85¢ 0.65%0.014 0.9940.00

»f Aynt stitunda ortalamalar arasindaki istatiksel farkliiklar géstermektedir (P <0.05).
“f 1t shows the statistical differences between the means in the same columm (P <0.05)

Sekil 6’da gorulecegi tizere agisal hiz 0.1- 40 rad/s
araliginda 6rneklerin timul azalan bir kompleks
viskozite sergilemislerdir. Bu durum,
makromolektler  baglantdarin =~ ve  zincir
donanmmlarinin  agisal hiz  etkisiyle bozulmast
gozlemlenen  psédoplastik  (kayma
incelmesi) davraniga isaret etmektedir. Ancak
2P1S orneginde 40 rad/s acisal hizdan sonra
hafifte olsa viskozitede bir artis gériilmektedir. Bu
tip bir kalinlasma akiskanlarda, parcaciklar daha
stk ve yogun carpismalart neticesinde gegici

sonucu

yapilarin veya kiimelerin olusmasina yol agarak
akisa karst direnci ve dolayistyla viskoziteyi
artmasindan kaynakli olabilmektedir (Rosti ve
Takagi 2021). Bu durum disik pektin
konsantrasyonlarinda  spirulinanin ~ yapinin
kararhligini  saglamada  yetersiz  kaldigim
gostermektedir. Gida ambalajlama sistemlerinde,
daha dayanikli ve plastik tiirevlerine alternatif film
yapilarin  gelistirilmesinde pektin-jelatin-bezelye
proteini bazli karigimlarin kullanilabilecegi 6ne
stiriilebilir.
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Sekil 6. Agisal hizin hidrojellerin kompleks viskozite (n*) degerleri tizerine etkisi
Figure 6. Effect of angular frequency on complex viscosity (n”) values of hydrogels
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Molekiiler kenetleme ile pektin ve proteinler
arasindaki etkilesim

Bezelye proteini (Sekil 7A), jelatin (Sekil 7C) ve
spirulina (Sekil 7D) ile pektin (Sekil 7B) arasindaki
etkilesim olasiliklarint arastirmak ve potansiyel
baglanma yerlerini belirlemek amaciyla molekdiler
kenetleme  gerceklestirilmistir.  En  yuksek
kenetlenme skoru, en distik baglanma enerjisine

karsilik gelmektedir. Ve bu da en glicli protein-
ligand baglanma afinitesini  g6éstermektedir.
AutoDock Vina, kenetlenme skorunu, van der
Waals, hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimlerin
katkida bulundugu enerjiye dayali olarak,

kcal/mol cinsinden tahmin edilen baglanma
afinitesi olarak vermektedir (Yin vd., 2020).

L A
Sekil 7. A: Bezelye Proteini (11S legumin), B: Pektin (Tetragalakturanik asit), C: Jelatin (Tip 1 Kollajen)
ve D: Spirulina (cPC) 3D simtlasyonu
Figure 7. 3D simulation of A: Pea Protein (115 legumin), B: Pectin (1'etragalacturanic acid), C: Gelatin (Type 1
Collagen) and D: Spirulina (¢PC
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Bezelye proteini-pektin, jelatin- pektin = ve
spirulina-pektin baglanma bélgelerinin 3D ve 2D
similasyonu sirasiyla Sekil 8A, B ve C de
gosterilmistir. Bezelye proteininin ana bileseni
olan 118 legumin ile pektin arasindaki baglanma
enetjisi ve mesafesi -8.30 kcal/mol ve 1.93 A
olarak belirlenmistir. Treonin (Thr) kalinti amino
asidi ile 1239D, 1341D ve 1753E bolgelerinden
strastyla 3.35, 2.74 ve 233 A baglanma
mesafesinde hidrojen bagt olusturdugu tespit
edilmigtir. Treonin, yan zincirinde bulunan
hidroksil grubu sayesinde hem hidrojen bagt
veriricisi hem de alicist olarak islev gérmektedir.
Bu 6zellik, ligand ile glgli hidrojen baglar
kurarak ligand-protein kompleksinin
stabilizasyonunu saglamaktadir (Smith vd., 2002).
11S legumin ile tetragalakturanik asit (T'GT)
arasinda Pro-1215D, Asn-1787E, Gly-1851E ve
Ile-1852E kalintt amino asitleri ve baglanma
konumlarinda 2.58, 3.02, 3.55 ve 1.90 A mesafede
diger hidrojen baglar tespit edilmistir. Hidrojen
baglarinin genel olarak yakin mesafede ve yiksek
¢oziintrliikte oldugu gorilmektedir. Tuz képriisi,

z1t yiikli kimyasal gruplar veya atomlar arasindaki
elektrostatik ¢ekim ile hidrojen bagini birlestiren
kovalent olmayan bir etkilesimdir. Bu nedenle, bu
etkilesimin giicii siradan bir hidrojen baginin
glicinden daha fazladir (Ferreira de FPreitas ve
Schapira, 2017). TGT’nin karboksil gruplari ile
Arg-1849 (4.83), Arg-1854 (3.64) ve Lys-1891
(3.92) kalintt amino asitleri arasinda elektrostatik
etkilesimler ile tuz képrileri oldugu tespit
edilmigtir. Peptit hidrojellerin  etkili jellesme
stratejilerinde  Lisin =~ ve  argininin  (Arg)
elektrostatik etkilesimleri onemli rol
oynamaktadir (Sedighi vd., 2023). Bu nedenle
Arginin (Arg), yiksek baglanma afinitesi ile
elektrostatik etkilesimleri hidrojellerin

stabilitesine katkida bulunabilir (Cao vd., 2022).
Protein ve ligand (pektin) arasindaki ara ylizeydeki
amino asit kalintilarinin analizi, bezelye proteinin
pozitif yikli amino asitlerinin galakturonanin
negatif yuklii karboksil gruplariyla elektrostatik
ctkilesimler ve hidrojen bag kurabilecegini
gOstermistir (Zhang vd., 2022b).

Sekil 8. A: Bezelye proteini (118 legumin) ve pektin (TGT), B: Jelatin (Tip 1 kollajen) ve pektin, C:
Spirulina (cPC) ve pektin arasindaki molekdler kenetlenmenin 3D ve 2D simiilasyonu
Figure 8. 3D and 2D simulation of molecular docking. A: Pea protein (115 legumin) and pectin (I'GT), B: gelatin
(type 1 collagen) and pectin, C: Spirulina (¢PC) and pestin
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Jelatin-pektin = ve spirulina-pektin  arasindaki
etkilesim skotlatt sirastyla -6.53 ve -7.85 kcal/mol
olarak  belitlenmistir. ~ Calismada  kullanilan
proteinlerin TGT ile baglanma enetjileri -5.00
kcal/mol’den daha dusiik bulunmustur. Bu da
pektin ile protein baglanmasinin  hidrojel
formilasyonlart icin nispeten kararli ve etkili
oldugunu isaret eder (Zhang vd., 2023). Jelatin-
pektin etkilesiminde Glu-120B (2,94 A), Gln-
121B (2.20 A), GIn-121B (3.22 A), Ser-189C (2.28
A), Ser-189C (2.99 A), Glu-190C (3.59 A), Glu-
190C (3.18 A), Ser-207C (1.99 A) ve Ser-207C
(2.23 A) kalinti amino asitleri ile 9 adet hidrojen
bagt Arg-181C (5.30 A) ile ise tuz képrisi
kurulmustur. Serinler membran proteinlerinin
transmembran alanlarinda bulunan en yaygin
polar kalintllardir ve treonin gibi ligand-protein
kompleksinin  stabilizasyonuna katki sunartlar
(Smith vd., 2002). Jelatin-pektin etkilesiminde
kalint1 aminoasit olarak en fazla serin ile yakin
mesafede etkilesim olmast gli¢ld interaksiyona 1stk
tutmaktadir.

C-fikosiyanin =~ (cPC) ile TGT  etkilesimi
incelendiginde en fazla baglanma bdlgesinin bu
etkilesimde oldugu gorilmektedir. Lys-2K, Arg-
17A, Arg-110B ve Arg-110L kalinti amino asitler
ile 4.51, 5.23, 4.60 ve 5.43 A mesafeden 4 adet tuz
koprisi ile elektrostatik etkilesim tespit edilmistir.
Bununla beraber Met-1K (3.27 A), Thr-6K (2.63
A), Thr-6K (2.35 A), Glu-7K (3.17 A), Glu-7TK
275 A), Ala-10K (2.32 A), Asp-13A (3.38 A),
Ser-14A (2.13 A), Ser-14K (2.82 A), GIn-15A
(2.26 A), Gln-15A (3.17 A), Arg-110B (2.44 A) ve
Arg-110B (2.24 A) olacak sekilde oldukca yakin
mesafeden 13 adet hidrojen bag kurulmustur.
Diger proteinlerden farkli olarak pektin kalintt
arginin ile hem elektrostatik hem de hidrojen bagt
ile baglanmugtir. Molekiler kenetleme
sonugclarinin reolojik verilerle uyumlu olmasi, gida
matrislerinde  kullanilacak  formiilasyonlarin
onceden belirlenmesine olanak tantyarak, zaman
ve kaynak tasarrufu agisindan buiytk Onem
tasimaktadir. Kuvvetli antioksidan aktiviteye
sahip pigment protein ile pektin arasindaki bu
kuvvetli etkilesim yapisal olarak stabil ve
fonksiyonel hidrojel yapilarinin gelistirilmesi icin
umut vaat etmektedir.

SONUC
Bu calismada bezelye proteini ve spirulina bazlt
pektin-jelatin ikili jelleri basariyla gelistirilmis ve

ikili hidrojel formlarinin reolojik  &zellikleri
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bezelye
proteini ve spirulina ilavesi, hidrojellerin

stabilitesini ve viskoelastik 6zelliklerini biytik
Olctide gelistirmistir. Tim formiilasyonlar kesme
inceltme davranisi gosterirken, bezelye proteini
icerenler spirulina iceren formiilasyonlara kiyasla
daha belirgin psédoplastisite ve gelismis ekstriidde
edilebilirlik  sergilemistir. Bezelye proteininin
hidrojellerin akis davranst tizerinde daha buyiik
bir  etkisi  olmustur.  Bezelye  proteini
formilasyonlarinin  termal stabilitesi, spirulina
icerenlerden daha iyi performans gostererek
hidrojellerin termal davranisinda protein tiiriiniin
onemini vurgulamustir. Dinamik salinim analizleri,
bezelye proteini ile desteklenen hidrojellerin
yitksek depolama ve kayip modilleri sergiledigini
ve bunun da gelismis stabilite ve elastikiyete isaret
ettigini  gOstermistir.  Molekiiler  yerlestirme
analizleri, hidrojelin  stabilitesinin ~ 6ncelikle
bezelye proteini, jelatin ve spirulina dahil olmak
tizere pektin ve proteinler arasindaki etkilesimlere
bagli oldugunu ortaya koymustur. Bezelye
proteini ve pektin arasindaki elektrostatik
etkilesimler ve hidrojen bagi, kompleksin
korunmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynamustir.
Sonuglar, bezelye proteini ve spirulina bazl ikili
hidrojellerin 3D bask: teknolojisinde ve yag
ikamesi olarak kullanilmak tzere Onemli bir
potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir. Bu
hidrojeller, besleyici ve islevsel 6zellikleriyle
yenilik¢ci gida drinlerinin - ve ambalajlama
sistemlerinin gelistirilmesini kolaylastirabilir.
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