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OZET

YUMURTA KABUGU ZARI PROTEINLERI VE GAM ARABIK
KOMPLEKSININ EMULSIYON STABILITESi UZERINE ETKIiSININ
INCELENMESI

Merve ERMAN

Yuksek Lisans, Gida Miuhendisligi Bolimu

Tez Danigmani: Dog. Dr. Fahriye Ceyda DUDAK SEKER

Ocak 2021, 59 sayfa

Emdalgatorler, bir emulsiyonun olusumunu ve stabilizasyonunu destekleyen yuzey
aktif maddelerdir. Emdulgator olarak kullanilan katki maddelerinin  Gretim
yonteminin kolay ve ucuz olmasinin yani sira bu yontemle standart bir Grin elde
edilmesi de gerekmektedir. Bu amacla kompleks koaservasyon yontemi ile yeni
emulgatorlerin gelistirimesine dayanan bir¢ok calisma yapilmistir. Kompleks
koaservasyon, pozitif yakli molekuller ile negatif yukli molekuller arasindaki
elektrostatik etkilesim sonucu koaservat olusumuna dayanan bir yontemdir. Gida
endustrisinde genellikle pozitif yukli molekidl olarak proteinler, negatif yik
bileseni olarak da polisakkaritler kullaniimaktadir. Biyopolimer koaservatlari
spesifik mikroyapilar elde etmek ve gidalara yeni fonksiyonel 06zellikler

kazandirmak amaciyla potansiyel bir ara¢ olarak siklikla kullaniimaktadir.



Tez kapsaminda atik sinifindaki yumurta kabugu zarindan elde edilen
proteinlerin kompleks koaservatlarin olusturulmasinda kullaniima potansiyeli
arastinimistir. Yumurta kabugu zar proteinleri sahip olduklari besleyici ve
fonksiyonel Ozelliklerine ragmen degerlendiriimeyerek atiimakta, boylece hem
cevre kirliligine hem de potansiyel gelir kayiplarina neden olmaktadir. Koaservat
olusturmak igin polisakkarit olarak emulgator ¢aligmalarinda siklikla kullanilan

gam arabik secilmistir.

Tez caligmasinda yumurta kabugu membranindan izole edilen proteinler ile gam
arabik kullanilarak kompleks koaservat olusturulmasi ve olusturulan
koaservatlarin emiilsifikasyon 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Oncelikle
yumurta kabugu membranindan protein izolasyonu gergeklestiriimistir. Elde
edilen proteinler, gam arabikle farkli oranlarda ve pH deg@erlerinde etkilestirilmis
ve en yuksek etkilesimin goéruldiglu parametreler belirlenmistir. Kompleks
koaservat olusumu i¢in optimum protein:gam arabik oraninin 1:1 (a:a) ve pH
degerinin 3.75 oldugu bulunmustur. Hazirlanan kompleks koaservatlarin
morfolojileri 151k mikroskobu ve c¢evresel taramali elektron mikroskobu ile
karakterize edilmistir. Elde edilen koaservatlarin emililsifikasyon 6zelliklerinin
belirlenmesi icin farkli konsantrasyonlarda koaservat iceren ve icermeyen su
icinde yag emulsiyonlari hazirlanarak dokuz giin boyunca 4°C’ de depolanmig ve
emulsiyonlarin  pargacilk dagilim  boyutlari  ve serum ayrigsmalari
degerlendirilmistir. Olglim sonuclarina gore koaservat icermeyen kontrol
grubunun ortalama damlacik ¢api 2401 nm iken koaservatlarla hazirlanan
emulsiyonlarin ortalama damlacik ¢aplari kullanilan koaservat konsantrasyonuna
bagli olarak 462 - 982 nm araliginda degismistir. Ayrica koaservat igeren
emdulsiyonlarda serum ayrisma degerlerinin daha klglik oldugu ve depolama
suresi boyunca koaservat iceren emdulsiyonlarin fiziksel gérinimlerinin daha iyi
korundugu belirlenmigtir. Sonug olarak, kompleks koaservasyon yontemiyle
olusturulan yumurta kabugu zari proteinleri-gam arabik koaservatinin emulgator

olarak kullanilma potansiyeli ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: yumurta kabugu zari proteinleri, gam arabik, kompleks

koaservasyon, koaservat, emilsiyon, emilgator
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Emulsifiers are surface-active agents promoting the formation and stabilization of
emulsions. The formation mechanism of additives used as emulsifiers also plays
an important role. The production method of emulsifiers should be inexpensive,
easy and create a standard product. For this purpose, a great number of studies
have been carried out based on the development of new emulsifiers by complex
coacervation method. Complex coacervation is a method based on the formation
of coacervates as a result of the electrostatic interaction between positively and
negatively charged molecules. In the food industry, proteins are used as
positively charged molecules and polysaccharides as negatively charged
components. Biopolymer coacervates are often used to fabricate specific

microstructures providing new functional properties to foods.



In this thesis, the potential of the proteins isolated from the egg shell membrane
in the formation of complex coacervates was investigated. Despite their
nutritional and functional properties, eggshell membrane proteins are considered
as waste causing both environmental pollution and potential income losses. Gum
arabic, which is frequently used in emulsifier studies, was chosen as the

polysaccharide in order to create coacervate.

The aim of this study was to produce a new emulsifying agent by complex
coacervation method using eggshell membrane proteins and gum arabic and to
examine the emulsification properties of the produced coacervates. Firstly, the
proteins were isolated from eggshell membrane. Then, isolated proteins and gum
arabic were mixed at different ratios and pH to determine the optimum conditions
for coaservation. According to the turbidity results, the maximum interaction was
found at pH 3.75 and protein:gum arabic ratio of 1:1 (w:w). The morphology of
the coacervates were examined by optical microscope and environmental
scanning electron microscope. In order to determine the effect of coaservates on
emulsion stability, oil in water emulsions were prepared with different coacervate
concentrations and stored at 4 °C for nine days. The patrticle size distributions
and serum separations of the emulsions were examined. According to the
measurement results, while the average droplet diameter of the control group
without coacervate was 2401 nm, the average droplet diameter of the emulsions
prepared with coacervates varied between 462 - 982 nm depending on the
coacervate concentration used. In addition, serum separation percentage values
of emulsions prepared with coacervates were found to be smaller than the control
group which was prepared without coacervate, and the physical appearance of
the coaservate incorporated emulsions were better during the storage. As a
result, the potential of eggshell membrane proteins and gum arabic complex as

an emulsifier has been demonstrated.

Keywords: eggshell membrane proteins, gum arabic, complex coacervation,

coacervat, emulsion, emulsifier
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1. GIRIS

Gidalarda yapilar ve yapilari olusturan birimler arasinda emulsiyonlar énemli rol
oynamaktadir. Yiyeceklere arzu edilen agiz hissi ozelliklerini kazandirdiklari
bilinmektedir. Buna ek olarak, ¢irpilmis soslar, dondurmalar ve islenmis peynirler
gibi belirli Uranlerde yapinin olusumunda anahtar bilesenlerdir. Bu nedenle
emulsiyonlarin olusumunun, yapisinin ve O6zelliklerinin anlagiimasi gidanin
stabilitesinin ve teksturinun saglanmasi i¢in 6nemlidir. Emulsiyonlarin kararli
halde olmalarini saglamak icin emdulgatoér igcermeleri tercih edilmektedir. Bu
emulgatorlerin  toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi ve ekonomik sartlarda
uretiimesi beklenmektedir. Son zamanlarda, bilimsel ve endustriyel ilgi,
biyopolimerlerden elde edilen emiilsifiye edici materyaller gelistirmeye
odaklanmistir. Bu amacla genellikle protein ve polisakkarit molekdlleri Gzerinde
calismalar yogunluk kazanmistir. Genellikle sinerjik etkiye sahiptirler ve
birbirlerinin fonksiyonel ozelliklerini gelistirmektedirler. Protein molekdillerinin
pozitif yuklere sahip olmasi, polisakkaritlerin ise negatif yuzey yukine sahip
olmasi bu polimerlerin kompleks koaservasyon metodunda kullaniimasi igin
onemli bir avantaj saglamaktadir. Kompleks koaservasyon, iki zit yuklt polimerin
elektrostatik gekimle etkilesime sokulan birlestirici bir interaksiyon yontemidir.
Kompleks koaservasyon sisteminde molekuller arasi elektrostatik etkilesim
sayesinde, protein ve polisakkaritlerin tek baglarina yeterli duzeyde
saglayamadigi ozellikler daha kuvvetli hale getirilebilmektedir. Bundan dolayi
biyopolimer etkilesimleri stabilite, doku ve yapinin kontrolindeki rolleri sayesinde
buylik onem tasimaktadirlar. Protein polisakkarit orani, pH, biyopolimerlerin
molekuler agirliklari ve iyonik kuvvetleri, protein-polisakkarit uyumlulugunu ve

olusturduklari komplekslerin 6zelliklerini etkileyen ana faktorlerdir.

Bu g¢alisma kapsaminda, dogal protein ve polisakkaritler kullanilarak kompleks
koaservasyon yontemi ile yeni bir emidlsifiye edici ajan elde edilmesi
amagclanmistir. Calismada kullanilan proteinlerin atik olan yumurta kabuk
zarlarindan elde edilmesi sayesinde cevresel ve ekonomik degerlere katki

saglamak hedeflenmistir. Bu atiklarin daha iyi yodnetiimesi potansiyel gelir



kayiplarinin ve ciddi gevre kirliliklerinin 6nlne gegilmesini saglamaktadir. Bu
amagla atik yumurta kabuklarindan protein izole edilerek elde edilen proteinler
tanimlanmistir. Bir sonraki asamada gum arabik ve yumurta proteinleri arasinda
kompleks koaservasyon yontemiyle elektrostatik etkilesim saglanarak potansiyel
bir emulsifikasyon ajani olusturmak hedeflenmistir. Olusturulan koaservatlarin
emulsifikasyon 6zelliklerinin tanimlanmasi igin su iginde yag emulsiyonlari

hazirlanarak, emulsiyon stabilite testleri uygulanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Emulsiyonlar

Bir emdulsiyon, iki karigmayan sividan (genellikle yag ve su) olugur ve sivilardan
biri digerinde kuguk kuresel damlaciklar olarak dagilir. Dagiimis kuresel
damlaciklar seklinde bulunan sivi bilesene “dagiimis faz”, bu damlaciklarin
dagildidi sivi ise “surekli faz” olarak tanimlanmaktadir [1]. Emdlsiyonlar yagin ve
suyun dagilimina goére siniflandiriimaktadir. Sulu bir fazda dagiimis yag
damlaciklarindan olusan bir sistem, su i¢cinde yag (Y/S) olarak adlandiriimaktadir.
Bir yag fazinda dagiimis su damlaciklarindan olusan bir sistem ise yag iginde su
(S/Y) olarak adlandinimaktadir [2]. Ayni c¢ozeltide Y/S ve S/Y tipindeki
emulsiyonlari igeren sistemler ise ¢oklu emulsiyon olarak adlandiriimaktadir. Bu
emulsiyon tipleri genellikle enkapsulasyon, dusuk yag igerikli yiyecek uretimi,
aroma saliniminin kontrol edilmesi gibi alanlarda kullaniimaktadir [3]. Ayrica
emulsiyonlar surekli faz akisindaki damlaciklarin boyutlarina gére de kategorize
edilmektedir. Emulsiyon icerisindeki dagiimis damlaciklari 0.1 pm’den buylkse
genellikle makro emdulsiyon olarak tanimlanmaktadir. Bu emiulsiyon kategorisi
genellikle termodinamik olarak kararsizdir. Bu sistemlerde emulsiyona katilan iki
faz, zaman igerisinde ara yuzeylerindeki azalma nedeniyle birlesme veya ayrilma
egilimindedir [4, 5]. Makro emdlsiyonlarin aksine, mikro emilsiyon olarak
adlandirilan ikinci bir emulsiyon grubu bulunmaktadir. Mikro emdulsiyonlardaki
damlaciklarin boyutu genellikle 0,1 pm’den kicuktir ve termodinamik olarak

daha kararli karisimlar olarak kabul edilmektedirler [6].

Biri dispers faz digeri surekli faz olan iki sividan elde edilen emdulsiyonlarin
stabilitesi genellikle gegici olmaktadir [7]. Emulsiyonlar, genellikle kremalasma,
flokllasyon, agregasyon, koalesans, faz ayrilmasi ve Ostwald olgunlasmasinin
(Sekil 2.1) yani sira gesitli kimyasal ve biyolojik etkilerle iki fazli durumlarina geri

donme egilimindedir [8, 9].



Sekil 2.1, Y/S emilsiyon bozulmalarinin sematik gosterimi.

Emulsiyonlari olusturmak icin belirli bir enerjiye ve kararli kalmalari igin belirli
Ozelliklere ihtiya¢c duyulmaktadir [10]. Olusturulan emdlsiyonlarin 6zellikleri
termodinamik kosullara, hazirlama ydntemlerine, bilesenlerin fizikokimyasal
Ozelliklerine ve bilesen ekleme sirasi gibi etkenlere baghdir [11]. Basarili bir
emulsiyon tasarimi, dagiimis fazin ylzeyi Uzerine adsorbe edilecek, daha fazla
damlacilk bozulmasina ve damlaciklarin yeniden birlesmesini veya
kiimelenmesini engelleyecek uygun emdilgatér kullanimi ile saglanmaktadir [2].
Bu katkilarin yag/su ara yuziine adsorplanmasi ile ylzey gerilimi dusurtlerek

sistemin stabilizasyonu saglanmaktadir [12].

Emdilsiyon hazirlanirken mekanik enerji olusturmak gerekmektedir. Cogu zaman
damlalar yogun calkalama, homojenizasyon, hizli karistirma gibi yontemlerle
olusturulmaktadir. Kararli bir emulsiyon igin damlacik boyutunun yeterince kuguk
olmasi énemlidir. Damlacik boyutu ne kadar kigukse, emulsiyon o kadar kararli
olmaktadir[13]. Bir homojenlegtirici kiguk damlaciklar Uretebilse bile, emulgator
molekulleri, damlaciklarin ¢evresinde komsulariyla birlesmelerini Onleyen
koruyucu bir ara ylzey tabakasi olusturmaya yetecek kadar hizli adsorbe

olmalidir. Sonug olarak, sistemde bir emilgatér ne kadar hizli adsorbe edilirse ve



sistemin ara yuzey geriliminde ne kadar azalma olursa, belirli bir homojenlestirici

enerji girdisinde Uretilebilen damlaciklar o kadar kiiglik olmaktadir [2].

2.2. Emulsifikasyon

Cogu gida maddesi ve Urunu tamamen veya kismen emulsiyon formda bulunur.
Ornegin igecekler, tereyagu, tathlar, margarinler, kek hamuru, soslar, corbalar vb.
Gidalarda emdlsiyonlar genellikle su iginde yag emdlsiyonlari (Y/S) kategorisine
aittir [14]. Su icinde yag emdlsiyonlari, yag damlacigini bir sulu ortam icinde
surekli dagitarak hazirlanmaktadir. Bu emdulsiyonlar uzun sire stabilite

saglanmasi igin cogu zaman bir emulgator icermektedirler [15].

Emdalgatorler, surekli ve daginik fazin karistirlmasi sirasinda eklenir ve
damlaciklarin ara ylzeyinde koruyucu bir tabaka olustururlar [2]. Damlaciklarin
gelismis stabilitesi icin emdlgatorlerin  birkag temel 0Ozellik gostermesi
gerekmektedir. Emdalgatérler, homojenizasyon sirasinda hizli adsorpsiyon
oranina sahip olmalidirlar, boylece yeni olusan damlaciklar yag/su arayiuziinde
hizla adsorbe edilirler. Araylzdeki ytzey gerilimini azaltma kabiliyetine sahip
olmalidirlar. Damlaciklar arasindaki sterik veya elektrostatik etkilesimlerle
emulsiyonu stabilize etmek igin koruyucu bir tabaka olusturmalidirlar. Ayrica
iyonik gug, pH ve sicakhktaki degisimler gibi cevresel streslere de
dayanabilmelidirler. Surekli fazda ¢ozunurligine goére bir yuzey aktif madde
secilmelidir. Bu nedenle, suda yag emulsiyonu igin, yuzey aktif maddenin suda
¢OzUnlUr olmasi gerekmektedir. Yag ve su faziyla uyumlulugu g6z onlnde
bulundurularak dogru emdlgatoérin secilmesi ¢cok oOnemlidir [4, 16, 17].
Konformasyon, esneklik, yizey hidrofobikli§gi, molar kitle gibi molekuler
Ozellikler, emdlsifiye edici 06zellikteki biyopolimerlerin emdulsiyon olusumu
sirasindaki ara ylzey gerilimini distirme kabiliyetini yonetmektedir [13]. Bu
bilesenler emulsiyona eklendiklerinde, amfililik yapilari nedeniyle su ve yagin ara
yuzeyine dogru hareket etmekte ve dagiimalarini engellemektedirler. Hidrofobik
kisimlarinda daha uzun hidrokarbon zinciri bulundurmalari sayesinde amfifilik
molekuller, elde edilen emdulsiyonlara daha duslik ara yluzey gerilimleri

kazandirmis olmaktadirlar [5]. Bu baglamda, iyi bir emulsifiye edici ajanin polar



ve apolar gruplar arasinda bir denge saglamasi gerekmektedir [18]. Emulgator
¢ok yavas adsorbe oldugunda veya c¢ok dusuk bir konsantrasyonda
bulundugunda, olusan damlaciklarin ¢gogu nihai emulsiyonda tutulamaz. Bunun
sonucunda topaklanma, birlesme gibi emdllsiyon bozulma sorunlari ortaya
cikmaktadir. Yuksek emdulgatér/yag oranininda homojenize edilen sistemlerde
ise, Uretilen damlaciklar topaklasmaz ve ortalama damlacik boyutu, emilgat6r

konsantrasyonundan fazla etkilenmemektedir [19].

Yenilebilir bilesenlerden vyapilan gida sinifi  emdlsiyonlar, inorganik
malzemelerden yapilmis emlilsiyon sistemlerinden ¢ok daha guvenilirdir [20].
Son zamanlarda protein- polisakkarit kompleksleri benzersiz karakteristiklerinden
dolay! dikkat gekmektedir. Biyopolimer kompleksinin bu islevselligi, proteinlerin
emdulfisiye edici 6zellikleri ve polisakkaritlerin polimerizasyon ve kalinlasma
Ozellikleri ile elde edilmektedir [21]. Son zamanlarda, yeni kaynaklardan gelen
protein hidrolizatlari, diyet, beslenme ve tibbi 6zellikler gibi fonksiyonel degerleri
acisindan degerlendiriimektedir. Protein ¢ozunarlagu, cesitli gida uygulamalari
icin yararli olan énemli bir fonksiyonel 6zelliktir. Ayni zamanda, genel gida
kalitesini daha da etkileyen kopurtme ve emllsiyonlastirma gibi diger fonksiyonel
Ozellikleri etkiledigi de bilinmektedir. Ek olarak, protein hidrolizatlari ve peptitleri
vucutta kolayca emilir ve daha ylUksek besin degeri ve biyoaktif 6zelliklere sahiptir
ve bu da onlari potansiyel gida bilesenleri kaynaklari haline getirmektedir [22,
23].

Proteinler ve polisakkaritler, gida drunlerinin stabilitesine, dokusuna ve raf
omrune katkida bulunmaktadirlar [24, 25]. Terminolojik olarak dagilmig
parcaciklarin ¢okelmesini geciktiren katki maddeleri yag damlaciklarinin veya
kopuklerin kayma oranlarini azaltan maddeler, dagimig kati veya sivi
parcaciklarin toplanmasini veya ayrismasini Onleyen dagiticilar, jellesmis
sistemlerde sineresisi onleyen stabilizatorler, ya da gida maddelerini stabilize
edenler, yag damlaciklarinin birlesmesini geciktiren emulsiyonlagtiricilar veya
stabilizatér olarak adlandiriimaktadirlar [26]. Genellikle bu tir gidalarin nihai gida

arinundeki rolintd tanimlamak igin siklikla kullanilmaktadirlar. Sistemde



homojen yapi ve doku saglayan, tortu olusumunu veya serbest yag ile sulu
serumun ayrilmasini  6énlemede sorumlu olan molekillerdir. Emdulsiyon
olusumunu destekleme kapasitesine sahip olan ve ara yiizeye etkileriyle stabilite

saglayan bir veya daha fazla komponentlerden olusmaktadirlar [27].

Biyopolimerler (proteinler ve polisakkaritler), reolojiyi ve proses kosullarini
belirleyen temel fonksiyonel bilegenlerdir [28]. Biyolojik bozunabilirlikleri, ylksek
besinsel ve fonksiyonel 6zelliklerinden dolay! ¢okca tercih edilmektedirler [29].
Bu fonksiyonellik genellikle sulu ortamda agregasyon ve jellesmenin meydana
getirdigi reolojik kontroll icermektedir. Ylzey aktif 6zellikte olan proteinler etkili
emulsifiye edici ajanlar olarak iglev gorebilir ve ¢ogunlukla polielektrolit 6zellikte
olduklarindan elektrostatik ve sterik mekanizmalarin bir kombinasyonu ile
emulsiyon damlaciklarina kolloidal stabilite verebilmektedirler [30]. Amfilik
Ozellikte olmalari sayesinde yag-su ara yuzeyinde gugcliu bir sekilde adsorbe
olurlar. Yag-su araylzeyinde adsorbe edilen miktar ve konformasyon, proteinin
aminoasit bilesimine buylk Ol¢gide baglidir ¢Unkd adsorpsiyon, yapilarinda
bulunan hidrofobik gruplar aracihgiyla gerceklesmektedir [31]. Adsorbe edilmis
protein molekdilleri, elektrostatik ve/veya sterik kuvvetler yoluyla damlaciklar
arasinda fiziksel bir bariyer olugturarak bir araya toplanmalarini dnleyerek
emulsiyonu stabil halde tutmaktadir [19, 32]. Proteinler, gidalarda énemli bir
emulsifiye edici olma grubunda olmalari, yag damlaciklarinin birlesimlerini
onlemeleri ve emilsiyon olusumunu kolaylastiran yag-su ara ylzey gerilimini
azaltmalari 6zellikleriyle gida endustrisinde genis bir aralikta kullaniimaktadir
[33]. Polisakkaritler, emdulsiyonlarda genellikle kivam artirici ve su tutucu
maddeler olarak kullaniimaktadir [34]. Ayrica arzu edilen tekstur, agiz hissi
yaratmak ve emdlsiyon damlaciklarini yergcekimsel ayrilmaya karsi stabilize
etmek icin Y/S emidlsiyonlarina siklikla eklenmektedir [35]. Uzun ddnemli
stabilite, slrekli fazin reolojisi ve ag yapisi kontroli polisakkaritler kullanilarak
daha da artirilabilir [30].

Her ikisi de surekli bir fazda bulunan protein ve polisakkaridin emilsiyon

stabilitesi Uzerindeki etkisi, protein - polisakkarit sistemlerinin koloidal



Ozelliklerine baghdir. Bu 6zellikler, yalnizca protein ve polisakkaridin bireysel
islevselligi ile degil, ayni zamanda aralarindaki etkilesimlerin dogasi ve gucu ile
de ilgilidir [35]. Onceki calismalar polisakkaritlerin yapisal &zelliklerinin ve
molekuler boyutunun, proteinler ile toplu veya arayuzlerde gelistirilen etkilesimler
Uzerindeki etkisini gostermektedir. Dogal polisakkaritlerin soy proteinlerinin
jellesmesi Uzerindeki etkisini inceleyen bir ¢galismada, faz ayristirmasi isleminin
kapsami ve sonugta ortaya ¢ikan ortaya ¢ikan etkilerin buyuklugunun, her iki
biyopolimerin konsantrasyonuna ve polisakkaritlerin molekuler agirhdina bagh

oldugu acikga gorulmektedir [36].

Emulgatorler, yukarida anlatildigi gibi araylzey gerilimini dusurerek etki
etmektedirler. Protein- polisakkarit komplekslerinin emulgator olarak kullaniimasi
yaygin olarak ¢alisilan bir ydontemdir [37]. Negatif yukli polisakkaritlerin, pozitif
yukll proteinler ile etkilesimleri sayesinde olusan komplekslerin emiulsifiye edici
Ozellik kazandiklari gosterilmektedir (Sekil2.2) [21].

SuU

D Polisakkarit

Sekil 2.2. Protein-polisakkarit kompleksinin  Y/S emulsiyon ortaminda

adsorplanmasinin sematik gosterimi

Protein ve polisakkaritlerin emiuilsifikasyon 6zelliklerini incelemek amaciyla
peynir alti suyu proteinleri(whey) ve keten tohumu gami[38], jelatin ve kitosan
[15], B-lactoglobulin ve angum gam [21], whey-ksantan-kegiboynuzu gami [39],

whey-pectin [40], whey-karregenan [41], whey- gam arabik [42], ovatransferrin-



gam arabik [43], whey-karboksimetilselll6z [44], whey-kitosan [35], yumurta
beyazi-pektin/guar gam [34], soya proteinleri ve pektin [45] kompleksleri

olusturulmus ve incelenmigtir.

2.3.Kompleks Koaservasyon

Koaservasyon, Uluslarasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan
bir koloidal sistemin iki sivi faza ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir [46].
Koaservasyon icerdigi polimer sayisina bagli olarak basit ve kompleks
koaservasyon olarak iki ¢esitte siniflandiriimaktadir [47]. Basit koaservasyonda
sadece bir polimer yer almakta ve tuz veya alkol ilavesiyle Uretilmektedir [48].
Kompleks koaservasyon iki veya daha fazla zit yUkli makromolekillerin

elekrostatik etkilesimi yoluyla elde edilmektedir [49].

Koaservasyon genellikle zayif ¢cozucu afinitesine sahip homojen bir polielektrolit
cOzeltisinden slUper yodun bir sivi fazin spontan olusumu olarak
tanimlanmaktadir. Tipik olarak, homojen bir ¢dzelti fazi, koaservasyon gegisi
sirasinda polimer agisindan zengin bir faza (koaservat) ve bunun sipernatantina
ayrilmaktadir [50]. Koaservat kompleksleri tipik olarak, sulu ortamda zit yuklu
biyopolimerlerin karigtirlmasi sirasinda uygun molekuller arasi elektrostatik,
hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler kuruldugunda olusmaktadir [51].
Koaservatlar sulu bir ¢ozeltide birlegtirilen kolloidler, protein, polisakkarit, ylizey
aktif maddeler gibi zit yukli maddelerden olugmaktadir [52]. Kompleks
koaservasyonun, zit yuklerin suricu gucuyle birlesen makromolekullerin
olusturdugu bir sivi-sivi faz ayrimi oldugu gérulmektedir. Bu nedenle birlestirici
faz ayrilmasi olarak da tanimlanmaktadir [53]. Koaservatlar veya polisakkarit -
protein konjugatlari endustri igin caziptir cunkd bunlar yaygin olarak kullanilan
bilesenlerden elde edilen dogal urunlerdir, bu nedenle ucuzdur ve yasal
onaylamasi kolaydir [54]. Bu ¢evre dostu yaklasim disaridan ekstra bir enerjiye
ihtiya¢ kalmadan sulu ortamda gerceklesmektedir [55].



2.3.1. Kompleks Koaservasyon Olugsum Mekanizmasi

Kompleks koaservasyon, iki ya da daha fazla zit yuklu polimer sollsyonlari
arasindaki elektrostatik etkilesimle meydana gelmekte ve iki karismaz sivi faz ile
sonucglanmaktadir: biri polimer bakimindan zayif strekli fazdir; digeri, ¢esitli aktif
cekirdek bilesenlerini kaplamak igin kullanilan, koaservat fazi olarak da
adlandirilan polimer agisindan zengin yogun fazdir. Normal olarak, kompleks
koaservasyon ile Uretilen koaservatlar, kendi olusturucu polimerlerinin her birine
kiyasla gelismis fonksiyonel 6zelliklere sahiptir [54]. Ornegin, bir polisakkarit-
protein etkilesimiyle su/yag veya hava/su ara yuzeylerinde bir film olusturarak

emdlsiyon igin en iyi stabilite saglanmaktadir [2, 56].

Protein ve polisakkaritler karistirildiklari zaman ¢ farkli senaryo meydana
gelebilmektedir. Birincisi ayrigtirici faz ayrilmasi; bilesenler birbirlerini iterler ve
biri polisakkarit bakimindan zengin ve protein bakimindan fakir, biri protein
agisindan zengin ve polisakkarit bakimindan zayif olan iki faz ortaya ¢ikmaktadir.
ikincisi birlikte ¢dziinlrliik; bilesenler iyice karisir ve ¢ozelti kararlidir. Uciinciisii
birlestirici faz ayrilmasi veya kompleks koaservasyon; protein ve polisakkarit
birbirini cekmekte ve konsantre bir protein / polisakkarit fazi ve seyreltik bir faz
olusmaktadir [57]. Polisakkarit Uzerindeki yik yogunluguna bagli olarak bir
koaservat veya coOkelti yapisi olusabilir. Koaservat, proteinler ve zayif yuklu
polielektrolitlerin karisimindan olusan, sivi fazda geri donugsturulebilir bir yapidir
[58].

Farkli pH degerlerinde kompleks olusumunun gecis asamalari Sekil 2.3'de
gosterilmektedir. Yuksek pH degerlerinde birlikte ¢dzunlr biyopolimer karigimi
bulunmaktadir. Bu asamada herhangi bir kompleks olugsmaz. Her iki biyopolimer
negatif yukludir ve elekrostatik itme bir araya gelmelerini engellemektedir. Bu
nokta pHc olarak adlandiriimaktadir ve bu nokta egimde meydana gelen ilk
degisimi gostermektedir [28, 59]. Bu noktada ¢ozelti seffaf renktedir [60]. pH
azaldikga, ¢ozeltinin renginde bulanikliklar meydana gelmektedir. Bulaniklikta
blylUk degdisimin basladigi nokta pHg: ile ifade edilmektedir. Bu noktada
¢ozunebilir komplekslerin olusumu baglamaktadir [61, 62]. Bu bolgede protein ve
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polisakkaritler koaservat Uretebilmek icin yeterince gucli iyonik ytkler
barindirmamaktadir [58]. Koaservasyon tipik olarak, biyopolimerler tzerindeki
yuklerin elektriksel es deger konsantrasyonlara ulastigi ve kompleksin elektriksel
olarak notr hale geldigi bir nokta ile devam etmektedir. Bu nokta pHopt 0larak ifade
edilmektedir [58, 60]. Pozitif yukli protein molekulleri ile negatif yuklu
polisakkaritler arasinda elekrostatik c¢ekim ile meydana gelen ¢ozunmez
komplekslerin olusumu, sistemde bulaniklik olugsumuyla tespit edilmektedir [28].
pHopt Noktasinda sistem maksimum optik yodunluk gostermektedir [63]. Daha
yuksek asidik kogullarda, koaservat yapilari ayrisarak ¢ozulmus biyopolimerlere
parcalanmaktadir [59]. Bulanikligin meydana gelmedigdi ve ¢ozeltinin seffaflasan

bir gérinum almaya basladigi bu nokta ise pHg2 olarak ifade edilmektedir [60].
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Sekil 2.3. pH degisimiyle birlikte komplekse ait faz gegislerinin sematik gosterimi

Kompleks uretiminde, elektrostatik etkilesimle beraber, hidrofobik etkilesimler ve
hidrojen baglari gibi diger etkilesimlerde meydana gelebilmekte ve bu da

kompleksleri daha kararli hale getirmektedir[64].

Biyopolimerler ve koaservatlari ile yeni fonksiyonlara sahip 6zel mikroyapilar

olusturulabildigi icin ozellikle gida, tip, eczacilik ve kozmetik alanlarinda
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kullaniimaktadir [65]. Proteinler ve polisakkaritler jellesme, koyulastirma,
emdulsifiye etme 06zellikleri ve arayiz stabilitesi gibi benzersiz 6zelliklerinden
dolayl ¢cogu gidanin dokusunda ve yapisinda ¢ok onemli rol oynamaktadir [66].
Artan saglikli beslenme ihtiyaci ve ¢evresel kaygilar, biyopolimerlerin mikemmel
bozunabilirligi, biyouyumlulugu ve toksik olmamasi bu konudaki ¢aligsmalarin
artmasini  saglamistir. Bu biyopolimer kompleksleri aktif maddelerin
biyoyararlanimini ve emilimini artirmasinin yaninda gidanin kalitesini ve
beslenme ozelliklerini de artirmaktadirlar. Su igerisinde yuklenebilmeleri, pahal
olmamalari ve kolay elde edilebilir olmalari bu biyopolimerlerin diger
avantajlarindandir. Koesarvasyon yonteminde, protein ve polisakkaritler gida
endustrisinde en genis kullanilan hidrokolloidlerdendir [40, 67]. Protein ve
polisakkarit kompleks koaservasyon etkilesimi sayesinde kimyasal ve enzimatik
modifikasyon olmadan, bilesenlerin fonksiyonel dzelliklerini gelistirilebilmektedir
[68]. Polisakkaritlerin yiyecek veya igecek urtnlerine eklenmesi, surekli fazin
vizkozitesini artirabilir ve proteinlerin topaklanmasini ve ¢dkmesini 6nlemeye
yardimci olan polimerik bir ag olusturabilmektedir. Asitlendirilmis kosullar altinda,
negatif yukli polisakkaritler ve pozitif yUkli protein parcaciklari tarafindan
olusturulan komplekslerin elektrostatik itimesi ve sterik engeli proteinlerin
stabilitesine katkida bulunmaktadir [69].

2.3.2. Kompleks Koaservasyon Kullanim Alanlari

Kompleks koaservasyon dogada farkli yerlerde gerceklesmektedir. Ornegin;
hicresel dizeyde DNA’miz, pozitif yukli histon proteinleriyle kompleks
koaservat olusturarak kromatin liflerine katlanan aglomeratlar gibi bir yapi
olustururmaktadir [70]. Yumurta beyazi lizozimleriyle stabilize edilmis emulsiyon
ve tukuruk proteinleri arasindaki kompleks olusumun, yag damlaciklarinin oral
topaklanmasina dogrudan bagli oldugu ve dolayisiyla vizkozitedeki

degisikliklerden dolayi duyusal tepkiyi tetikledigi gosterilmektedir [71].

Gida endustrisinde bakilacak olursa drnegin, yogdurtlu icecekler ve meyveli siit
icecekleri metil esterlenmis pektinler ile stabilize edilmektedir. Stabilizasyon

olmadan, bu tur igceceklerde dusiuk pH, kazeinin flokllasyonuna ve peynir alti
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suyu olusumuna neden olmaktadir. Pektinler kismen negatif yakladuir ve dusik
pH degerlerinde kazein miselleri Uzerindeki pozitif yiklerle kompleks koaservat
benzeri agregatlar olugturmaktadir. Boylece kazeinin asidik pH' ta stabilizasyonu
saglanarak flokulasyon 6nlenmektedir [72, 73]. Yenilebilir bilesenlerden yapilan
kompleks koaservat damlaciklari ise yagh atigstirmaliklardaki yag kureciklerinin
yerini alarak fazla kilo alinimini azaltmaktadir [71, 74]. Zit yukli biyopolimer
kompleksleri, birgok yuzey igin ¢ok yonlu kendi kendini iyilestiren kaplamalar
saglamaktadir [75]. Gida bilesenlerin  mikroenkapsulasyonu, kopuk
stabilizasyonu, enzim immobilizasyonu ve geri kazanimi, emdlsifikasyon, protein
saflastirma gibi islemler kompleks koaservasyonun diger kullanildi§i alanlardir
[68]. Kompleks koaservasyon, ambalaj filmlerinin olusturulmasi, jel Uretimi,
yenilebilir filmler ve vizkozite ayarlamasi igin kullaniimaktadir [76, 77]. Kompleks
koaservasyon genellikle tat bilesikleri, pigmentler ve balik yagi gibi sicaklik
hassasiyeti olan bilesiklerin kapsullemesinde kullaniimaktadir ¢inkl bu islem

sirasinda herhangi bir isil islem s6z konusu degildir [78].

2.3.3. Kompleks Koaservasyon Olusumunu Etkileyen Parametreler

Koaservasyon islemi, proteinlerin ve polisakkaritlerin yapisi, bu biyopolimerlerin
molekuler agirhgi, yuk yogunlugu, konformasyonu, karisimdaki oranlari, toplam
kati miktari, pH, sicaklik gibi birgok parametreye oldukga duyarlidir [79, 80].
Optimum kosullari elde etmek icin tim bu parametreler ayri ayri optimize
edilmektedir [81]. Kompleks koaservasyon esas olarak sulu bir sistemin pH ve
iyonik kuvvetinden etkilenen biyopolimerlerin yUk yogunlugu ile kontrol
edilmektedir [47].

Bir c¢ozeltinin pH degeri, ¢ozeltideki biyopolimerlerin fonksiyonel gruplarinin
iyonlastiriimasi tzerindeki etkisi nedeniyle kompleks olusumu tzerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir [58]. pH, biyopolimerler tarafindan tasinan fonksiyonel yan
gruplarinin ~ iyonlasma  derecesini  etkiledigi igin  protein-polisakkarit
komplekslerinin olusumunda anahtar rol oynamaktadir[73]. Genellikle koaservat
dretimi, proteinlerin pl noktasi ile polisakkaritlerin pKa noktasi arasinda meydana

gelmektedir [64]. Koaservasyon iglemi biyopolimerler net olarak zit yukler
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tasidiklarinda meydana gelmekte ve bu noktanin polisakkaritlerin  pKa
degerlerinin Uzerinde ve proteinlerin izoelektronik noktalarinin altinda olmasi
gerekmektedir [29]. Zit yUklU biyopolimerler arasindaki etkilesim, biyopolimerlerin
net zit yukleri arttiginda artmaktadir. Protein ve polisakkaritler, cok sayida iyonize
edilebilir ve fonksiyonel yan zincir gruplarina sahiptir [73]. Belirli bir pH ve iyonik
glcte, sekil, boyut, konformasyon, esneklik ve net yik bakimindan farklilk
gostermektedirler. Bir biyopolimer boyunca yuk yogunlugu, koaservasyon
sirasinda elektrostatik etkilesimler Uzerinde buyuk bir etkiye sahip olan birim
uzunluk basina reaktif alanlarinin sayisi ile ilgilidir [82, 83]. Proteinler i¢in bu pH'a
oldukga baghdir. pH> pl'de proteinin net bir negatif ylku varken, pH <pl'de net bir
pozitif yiku vardir. [84]

Yuk yogunlugu, olusturulacak yapinin tipinde de rol oynayabilmektedir. Yapilan
bazi ¢alismalarda, ¢ok dusuk yuk yogunluklarinda, koaservasyonun meydana
gelmedigi, ¢ok yuksek yUk yogunlarinda ise komplekslerde ¢okelme oldugu
gozlemlenmektedir [85]. Yuksek iyonik gugte, proteinlerin ve polisakkaritlerin
yuklerinin elektrostatik etkilesimleri azaltarak kompleks olusumunu etkiledigi
goriulmektedir [86]. Dusik iyon kuvvetinde iyon konsantrasyonunun protein-
polisakkarit kompleksleri Uzerinde sadece kugUk bir etkisi vardir. Genellikle
proteinlerin ve polisakkaritlerin Gzerinde bulunan yuklerin sayisi, elektrostatik

etkilesimin gerceklesmesi igin yeterli olmaktadir [73].

Polisakkaritler, dallanma dereceleri bakimindan farkllik gostererek sterik engel
olusturabilmektedir. Bu da protein ve polisakkaritler Gzerindeki reaktif bolgeler
arasindaki fiziksel olarak meydana gelebilecek etkilesimleri engelleyebilmektedir.
Ayrica, esnek proteinler (6rn. jelatin, kazein), kuresel proteinlere kiyasla
polisakkaritlere guglu bir bicimde baglanabilmektedir. Bu proteinler koaservasyon
sirasinda polisakkarit Uzerinde reaktif bolgelerle birlesmek igin daha elverigli bir

konformasyona sahiptir [87].

Yapilan galigmalar, protein ve polisakkarit karigtirma oraninin ( r ), ortaya gikan

komplekslerin 6zellikleri, yani komplekslerin buyukltgu, bilesimi ve g¢ozeltideki
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vizkositesi Uzerinde buyudk bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Biyopolimerlerin  orani ve konsantrasyonu elektrostatik etkilesimlerin
yogunlugunu etkiler [51]. Karisimdaki protein ve polisakkarit orani, komplekslerin
yik dengesini ve dolayisiyla komplekslerin davranisini etkileyecektir. Bir
karisimda, uygun kosullar saglandiginda (iyonik kuvvet ve pH), belirli bir
protein:polisakkarit oraninda maksimum komplekslesme elde edilir. Karigimdaki
bilesenlerden biri fazla oldugunda, noétralize edilmemis yuklerin varligi nedeniyle
¢ozunur kompleksler elde edilebilir [86]. Kompleksler igin, duguk r oranlarinda
karistirmak, daha genis pH araliginda yUkli kalan daha kiguk komplekslerin
olusumuyla da sonuglanmaktadir. Ote taraftan, yiiksek protein igeriginde, buyik
miktarda fazla protein formu igeren komplekslerde, érnegin bir B-lactoglobulin ve
pektin sisteminde goOsterilmigtir ki protein miktarinin artirlmasi, daha yuksek
elastik kabiliyete sahip koaservatlarin olusumuyla sonuglanmaktadir [88]. Yiksek
biyopolimer konsantrasyonlarinda, sistem, makromolekuller arasindaki rekabet

nedeniyle faz ayrimi gosterebilmektedir [73].

Kompleks koaservasyon islemi sirasinda sicaklik cok vyiksek derecelere
cikarildiginda proteinlerin sicakliga hassasiyetinden dolayr komplekslesme
uzerinde genellikle ters bir etkiye neden olabilecegi gosteriimektedir [89].
Cevresel kosullardaki degisiklikler, protein ile ¢bzlcu veya polisakkarit ile ¢ozucu
etkilesimlerinde, protein ve polisakkaritlerde konformasyonel degisimlere neden
olabilmektedir [90]. Sicakhktaki artis, hidrofobik etkilesimleri ve kovalent
baglanmay geligtirirken, dusuk sicaklik, hidrojen baglari olusumuna elveriglidir.
Yapilan bir galismada ise yuksek sicaklikta, globuler protein denatlrasyonu ve
polisakkaritin  konformasyonel degisiklikleri, daha reaktif alanlarin aciga
cikmasina neden oldugu ve bu sayede biyopolimerlerin fonksiyonel yan gruplari

arasindaki kompleks olusturma etkilesimlerinin desteklendigi belirtilmigtir [73].

2.4.Yumurta Kabugu Zari

Yumurta kabugu, kalsiyum fosfat ve yumurta kabugu zarindan olusan sert bir
kabuktur [91]. Yumurta kabugu zar (YKZ), yumurta aki ile yumurta kabugunun i¢

yuzeyi arasinda bulunan agik pembe renkte ¢ift katmanh ag érgusudir. Bu yapi,
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ic (alblmin ile temas halinde) ve dis katmanlari igceren ylksek oranda
kolajenlesmis lifli bir zardir [92]. YKZ lifleri, patajonik bakterilerin girisini dnlemek
icin bir platform olugturan yumurta kabugunun temel unsurlaridir. YKZ, yumurta
kabugunun biyomineralizasyonu i¢in bir destek islevi gormektedir [93, 94]. Cift
katmanh YKZ' nin ortalama kalinligi 70 um’dir [95]. Bu yapida, yaklasik olarak
%70 organik materyal, %10 inorganik materyal ve %20 oraninda su
bulunmaktadir [96]. YKZ yaklasik %60 oraninda protein icermektedir [97].

YKZ, kalsiyum karbonatla kapli, kollejanoz bir organik matrise sahip dogal olarak
olusan yari gecirgen bir yapi iskelesidir[95]. YKZ’ deki her lif, kalsiyum karbonatin
kristalizasyonu igin bir sablon gorevi goren, glikoprotein agisindan zengin bir
kabuk ile kapsullenmig kolajence zengin bir ¢cekirdekten olugsmaktadir [94]. YKZ,
Ca, Mg, Si, Zn gibi organik bilesenlerle birlikte yaklasik %60 protein igerir. YKZ,
kolajen (tip I, V ve X), glukozamin ve lizin tlrevi capraz baglara sahip
glikoproteinler gibi ¢cok sayida protein bulundurmaktadir. Ayrica hyalUronik asit
bilesenini ve kondroitin silfat gibi polisakkaritleri de yapisinda bulundurur [23,
97]. Yumurta kabugu zarlari, genellikle gastrik proteazlara direncli olan kollajen
ve keratinlerden olusan lifli yapisal proteinlerdir. Bununla birlikte, bu zarlarda
bulunan lizozim, ovotransferrin, ovalbimin, globulinler, ovomukinler ve
defensinler gibi antimikrobiyal, antioksidan ve immin modulator 6zelliklere sahip
cok sayida bagka protein ve peptit de bulunmaktadir [98]. Prolin, glutamik asit ve
glisin, zarda igerigi %10 dan fazla olan en bol aminoasitler olarak bildiriimektedir
[99]. Ayrica sistein ve hidroksilizin varligi da tespit edilmistir [100]. Nispeten
yuksek sistein icerigi ve disulfit baglari YKZ'nin suda ¢ozunurlagunu
sinirlandirmaktadir [101]. YKZ icerisinde arginin-glisin-aspartik asit (RGD) peptit
motifi de bulunmaktadir. RGD peptitleri ylzey Uzerine imbolize olduklarinda
hicre adhezyonunu saglamaktadirlar. RGD, patojen transferi riskini en aza indirir
[95]. Daha once belirtildigi gibi, her YKZ, kolajen agisindan zengin bir ¢ekirdek ve
glikoprotein agisindan zengin bir kaplamadan olugsmaktadir [94]. Kolajen
biyouyumlulugu ve biyolojik olarak parcalanabilirligi ile bilinir ve doku
rejenerasyonu igin destek sisteminin geligtiriimesi de dahil olmak Uzere c¢ok

sayida tibbi uygulamalarda kullaniimaktadir [102].
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YKZ birgok muhendislik, tarim ve biyomedikal uygulamalar icin kullaniimaktadir.
Osteoartrit, diinya ¢apinda milyonlarca yetigkini etkilemektedir [103]. Patentli bir
ESM drunu, dogal yumurta kabugu membrani (NEM®), saglikli eklem ve bag
dokularini korumak igin takviye edici bir rin sunmaktadir[95]. Dogal bir kolajen,
kondroitin ve hiyalUronik asit kaynagi olarak YKZ, ozellikle bag dokusu onarimi
icin  doku muhendisligi uygulamalarinda potansiyel kullanimi olan bir
biyomateryaldir [104]. YKZ'nin su tutma ve antibakteriyel aktiviteye katkisi da
arastirmacilar tarafindan gosterilmektedir [105]. Son zamanlarda, besin takviyesi
olarak kullanilan yumurta kabugu zarlarinin, blUyume sonrasi civcivlerde
blylimeyi destekledigi goOsteriimektedir [98, 106, 107]. Agdir metallerin
adsorpsiyonu, hiicre kaltard igin substrat, enzim immobilizasyonu icin platform
gibi uygulama alanlari da bulunmaktadir [108]. Modifiye edilmis YKZ, glikoz
sensorl gelistiriimesinde kullaniimaktadir [109]. Enzimatik hidralizasyonla izole
edilen YKZ proteinlerinin fonksiyonel 6zelliklerini inceleyen bir c¢alisma, bu
proteinlerin emulsifikasyon ve su tutma kapasitesi 6zelliklerine sahip oldugu
gosterilmektedir [23]. YKZ proteinleri ve muzlardan elde edilmis direngli
nisastanin kullanildigi bir galismada ise, YKZ proteinlerinin tek basina ve nisasta
ile birlikte olan karisiminin emulsiyon Uzerindeki etkisi incelenmigstir [110]. Bu
¢alisma sonucunda hazirlanan emdulsiyonlarda nisasta ile birlestirilen YKZ
proteinlerinin, tek bagina YKZ kullanimina goére stabiliteyi daha iyi korudugu
gosterilmektedir. Olusturulan karisimin emulsiyonlastirma kapasitelerinin yuksek

ve lipid oksidasyonunu geciktirmede etkili oldugu gosterilmektedir.

YKZ birgok alanda farkli amaglarla kullaniimaya baslanmis olmakla birlikte,
¢alismalarin ¢ogu, atik yumurtalardan toplanan membranlari kullanmaktadir.
Gunumuzde halen, yumurta kabugu ve YKZ ucuz ve bol miktarda bulunabilen
atik malzemelerdir. Cesitli islemler sonucu ortaya ¢ikan yumurta kabugu kalintisi
ise yaramaz sayllmakta ve herhangi bir on isleme tabi tutulmadan atiimaktadir
[111]. Bu atiklar potansiyel gelir kaybina, ciddi ¢evre kirliligine ve tehlikelere yol
acgmaktadir [23]. Yumurta kabuklari, biyolojik atiklar icerisinde en kolay bulunan
malzemelerden biri olarak kabul edilmekte ve bazi kimyasal veya fiziksel
islemlerle kolaylikla YKZ elde edilebilmektedir [108]. Bu baglamda, YKZ' nin

gbzenekli yapisi, kolayca temin edilebilmesi, biyouyumlu, kontaminant
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icermemesi, c¢evreye zarar vermemesi ve Kkolayca iglevsellestirilebilmesi

sayesinde gidalarda kullanim potansiyelinin yiksek oldugu distnulmektedir [95].

2.5.Gam Arabik

Akasya zamki (AG,E414) olarak da adlandirilan gam arabik (GA), akasya
agaclarinin goévdesinden ve dallarindan elde edilen toksik olmayan, biyoyumlu,
yenilebilir ve biyolojik olarak pargalanabilen bir polimerdir [112]. GA %39-42
galaktoz, %24-27 arabinoz, %12-16 ramnoz, %15-16 glukuronik asit, %1,5- 2.6
protein, %0,22- 0,39 azot ve %12,5-16,0 aralijinda nem icermektedir. GA’nin
kimyasal bilesimi ve fiziksel 6zellikleri kdkenine, elde edilen agaclarin yasina,
iklim kosullarina, toprak ortamina ve hasattan sonra uygulanilan islemlere gore
degismektedir[113, 114]. GA’ nin U¢ ayri kisimdan olustugu gdsterilmektedir:
yuksek molekuler agirlikli bir arabinogalacto-protein (AGP) kompleksi, bir
glikoprotein(G1) ve dusuk molekiler kitle fraksiyonlu protein bakimindan zayif
olan arabinogalaktan (AG). Yuksek molekuler kutleli AGP, gam arabigin
emulsiyon yapma Ozelliginden sorumludur. AGP’ nin yapisi, yag-su
araylzeylerinde gucli adsorpsiyona olanak tanimaktadir. Ayrica yapilan
calismalarda, iki glikoprotein bileseninin(AGP ve G1) sicaklik etkisiyle denatlre
oldugu ve bu durumun emdlsifikasyon kabiliyetinde kayiplara yol agtigi, ¢ozelti
viskozitesinde bir azalmaya neden oldugu gdsterilmektedir [27]. GA’ nin temelde
bir polisakkarit olmasina ragmen araylzey ve emilsifiye edici 6zelliklerinin
protein yapisindan, yani yuksek molekiler agirhkh AGP kompleksinden
kaynaklandigi sonucuna varilmigtir [115, 116]. Bu yapidaki hidrofobik peptit
alaninin ve hidrofilik polisakkarit alaninin GA’ya amfifilik 6zellik kazandirdigi
kabul edilmektedir [117].

GA, oldukc¢a arzu edilen iki 6zellige sahiptir. Birincisi, nispeten duguk viskoziteli
ve yuksek konsantre g¢ozeltiler olusturmak icin suda kolayca ¢ozulir olmasi,
ikincisi ise su icinde yag emdulsiyonlarini etkili bir sekilde stabilize etmesidir [118].
Ayrica GA, ylksek suda ¢ézunurligu, dusuk ¢ozelti viskozitesi, iyi ylzey aktivitesi
ve emdulsiyon damlaciklarinin etrafinda koruyucu bir film olusturma kabiliyeti

nedeniyle etkili bir emulgatordir [76].
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GA, stabilizatér, emdulgatér, aroma maddesi, kivam artirici, ylizey bitirme
maddesi, hacim artirnci madde, tasiyici, sikilastirici, nemlendirici olarak
kullaniimakta ve basta ylksek c¢ozundrlikli olmasi sayesinde diger gamlar
arasinda benzersiz ozelliklere sahiptir. GA, unlu mamuller, soslar, aromalar ve
diyet lifleri gibi gida endustrisi sektdrlerinde siklikla kullaniimaktadir [119]. GA
pH 3-5 araliginda bile emdulsifiye edici 6zelliktedir. Bu sayede hafif asitli turuncgil
aromali icecekler gibi Urunlerde vazgecilmezdir [117]. Sekerleme Urunlerinde
stabilize edici olarak kullaniimaktadir. Sakkaroz kristallesmesinin dnlenmesinde
ve sakiz Urunlerinin agizda erimesini yavaglatarak urUnlerin uzun slre
dayanmasi icin kullaniimaktadir. J6le Urtnlerinde lifli, meyve benzeri bir doku
saglamak icin Urtinlere ilave edilmektedir [120]. GA, ayrica ilag, baski, tekstil ve
kozmetik endustrisileride dahil olmak Uzere gida disi endustrilerde siklikla
kullaniimaktadir [121].

GA, kompleks koaservat olusturmak igin pozitif yikla proteinlerle karistiriimada
yaygin olarak kullanilan negatif yuklu bir polielektrolittir [122]. Karboksil gruplari
nedeniyle pH 2.2'nin Uzerinde net bir negatif yuk tasimaktadir [62]. GA ve
proteinler arasindaki kompleks koaservasyon, GA makromolekdllerinin karboksil
gruplari ile proteinlerin amino gruplari arasindaki elektrostatik etkilesimlerin yuk
notralizasyonuyla gerceklesmektedir [73]. GA ve bitki proteinleri ile karisimiyla
hazirlanan koaservatlarin su-yag arayuzeyinde yuksek adsorpsiyon oOzelligi
sagladigi gosteriimektedir [123]. WPI-GA koaservatlari ile yapilan bir baska
¢alismada ise, herhangi bir kremalasma, floktlasyon veya kremalagsma olmadan
stabil bir emdulsiyon olusturuldugu belirtiimektedir [42]. Ovalbumin-GA
kompleksleri ile yapilan bir diger c¢alismada, emilsiyona ilave edilen
koaservatlarin depolama suresi boyunca damlacik boyutunun neredeyse sabit
kaldigi ve emulsiyonun stabil kaldigi gosterilmektedir [124]. Ovatransferrin ve GA
koaservatlarinin arayuzey gerilimini azaltarak, yag-su ara yilizeyinde adsorbe
edildigi ve stabilite korunmasinin saglandigi belirtiimektedir [43]. Kanola protein
izolatlari ve gam arabik karigimiyla hazirlanan koaservatlarin emulsiyon tizerinde
kopuklenmeyi engellemesi ve koyulastirma saglamasi gibi onemli etkileri
olmaktadir [125].
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Tez calismasinda yumurta kabugu zari proteinleri (YKZP) ve gam arabik
arasinda kompleks koaservasyon ydontemiyle elde edilen YKZP-GA kompleksi ilk
kez calisiimis ve bu koaservatin emulsiyon stabilitesi tzerine etkisi incelenerek

emulsifikasyon 6zellikleri belirlenmistir.

20



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Tez kapsaminda kullanilan yumurta kabuklari Hacettepe Universitesi Ogrenci
Kafetaryas’'ndan alinmigtir. Calismada kullanilan aygicek yagi (Komili;

Kocaeli, TURKIYE) yerel marketten alinmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Calisma kapsaminda asetik asit (%100), Tris-HCI, o-fosforik asit (%85),
potasyum hidroksit (KOH) Merck kGaA (Darmstadt,Almanya) firmasindan , gam
arabik Alfasol (Kimbiotek Kimyevi Mad. San., istanbul, Tirkiye) markasindan,
sodyum dodesil sulfat (SDS), bromfenol mavisi, coomassie brillant mavisi-G250,
amonyum perstlfat (APS), tetrametiletilendiamin (TEMED), trikloroasetik asit
(TCA) Bio-Rad Laboratories, Inc.(Kaliforniya, A.B.D) firmasindan, gliserol, etanol
(%100) Isolab Laborgerate GmbH (Wertheim, Almanya) firmasindan alinmistir.
Sigir serum albumini (BSA), 2-merkaptoetanol, hidroklorik asit (HCI), sodyum
hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich,Co. (Steinheim, Almanya) firmasindan, glisin
Molekula (Shaftesbury, ingiltere) firmasindan, metanol Riedel-de Haen(Almanya)
firmasindan, akrilamid (%40) ve bisakrilamid (%2) AppliChem ITW (Darmstadt,

Almanya) firmasindan alinmigtir.

3.2. Metot
3.2.1. Yumurta Kabugu Zari Proteinlerinin Eldesi

Cig sekilde kullaniimis olan yumurta kabuklari temin edildikten sonra yumurta
kalintilarinin temizlenmesi icin yikanmistir. Daha sonra YKZ manuel olarak
kabuktan ayrilmistir. Soyulan zarlar oda sicakhginda kurutulmustur. Kurutulan

ornekler bigaklh 6gutiicude 6gutuldukten sonra hassas terazide tartiimistir.

YKZP eldesi icin iki farkli ydntem denenmigstir. ilk yéntemde Mine, Oberle ve
Kassaify [126] tarafindan gelistirilen protokol modifiye edilmistir. Bu yontemde
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oncelikle 6gutilen membranlar 2 g olacak sekilde santriflij tiplerine aktariimistir.
Membranlara hacimce %40’lik asetik asit ¢ozeltisinden 25 mL eklenmis ve 4°C
sicaklikta gece boyunca karigtiricida karistiriimistir. Bu iglem sonucunda sivi
kissm alinmig ve asetik asit igceren cozucli doner buharlastiricida
uzaklagtirilmistir.  Doner buharlagtiricinin = sicakhgir proteinlerin  denatire
olmamasi igin 45°C olarak ayarlanmistir. Elde edilen YKZP deiyonize su ile
¢ozilmis ve 4°C’ de depolanmistir. ikinci yéntemde santrifiij tiplerine alinan 2 g
membranin Uzerine 1:1.5 (h:h) oraninda karistirilarak hazirlanan etanol ve NaOH
(1M) ¢ozeltisinden 41 mL eklenmis ve 55 °C’ de iki saat su banyosu kullanilarak
karistinimistir [127]. Tamamen ¢dzlinen membranlar 1 M HCI kullanilarak pH 7.0

olacak sekilde nortralize edilmis ve 4°C’ de depolanmisgtir.

3.2.2. Yumurta Kabugu Zari Proteinlerinin Miktar Tayini

Elde edilen YKZP’ nin miktar tayini icin Bradford yontemi kullaniimistir [128]. Bu
yontemde kullaniimak Gzere 0.5-5 mg/mL araliginda deiyonize su kullanilarak
BSA standartlari hazirlanmistir. Hazirlanan Bradford boya ¢6zeltisinden 2 mL ve
standartlardan 40 pL kivet icerisine aktariimistir. 5 dk inkiibasyon sonucunda
595 nm’deki absorbans degerleri Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara, A.B.D.)
firmasindan alinan UV-Vis Absorpsiyon Spektrofotometresi kullanilarak
dlctlmustir. Olgiimlerde polistiren makro kiivetler kullaniimistir. Olgciimler g

paralel olacak sekilde alinmis ve kalibrasyon egrisi elde edilmigtir.

Bir onceki asamada iki farkh yontemle elde edilen YKZP ¢ozeltilerinden 40 pL
alinmis ve 2 mL Bradford ¢ozeltisi ile karnstirilarak 5 dk inkibe edilmigtir.
Cozeltilerin 595 nm’de absorbans degerleri dlgiimus ve kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak g¢ozeltilerdeki protein miktarlari belirlenmistir.

3.2.3. Yumurta Kabugu Zari Protein Analizi

Elde edilen YKZP’nin protein analizi icin SDS-PAGE, Laemmli metoduna [129]
gore dikey elektroforez sisteminde (VWR, Radnor, PA, A.B.D.) uygulanmistir.

%15’lik seperasyon jeli Cizelge 3.1’ deki bilesenlerle hazirlanmistir.
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Cizelge 3.1. SDS-PAGE elektroforez icin kullanilan seperasyon jel igerigi

Bilesenler Miktar
%40’lik Akrilamid 7.25 mL
%?2’lik Bisakrilamid 4.95 mL
1.5 M Tris-Cl(pH=8.6) 5mL
%10’luk SDS 200 pL
Deiyonize su 2.51 mL
%10’luk APS 150 pL
TEMED 13.5uL

Hazirlanan jel dikey jel kasetine dokuldikten sonra Uzerine kuyucuklarin
olusmasi igin tarak kismi oturtularak jel polimerlesmeye birakilmistir.
Kuyucuklara doldurulacak olan protein 6rneklerinden 40 uyL alinarak Cizelge
3.2.deki miktarlarla hazirlanan 10 uL’lik 6érnek ylkleme tamponu ¢dzeltisine
eklenmistir. Belirte¢c ise Cizelge 3.3'deki protein belirteci yikleme tamponu
bilesenlerinden 20 yL alinarak 2 yL protein belirteci ile karistirimasiyla elde
edilmigtir. Daha sonra bu karisimlar 94°C’de 5 dk boyunca protein
denaturasyonunun saglanmasi igin bekletilmistir. Jel polimerlestikten sonra tarak
cikarilarak kuyular saf su ile yikanmis ve kuyucuklar Cizelge 3.4’deki bilesenlerle
hazirlanan 5x tamponun seyreltiimesi ile hazirlanan bir miktar 1x tamponu ile
doldurulmustur. Hazirlanan érneklerden ve protein belirtecinden 10 yL alinarak
kuyucuklara yuklenmistir. Jel kasedi elektroforez tankina yerlestirildikten sonra
1x tamponla doldurulmus ve 200 V sabit voltajda elektroforez iglemi
gerceklestirilmistir. izlenen boya jel kasedinin tabanina ulastiktan sonra sistem
durdurulmus ve jel kasetten c¢ikarilarak saf su ile yikanmig ve Cizelge 3.5'deki
miktarlarla hazirlanan jel boyama ¢ozeltisi icerisine aktarilarak 2 saat boyunca
calkalayicida boyamaya birakilmistir. Bu islemden sonra jel saf su dolu bir kabin
icerisine aktarilarak bekletilmigtir. Agfa Foto Look ( Agfa-Geavert N.V. , Belcgika)

programi kullanilarak jellerin gorintisu elde edilmigtir.
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Cizelge 3.2. SDS- PAGE 6rnek yikleme tamponu igerigi

Bilesenler Miktar
1 M Tris-HCI(pH= 6.8) 2.5mL
Gliserol 4.5 mL
SDs 19
Bromfenol mavisi 20 mg
Deiyonize su 2.5 mL
2-merkaptoetanol 0.5mL

Cizelge 3.3. SDS-PAGE protein belirteci yukleme tamponu igerigi

Bilesenler Miktar
1 M Tris-Cl(pH=6.8) 1.2mL
Gliserol 1mL
%10’luk SDS 2mL
%0.1’lik Bromfenol Mavisi 0.5 mL
Deiyonize su 4.8 mL
2-merkaptoetanol 0.5 mL

Cizelge 3.4. SDS-PAGE elektroforez tampon ¢ozeltisi (5x)

Bilesenler Miktar
Glisin 94 g
Tris-base 1519
SDS(%10) 50 mL
Deiyonize su 950 mL
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Cizelge 3.5. SDS-PAGE jel boyama ¢ozeltisi

Bilesenler Miktar
TCA(%100) 13 mL
%0.25’lik Coomasie Brillant Blue 78 mL
10 N KOH 9 mL

3.2.4. Zeta Potansiyel Olguimleri

YKZP ve GA ¢ozeltilerinin farkli pH’lardaki zeta potansiyellerinin belirlenmesi igin
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) cihazi
kullaniimistir. Ayni konsantrasyonda (1 mg/mL) deiyonize su ile hazirlanan YKZP
ve GA c¢ozeltileri pH 2.0-7.0 degerleri arasinda cihaz tarafindan otomatik olarak

titre edilerek kapilar kiivetlerde zeta potansiyelleri dlgulmustar.

3.2.5. Kompleks Koaservasyon Uygulamasi

Protein ve polisakkaritler arasinda kompleks koaservasyon yontemi ile protein
Uzerindeki pozitif ytkler ile, polisakkaritler Gzerindeki negatif yuklerin elektrostatik
etkilesime girmesi sonucunda koaservatlar elde edilmektedir. Tez kapsaminda
kompleks koaservasyon metodu kullanilarak YKZP ve GA polimerleri arasindaki
etkilesimler incelenmistir. Calisma kapsaminda kullanilacak olan YKZP ¢ozeltileri
0.5 ve 1 mg/mL olacak sekilde ayarlanmis, GA ¢ozeltileri ise 0.5, 1.0 ve 2.0
mg/mL olacak sekilde deiyonize su icerisinde c¢ozilerek hazirlanmistir. ki
biyopolimer arasinda kompleks koaservasyonun gerceklesmesi amaciyla,
uygulama oda sicakhginda karistiricida YKZP Uzerine GA c¢o6zeltisinin yavasca
eklenmesi ile baglatilmigtir. YKZP-GA kompleksinin optimum kosullarinin tespiti
amaclyla YKZP:GA karisim orani 1:1, 1:2, 1:4 ve 2:1 (a:a) olacak sekilde
ayarlanmig, bir gece boyunca karistiriimistir ve daha sonra 4°C’de depolanmistir.
Koaservasyon uygulamasinda optimum pH degerinin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan her bir karigim orani i¢in, YKZP-GA komplekslerinin pH degerleri HCI
ve NaOH kullanilarak pH 2.00-5.00 (0.25 degisim farkiyla) araliginda incelenmek

uzere hazirlanmigtir.
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3.2.6. Bulaniklik Olgiimleri

Farkli karisim oranlari ve pH degerlerinde hazirlanan YKZP-GA komplekslerinin
optimum kosullarini belirlemek igin tarbidimetrik dlgimler alinmistir. Meydana
gelen komplekslere ait 600 nm’deki gegirgenlik degerleri Agilent Technologies,
Inc. (Santa Clara, A.B.D.) firmasindan alinan UV-Vis Absorpsiyon
Spektrofotometresi kullanilarak dlgiilmistir. Olgiimlerde polistiren makro
kGvetler kullaniimigtir. Kontrol olarak YKZP ve GA ¢ozeltileri de komplekslerle
ayni konsantrasyonlarda ve pH degerlerinde hazirlanmis ve turbidite olgimleri
alinmistir. Bu bulanikhk degerleri kompleksler icin hesaplanan tirbidite
degerlerinden cikarilarak polimerlerin bulanikliga bireysel katkilari elimine

edilmistir.

3.2.7. Komplekslerin Optik Mikroskop ve Taramali Elektron Mikroskobu ile

Goruntulenmesi

Optimum kosullari belirlenen YKZP-GA kompleksinin yapilari incelenmek Uzere
lam Gzerine sadece YKZP (0.5 mg/mL, pH 3.75), sadece GA (0.5 mg/mL, pH
3.75) ve son olarak YKZP-GA kompleksi bir damla olacak sekilde damlatiimistir.
Lam Uzerindeki damlacik lamel ile birlestirilerek damlanin homojen dagilmasi
saglanmistir. Hazirlanan 6érneklerin mikro yapilari elektron mikroskobu (Olympus
BX45, Olympus Optical Co., Tokyo, Japan) kullanilarak 100 x odak ile

gozlemlenmis ve kamera yardimiyla fotograflanmistir.

YKZP (0.5 mg/mL, pH 3.75), GA (0.5 mg/mL, pH 3.75) ve 1:1 (a:a) oraninda
hazirlanmis YKZP:GA kompleksinin morfolojisi ve yapisal 6zellikleri gevresel
taramali elektron mikroskobu (environmental scanning electron microscope,
ESEM) ile karakterize edilmigtir. Bu analiz i¢in dairesel aluminyum stoplari
Uzerine karbon bant kaplanmig, o©Ornekler stoplar Uzerine damlatilarak
kurutulmustur. iletken bir yizey yaratmak igin puskirtmeli kaplama cihaz
(Precision Etching and Coating System 682, Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA)
kullanilarak 6rnekler 10 nm altin-paladyum ile kaplanmis, ESEM (FEIQuanta 200
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FEG, Thermo Fisher Scientific Co., Waltham, MA, ABD) cihazi ile goruntleri
alinmistir. ESEM analizleri Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma
Merkezi'nde(UNAM) yapilmigtir. Goruntiler 3 spot boyutunda, 5 kV’' de elde

edilmistir.

3.2.8. Emulsifikasyon

Hazirlanan YZKP ve GA’'nin kompleks koaservasyon islemi sonucunda elde
edilen koaservatlar su i¢inde yag emdulsiyonlarinin olusumunda kullaniimistir.
Calisma kapsaminda hacimce %2 koaservat ¢ozeltisi %20 aygicek yagi, %80
deiyonize su olacak sekilde Y/S emdllsiyonu hazirlanmistir. Emdulsiyon ilk
asamasinda karigtiricida karigsan deiyonize su igerisine yavascga yagin ilavesi ile
elde edilmigtir. Daha 6nce belirlenen optimum konsantrasyon ve pH degerine
goére hazirlanan YKZP-GA kompleksinin emiulsiyona katkisinin incelenmesi igin
toplam polimer konsantrasyonu 1 g/mL, 0.75 g/mL, 0.5 g/mL, 0.25 g/mL, 0.125
g/mL olacak sekilde deiyonize su ile seyreltilerek yag-su karisimina eklenmistir.
YKZP ile hazirlanan komplekslerin, daha 6nce basarili bir sekilde hazirlanan ve
emulsiyonlar Gzerindeki etkisi belirlenen peyniralti suyu (PS)-GA kompleksi ile
karsilastiriimasi amaclanmistir. Bu dogrultuda hazirlanan PS-GA kompleksi ise
D.A. Gonzalez Martinez ve ark. [28] tarafindan belirlenen optimum kosullar
kullanilarak 1.4:1 (PS:GA), pH 3.46 ve toplam polimer konsantrasyonu 0.5 g/mL
olacak sekilde hazirlanmistir. ikinci asamada ise hazirlanan karisimlar
homojenizatérde (IKA T18 Ultra-Turrax, Deutchland, Almanya) 15000 rpm’de 5
dakika boyunca Y/S emdulsiyonu olusturmak igin homojenize edilmigtir.
Homojenizatorden alinan érnekler yag damlacik ¢aplarinin daha da kugultilmesi
amaciyla ultrasonik prob (Misonix Inc., New York, A.B.D) ile 60 kHz 8 W’da 1
dakika boyunca sonike edilmigtir. Hazirlanan 6rnekler deney tupune aktarilarak

4°C’de depolanmistir. Ornekler iki paralel olacak sekilde hazirlanmistir.

3.2.9. Emiilsiyon Damlacik Boyutu Olgiimii

Emdlsiyon damlaciklarin hidrodinamik ¢ap olgumlerinin alinmasi amaciyla 1
g/mL, 0.75 g/mL, 0.5 g/mL, 0.25 g/mL, 0.125 g/mL YZKP-GA ve 0.5 g/mL PS-GA
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koaservat konsantrasyonlarinda iki paralel olarak hazirlanan ve %2 koaservat,
%20 aygicek yagi, %78 deiyonize su iceren emdilsiyonlarin ve kontrol grubu
olarak koaservat icermeyen yag icinde su emdulsiyonlarinin ortalama damlacik
caplari dinamik 1s1k sacilimi (DLS) teknigi kullanilarak dl¢gliimustir. Bu ¢alismada
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) cihazi
kullaniimigtir. Calisma sirasinda Malvern marka kapilar kdvet kullaniimistir.
Klvetlere 750 yL aktarilan drnekler, 2 paralel ve 3 tekrar olacak sekilde 25°C’ de
olgim alinmistir. Orneklerin hazirlandigi ilk giin ve besinci gin o6lgimler
alinmigtir. Alinan sonuglar ZetaSizer Software (Malvern Instruments Ltd.,

Worcestershire, UK) programinda incelenerek degerlendirilmistir.

3.2.10. Emiilsiyonlarin Serum Ayrigmalarinin incelenmesi

Hazirlandiktan sonra her biri 20 mL olacak sekilde deney tuplerinde alinan
emdulsiyonlar 4°C’ de dokuz gin boyunca serum ayrigsmalari incelenerek cm
cinsinden Esitlik 3.1’e gére hesaplanmistir. iki paralel olacak sekilde hazirlanmis

orneklerden iki tekrarli 6lgum alinmistir.

% SA =[ Ys/Ye] x 100 (Esitlik 3.1.)

Esitlikteki Ys deney tuplerinin alt kismindaki serum ayrismasinin yuksekligini

(cm), Ye ise emulsiyonun toplam yuUksekligini (cm) ifade etmektedir.

3.2.11. istatiksel Analiz

Emudlsiyonlarin damlacik ¢aplarinin 6lgimu ve serum ayrismalarinin incelenmesi
icin yapilan deney sonuglarinin istatiksel analizleri JMP Trial (Version 15.0.0,
SAS Institute Inc., Carolina, A.B.D.) yazilim programi kullanilarak belirlenmigtir.
Analizlere Tukey Honestly Significant Difference (HSD) coklu karsilastirma
testleri (a=0.05) ile tek yonli varyans analizi (ANOVA) uygulanarak

hesaplanmigtir. p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli fark olarak kabul edilmigtir.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda yapilan c¢alismada, kompleks koaservasyon yodntemi
kullanilarak yumurta kabugu zarindan izole edilen proteinler ve gam arabik
arasinda elektrostatik etkilesim yoluyla olugan koesarvatlardan yeni bir emulgator
uretiimesi amaclanmistir. Bu dogrultuda oncelikle YKZP izole edilmis ve
incelenmistir. izole edilen YKZP ve GA arasinda olusturulan koaservatlarin
optimum oran ve pH degerleri bulaniklik oOlgimleri yapilarak belirlenmigtir.
Olusturulan koaservatin emulsifikasyon o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan su icinde yag emdlsiyonlara, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

koaservatlar eklenerek emulsiyonun stabilitesi incelenmistir.

4.1. Yumurta Kabugu Zar Proteinlerinin Analizi

Yumurta kabugundan soyularak elde edilen membranlardan asetik asit ve
etanol/NaOH c¢ozeltileri ile iki farkli yontem kullanilarak protein izalasyonu
gerceklestiriimistir. Elde edilen YKZP proteinlerinin miktari Bradford yontemi ile
belirlenmistir. Standart ¢ozeltilerle gizilen kalibrasyon egrisine gore asetik asit
kullanilan ilk yontemde 2 g membrandan 1 mg/mL protein, etanol/NaOH

kullanilan ikinci yontemde ise 5 mg/mL YKZP elde edildigi tespit edilmistir.

iki farkli ydntemle hazirlanan YKZP ¢dzeltilerindeki proteinlerin tanimlanmasi igin
SDS-PAGE kullaniimigtir. Asetik asit ¢ozeltisi ile izole edilen YKZP 6rneklerinin
jel gorunttsu Sekil 4.1A’da gosterilmistir. Jel gértntisinin 1 numarali seritinde
protein belirteci, 2 numarali seritinde ise asetik asit ¢ozeltisi ile hazirlanan YKZP
ornekleri incelenmistir. YKZP 6rneklerinde protein varligi 45 kDa ve 14.4 kDa
bantlarinda gorulmektedir. Kullanilan protein belirtecine gére 45 kDa’ da gorulen
bant ovalbumin, 14.4 kDa’ da gorulen bant ise lizozim enziminin varligini
gostermektedir. Protein belirtecindeki 97 kDa ve 66 kDa arasinda gorulen bandin

76.8 kDa agirliga sahip ovacledin proteini oldugu tahmin edilmektedir [107].
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Sekil 4.1. iki farkli ydntemle ekstrakte edilen YKZP’nin SDS-PAGE jel goriintiileri.
A) Asetik asit ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen YKZP’ye ait jel gortnttsua. Serit 1:
protein belirteci, Serit 2: YKZP. B) Etanol/NaOH ¢dzeltisi ile elde edilen YKZP’ye
ait jel goruntusu. Serit 1: protein belirteci, Serit 2: YKZP.

Sekil 4.1B’de etanol ve NaOH karisim ¢ozeltisi ile izole edilen YKZP 6rneklerinin
jel goruntusu verilmistir. Jel goruntusunun 1 numarali seridinde protein belirteci,

2 numarali seridinde ise elde edilen YKZP 6rnekleri incelenmistir.

Kompleks koaservasyon yonteminde kullanilan biyopolimerlerin  molekuler
agirhklarinin  6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Duguk molekuler agirlikli
materyallerin  koaservasyon olusumunu engelledigi, yuksek molekuler
agirliklarinda ise kompleks koaservasyon isleminin daha etkin oldugu belirtiimigtir
[130]. Jel gorintl sonuglari incelendiginde ikinci yontemle elde edilen YKZP’de
dusuk molekal agirlikh proteinlerin koaservat olusumunda etkin olamayacagi
ongorulerek membranlardan protein izolasyonu igin asetik asit ydntemi

kullanilarak ¢alismalara devam edilmistir.
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4.2, Zeta Potansiyel Olgiim Sonuglari

Biyopolimerlerin elektriksel karakterleri zeta potansiyel 6lcim sonuglari ile
tanimlanmaktadir [47]. Bu calismada zeta potansiyel 6lcimleri polimerlerin
kompleks koaservasyon olugsumu sirasinda gerekli olan yuzey yuklerini
belirlemek icin kullaniimigtir. Deiyonize su igerisinde hazirlanan YKZP ve GA
cOzeltilerinin  farkli pH degerlerindeki zeta potansiyelleri S$Sekil 4.2°'de
gosterilmektedir. Alinan 6lgim sonuglarina gére membrandan elde edilen karisik
protein ortaminin pl degerinin 5.6 oldugu tespit edilmistir. pH 2.0-5.6 araliginda
YZKP’nin pozitif ylzey yukune sahip oldugu, daha yiiksek pH degerlerinde ise

negatif yuizey yukune sahip oldugu gozlemlenmistir.

GA sonuglari ise beklenildigi gibi karbonhidratin negatif yizey yiklerine sahip
oldugunu gostermektedir. GA molekillerinin zeta potansiyel dlgim sonuglari
literatlrle benzer sonugclar gostermigstir [28]. pH dustikge GA ¢dzeltisinin negatif
yuk yogunlugunun azalmasi, GA’nin yapisinda bulunan aminoasit birimlerinin
varhgiyla aciklanabilir. YKZP en yuksek katyonik 6zelligi pH 3.0'de +20 mV
olarak, GA ise maksimum aniyonik 6zelligini pH 6.0'’da -17.34 mV olarak
gostermigtir. YKZP ve GA arasinda elektriksel etkilesimle olusacak olan
kompleks koaservatlarin zit yukte olmalari gerekmektedir. Bundan dolayr YKZP
yuzey yuklerinin pozitif oldugu pH 2.0 - 5.6 araliginda calisiimasi gerekmektedir.
Hem YKZP’nin ylksek pozitifikte hem de GA'in ylksek negatiflikte oldugu
bdlgelerde yani, pH 3-4 araliginda en iyi kompleks olusumunun meydana gelmesi

beklenmektedir.
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Sekil 4.2. YZKP ve GA c¢ozeltilerinin zeta potansiyellerinin pH’ya gére degisimi.

4.3. Bulaniklik Olgiim Sonuglari

Biyopolimerlerin karisim orani ve iginde bulunduklari ortamin pH’si, protein-
polisakkaritin komplekslesmesini etkileyen o6nemli faktorlerdir [131]. pH,
fonksiyonel gruplarin iyonlasma derecesinin yani sira kompleksteki elektrostatik
etkilesim kuvvetini kontrol etmektedir. Karisim orani, elektrik yuki dengesini,
elektrostatik etkilesimleri ve dolayisiyla biyopolimerlerin koaservasyon surecini
etkilemektedir [132].
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Sekil 4.3. Farkhh YKZP:GA (a:a) oranlarinda hazirlanan komplekslerin pH

degisimine karsilik bulaniklik olgimleri

Farkl YKZP:GA oranlarinda 1:1, 1:2, 1:4, 2:1 (a:a) hazirlanan komplekslerin pH
2.00-5.00 araliginda bulanikhk degerleri incelenmistir (Sekil 4.3). YKZP ve GA
cOzeltilerinin  1:1, 1:2 ve 1:4 oranlarinda Kkaristirlmasiyla elde edilen
komplekslerde en ylksek bulaniklik degerini pH 3.75 noktasinda saptanmistir.
Bu pH degerinde oranlar arasinda buyuk fark gorilmemekle birlikte, en ylksek
bulaniklik degeri 1:1 YKZP:GA oraninda oldugu belirlenmistir. Gam miktari
artmasina ragmen bulaniklik degerinde 6nemli bir degisimin gorilmemesinin,
proteinlerin baglanma bodlgelerinin doymus olmasindan kaynaklanabilecegi
dusundlmektedir. Ayni zamanda, 1:4 oraninda bulanikligin bir miktar azalmis
olmasi, polisakkaritlerin sterik engel olusturarak kompleks olusumuna girisim

yapmasindan kaynaklanmis olabilir [132].

YKZP:GA oraninin 2:1 oldugu komplekste ise optimum pH degeri 3.50 olarak
belirlenmistir. Bulaniklhk egrisi incelendiginde hazirlanan koaservat érneklerinin
icerisindeki protein miktarinin artmasiyla bulaniklik degerinin dustugu yani YKZP-

GA arasindaki etkilesimin azaldig1 gérulmustir. Bu durum, protein molekdllerinin
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polisakkaritler yerine birbirleriyle etkilesime girmesinden kaynaklanmig olabilir
[133].

4.4. Isik Mikroskobu ve ESEM Goruntl Sonuglari

YKZP’nin, GA’'nin ve YKZP-GA kompleksinin yapisini géruntlilemek amaciyla,
1:1 (a:a) oraninda hazirlanmis olan ve toplamda 1 mg/mL biyopolimer iceren
YKZP-GA kompleksi, 0.5 mg/mL YKZP ve 0.5 mg/mL GA igeren ¢ozeltilerin 1s1k
mikroskobundaki gortntuleri Sekil 4.4’de gdsterilmistir.

Sekil 4.4. YKZP, GA ve YKZP-GA kompleksine ait optik mikroskop gortntileri
(100x objektif buyutme): A) YZKP, B) GA, C) YKZP-GA kompleksi.

Optik mikroskop goéruntileri incelendiginde, tek basina biyopolimerlere karsilk
olusan kompleksin yapisal farklihdi géze ¢arpmaktadir. Bu sonu¢ géstermektedir
ki YKZP ve GA arasinda meydana gelen elektrostatik etkilesim sonucu molekuller

birbirlerine baglanarak daha buyuk yeni bir yapi olusturmusglardir.
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Sekil 4.5. YKZP, GA, YKZP-GA kompleksine ait ESEM goruntileri.
A)YKZP(5000x Buyutme); B)GA(5000x Biyutme); YKZP-GA kompleksi
C)1000x; D)5000x; E)8000x Buyutme

YKZP, GA ve elde edilen YKZP-GA kompleksinin morfolojisi ESEM gorintileriyle
incelenmigtir (Sekil 4.5). Koaservasyon iglemi sonucunda YKZP ve GA’nin
morfolojisinden farkl yeni bir kompleks yapisi olusmustur. Sekil 4.5D’de (5000x
blyutme oraninda) verilen koaservat gorunttisinde GA bileseninin etrafini saran
YKZP acikca gorulmektedir. Koaservatlarin, birbirlerine bagh neredeyse kiresel
sekle sahip partikullerden olustugu gozlemlenmistir. Biyopolimerler elekrostatik
etkilesim sayesinde birbirleriyle kompakt haldedir. Sekil 4.5E’de ile incelenen
goruntide olusturulan komplekslerin yaklasik olarak birbirine benzer bir dagilim

gOsterdigi gorulmektedir.

4.5. YKZP-GA Kompleksinin Emulsiyon Stabilitesi Uzerine Etkisi

Kompleks koaservasyon yontemiyle elde edilen YKZP-GA kompleksinin
emdulsifikasyon oOzelliklerinin belirlenmesi amaciyla %20 aygicek yagi, %78
deiyonize su ve %2 oraninda farkh konsantrasyonlarda YKZP-GA kompleksi, PS-

GA kompleksi ve kontrol grubu olarak ayni oranlarda sadece su ve ya iceren
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ornek olacak sekilde yedi farkli emulsiyon hazirlanarak gézlenmek Gzere deney
tuplerine  aktarilmistir.  Ornekler icerdikleri YKZP-GA  kompleksinin
konsantrasyonuna gore, 1 (1 g/mL), 2 (0.75 g/mL), 3 (0.5 g/mL), 4 (0,25 g/mL) ,5
(0.125 g/mL), W(0.5 g/mL PS-GA kompleksi) ve koaservat igcermeyen
emulsiyonlar Y/S olarak kodlanmigtir. Deney tupleri 4°C’de dokuz glin boyunca

depolanmigtir.

Emulsiyon goruntulerinin  incelenmesi, emdulgator tarlerinin, emdalsiyonlari
stabilize etme etkinliginin belirlenmesinde kullanilan énemli bir yontemdir. Farkli
konsantrasyonlarda YKZP-GA kompleksi ilave edilen Y/S emdilsiyonlarinin
depolama siresince gériintileri incelenmistir. Orneklerin farkli giinlerde gekilmis
fotograflari Sekil 4.6.’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. YKZP-GA kompleksi ilave edilen ve edilmeyen Y/S emdulsiyonlarinin
depolamanin farkh gunlerindeki goruntleri. 1; 1 g/mL, 2; 0.75 g/mL, 3; 0.5 g/mL,
4; 0,25 g/mL ve 5; 0.125 g/mL YKZP-GA kompleksi ve W; 0.5 g/mL PS-GA

kompleksi iceren drneklerdir.

Y/S érnegi harig, diger emdilsiyonlar ti¢ gin boyunca homojen dagilim gostererek
stabilitelerini korumuslardir. ' Y/S emdulsiyonu kontrol grubu ise emulsiyonlarin
olusturulduklari ilk glinde bile renk ve gérunum olarak bozulmusg bir emulsiyon
goruntusu vermigtir. Dordunci gun sonunda ise Orneklerde kiguk miktarlarda
renk degisimleri ve deney tuplerinin alt kisimlarinda faz ayrilmalari baglamigtir.

Dorduncu gun sonuglarina bakildiginda, 3, 4 ve 5 numarali emulsiyon
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orneklerinin stabilitelerini 1 ve 2 numaral érneklere goére daha iyi korudugu
gorulmektedir. Dokuzuncu gin, sonuglarina bakildiginda ise Y/S
emdulsiyonlarinin neredeyse tamamen bozuldugu, 1 ve 2 numaral orneklerde
seffaflasmanin bagladigi ve gozle gorulen yag damlaciklari oldugu, 3, 4 ve 5
numarall érneklerin ise stabilitelerini daha iyi korudugu gézlemlenmistir. PS-GA
kompleksi ile olugturulan emulsiyonla kargilastirildiginda ise 3, 4 ve 5 numarali

orneklerle benzer gérinumde olduklari tespit edilmigtir.

Emulsiyondaki bilesenler arasindaki her oran igin, emdulsiyon stabilitesini
desteklemede kullaniimasi gereken ideal veya kritik bir polisakkarit miktari
bulunmaktadir. Kullanilan polisakkarit konsantrasyonu, damlaciklarin etrafinda
adsorbe olacak kadar vyeterince vyuksek olmali ancak damlaciklarin
kiimelenmesine neden olacak kritik bir konsantrasyonu asmamalidir [45]. Bu
nedenle, 1 ve 2 numaral érneklerde YKZP-GA kompleksinin konsantrasyonunun
yuksek olmasina karsilik emulsiyon stabilitesinin daha dusik olmasinin ylksek
polisakkarit ~ konsantrasyonundan  kaynaklanabilecedi  dusunulmektedir.
Emdlsiyonlarin  fiziksel goérinimleri incelendiginde 3 ve 4 numaral
konsantrasyonda hazirlanan YKZP-GA koaservatlarinin stabilite korumada en

etkin konsantrasyonlar oldugu sdylenebilir.

Emudlsifikasyon sirasinda, emulgatorler, yeni olusturulan su-yad araylizeyinde
adsorbe edilir ve bu noktada ara yuz kuvvetleri zayiflatilarak karismayan iki sivi
fazin kismen karigtiriimasina olanak saglamaktadirlar. Bu stabilitenin korunmasi
ise, kuguk boyutlu damlaciklarin olusturularak su ve yag damlaciklari arasinda
bir ara yuzey olusturulmasi sayesinde gerceklesmektedir [4]. Arayuze diflizyon
ne kadar yavas olursa, bu durum daha buyuk damlacik boyutlarina ve dusutk
emulsiyon stabilitesine yol agmaktadir [134]. Damlacik boyut dagilimi, potansiyel
demdlsifikasyon sureclerini  belirledigi icin  emdulsiyonlarin  en  dnemli

Ozelliklerinden biridir.

Farkli koaservat konsantrasyonlarinda hazirlanan emulsiyonlar ve koaservat

icermeyen Y/S emulsiyonu ortalama damlacik boyutlarinin belirlenmesi igin
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Zetasizer Nano ZS90 cihazinda, DLS teknigiyle alinan 6lgim sonuglar Sekil
4.7.de gosterilmistir. iki paralel olarak hazirlanan numunelerden ii¢ dlgiim
alinarak damlacik boyutu tespit edilmistir. Hazirlanan emulsiyonlardan birinci guin

ve besinci gunlerde Olgim alinmigtir.
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Sekil 4.7. YKZP-GA kompleksi ilave edilen ve edilmeyen Y/S emdulsiyonlarinin
depolamanin farkli glnlerindeki ortalama damlacik ¢aplari. 1; 1 g/mL, 2; 0.75
g/mL, 3; 0.5 g/mL, 4; 0,25 g/mL ve 5; 0.125 g/mL YKZP-GA kompleksi ve W:G;
0.5 g/mL PS-GA kompleksi iceren drneklerdir.

Sekil 4.7 deki grafik incelendiginde, elde edilen emulsiyonlar igerisinde
beklenildigi gibi en yluksek damlacik boyutu Y/S olarak belirtilen icerisinde
koaservat bulunmayan kontrol numuneleridir. Bu 6érnegin ortalama damlacik
boyut ortalamasi birinci gun 2401 nm, besinci gun ise 2984 nm olarak tespit
edilmigtir. Diger ornekler incelendiginde bes numunenin de, kontrol grubundan
daha kiiclik damlacik boyutuna sahip oldugu gorulmektedir. Orneklerdeki birinci
glin ve besinci gin arasindaki farkin kontrol grubundaki kadar bir farka neden
olmamasi, emiuilsiyonlarin igerisine eklenen koaservatlarin yad-su ara ylzey
enerjisini  dugurerek damlaciklarin  bir araya gelmesini engelledigini
gostermektedir. En kuguk ortalama damlacik boyutu 462 nm ile 3 numarali
Oorneklerde (0.5 g/mL koaservat) Olgulmustlr. Besinci gun sonunda ise

emulsiyonun ortalama damlacik ¢api 470 nm olarak tespit edilmigstir. Literatiirde
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siklikla kullanilan PS-GA komplekslerinin ortalama damlacik caplari ise birinci
gun 434 nm, besinci gun sonunda ise 490 nm olarak oOlgulmustur. YKZP-GA

komplekslerinin 3, 4 ve 5 numarali konsantrasyonlarinda benzer sonug alinmigtir.

Damlacik boyutu kiguldikge, emulsiyonlarda yergekimsel faz ayriminin oraninin
distigl bilinmektedir [110]. Emdalsiyonlarin fiziksel gérintimlerine bakildiginda
da (Sekil 4.6), damlacik boyutlarinin kigukligunun stabilitenin korunmasindaki
etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Deney sonuglarina gore emiulsiyona eklenen YKZP-
GA koaservatlarinin, kontrol grubuna gére damlaciklarin etrafini sararak adsorbe
edildikleri ve damlaciklarin birbirleriyle birleserek buyimelerini 6nledikleri

gOsterilmigtir.

Serum ayrigmalari, bir emilsiyon icerisindeki su fazindan yag damlaciklarinin bir
araya toplanma ve ayrilma derecesi hakkinda bilgi saglamaktadir [135]. Serum
ayrismasi damlaciklar ve cevresindeki sivi arasindaki yogunluk farkindan
kaynaklanmakta ve emulsiyon igerisindeki damlacik boyutuna bagl olarak
meydana gelmektedir [12]. Yapilan ¢alismada, 1, 2, 3, 4, 5 numaral érnekler ve
kontrol grubu olan Y/S emdllsiyonlari iki paralel olarak hazirlanmistir.
Olusturulduktan sonra deney tuplerine aktarilan emulsiyonlar 4°C’ de dokuz gun
boyunca depolanmistir. Uretimden sonra her giin izlenerek, tiiplerin alt kisminda
olugan serum kisminin yuksekliginin olgulmesi ile sonuglar alinmigtir. Esitlik

3.2.’ye gore hesaplanan %SA degerleri Sekil 4.8 verilmistir.
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Sekil 4.8. YKZP-GA kompleksi ilave edilen ve edilmeyen Y/S emdilsiyonlarinin
depolamanin farkli gunlerindeki %SA (%serum ayrigmasi) degerleri. 1; 1 g/mL,
2; 0.75 g/mL, 3; 0.5 g/mL, 4; 0.25 g/mL ve 5; 0.125 g/mL YKZP-GA kompleksi

iceren orneklerdir.

Deney sonuglari incelendiginde, 2. gline kadar kontrol grubu ve diger 6rneklerde
serum ayrismasi gdzlenmemistir. ilerleyen glnlerde ise YKZP-GA koaservatlari
iceren emdulsiyonlarda deney tdplerinin alt kisimlarindan baslayan serum
ayrismalari gézlenmistir. Y/S kontrol grubu emilsiyonlarinda ise %SA degerleri
depolama suresi boyunca daha yiksek oranlarda tespit edilmistir. Bu durumun
kontrol emulsiyonundaki yag damlaciklarinin homojen olmayan dagilimindan ve
yag damlaciklari arasinda topaklasmanin meydana gelmesinden kaynaklandigi
disunulmektedir. Depolama stresince, farkli konsantrasyonlarda YKZP-GA
kompleksi eklenen ornekler karsilastirildiginda, en dusuk serum ayrigmasi
degerleri 3, 4 ve 5 numarali érneklerde gézlenmistir. En yiksek serum ayrisma
degerleri ise 1 ve 2 numarall orneklerdedir. YKZP-GA komplekslerinin farkli
konsantrasyonlarinda hazirlanan 6rneklerin verileri arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamhdir.
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Sonug olarak kontrol grubuyla karsilastirildiklarinda, YKZP-GA komplekslerinin
eklendigi emdulsiyonlarda, komplekslerin emdulsifikasyon o6zellikleri sayesinde
flokllasyonu engelleme, kremalagmayi onleme ve yag damlaciklari arasinda

yeterli itici etkilesimi sagladiklari gosterilmistir.

5. YORUM

Bir sivi fazin baska bir sivi faz ile dispersiyonu ile Uretilen heterojen sistemlerden
olan emdlsiyonlar, gida endustrisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Su iginde
yag emulsiyonlarinin olusturulduktan sonra stabilitelerini korumalari igin
genellikle emulgatorler kullaniimaktadir. Kararli emulsiyonlarin Uretimine etkisi
olan yontemlerin kolay uygulanabilir olmasi, toksik maddeler icermemesi, ucuz
ve standart Urunler Uretebilme avantajlarini saglamasi gerekmektedir. Bu
yontemlerden bir tanesi, pozitif yiukli polimerler ile negatif yukli polimerlerin
elektrostatik etkilesimle bir araya getirildigi kompleks koaservasyon
uygulamasidir. Protein ve polisakkarit polimerleri, kompleks koaservasyon
yonteminde siklikla kullanilan bilesenlerdir. Kompleks koaservasyon yontemiyle
elde edilen protein-polisakkarit koaservatlarinin emilsiyon stabilitesi Uzerine, saf

protein ve saf polisakkarit polimerlerinden daha etkili oldugu belirtilmistir.

Yapilan ¢aligmada, yumurta kabugu zarindan elde edilen proteinlerin miktari ve
tanimlamasinin yapilmasi, GA ve izole edilen YKZP biyopolimerleriyle gida
uyumlu koaservatlarin elde edilmesi, biyopolimer komplekslerin kararliligini
etkileyen en uygun kosullarin belirlenmesi ve olusturulan YKZP-GA
koaservatlarinin emulgator 6zelliklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismada
kullanilan kompleks koaservasyon yonteminde ilk kez YKZP-GA kompleks
olusumu denenmis ve olusturulan kompleks ilk kez emulsiyon stabilizasyonunda

kullanilarak, emulsifikasyon 6zellikleri belirlenmigtir.

Tez kapsaminda, protein kaynagi olarak atik olan yumurta kabugu zarindan izole
edilen membran proteinleri kullanilmistir. Calismanin ilk asamasinda protein

izalasyonu igin asetik asit ve etanol:NaOH c¢ozeltilerinin kullanildigr iki farkli
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yontem denenmis ve Bradford ve SDS-PAGE jel elektroforez yéntemi ile protein
miktarlari ve protein tanimlamalari yapilmigtir.  Yapilan deney sonuclari
incelenerek, kompleks koaservasyon yonteminde kullanilacak protein materyali
icin hacimce %40’lik asetik asit igceren yontemin uygun oldugu sonucuna
variimistir. Kompleks koaservasyon yonteminde kullanilacak polisakkarit olarak,
emulsiyon damlaciklarinin etrafinda koruyucu bir film olusturma kabiliyeti bulunan
gam arabik secilmistir [76]. Koaservasyon isleminde kullanilacak biyopolimerlerin
yuzey yuklerinin pozitif ve negatif oldugu noktalar belilemek amaciyla zeta
potansiyel olgumleri alinmistir. Zeta potansiyel sonuglarinda YZKP proteinlerinin
izoelektronik noktasi, pozitif ve negatif yuzey yuklerine sahip oldugu pH degerleri
belirlenmistir. YKZP’nin izoelektronik noktasi pH=5.6 olarak bulunmus ve pH<5.6
degerlerinde polimerin pozitif yuklendigi, pH>5.6 da ise negatif yuklendigi
belirlenmistir. GA ise literatlirle uyumlu olacak sekilde pH 2-7 araliginda negatif
yuzey yuku 6zelligi gostermistir [28]. Bu asamada kompleks koaservasyon igin
en Onemli sUricu gug¢ olan zit elektriksel yuklerin pH 2-5.6 araliginda
saglanabilecegdi gosterilmistir. Biyopolimer karigsim oraninin ve pH'in, protein ve
polisakkarit arasindaki koaservasyonu dizenlemek igin iki temel fizikokimyasal
faktor oldugu bildiriimektedir [136]. Bundan dolayi olusturulacak YKZP-GA
komplekslerinin optimum pH ve karisim oranlari, turbidimetrik yontemle
incelenerek, 1:1 (YKZP:GA) oraninda pH 3.75 noktasinda en yuksek kompleks
olusturma potansiyeli oldugu belirlenmistir. Olusturulan koaservat yapisinin,
protein ve polisakkarit yapilardan farkli, elektrostatik etkilesimle polimerlerin bir
araya gelerek yeni bir yapi olusturdugunu gdstermek amaciyla YKZP, GA ve
YKZP:GA koaservatlari 1silk mikroskobu ve ESEM analizleriyle incelenmistir.
Goruntu sonuglarinda protein ve polisakkaritlerin kendi yapilarindan farkli, daha
blyuk ve kompakt halde vyeni bir mikro yapir gosterdigi ispatlanarak,
koaservasyon yontemi ile YKZP ve GA arasindaki elektrostatik etkilesimle

koaservat Uretiminde kullanilabilirlikleri gosterilmigtir.

Koaservatlar, guglendirilmis sterik kuvvetlerden dolayr emdulsiyonlarin topaklan-
ma ve birlesmeye karsi stabilitesini artirmak icin verimli bir sekilde
kullaniimaktadir. Yani, polisakkaritlerle birlikte yuzey aktif proteinlerden olusan

koaservat kompleksleri (polisakkaritlerin cogu tek basina dnemli ylzey aktivitesi

42



sergilememektedir) araylzde adsorbe edilebilir ve araylz tabakalarinin mekanik
Ozelliklerini iyilestirebilmektedir [59]. YKZP ve GA polimerleriyle optimum
kosullarda olusturulan komplekslerinde emulsiyonlarin stabilite korunmasinda
etkili olacagi on gorulerek, YKZP-GA koaservatlarinin emulsifikasyon 6zellikleri
incelenmigtir. Bu amacla hacimce %2 koaservat, %20 aygicek yagi ve %78
deiyonize su igerigine sahip emilsiyonlar ve kontrol grubu olarak koaservat
icermeyen emdulsiyonlar hazirlanmistir. Y/S emdlsiyonlarina eklenen YKZP-GA
koaservatlarinin  optimum konsantrasyonun bulunmasi i¢in bes farkh
konsantrasyonda (1, 0.75, 0.5, 0.25 ve 0.125 mg/mL) hazirlanan koaservatlar
emulsiyonlara eklenmigtir. Emulgator uretiminde koaservatlarin emulsiyonlardaki
optimum kosullari belirlemek i¢in olusturulan emdulsiyonlarin damlacik boyutu,
serum ayrismasi degerleri ve fiziksel gorunimlerindeki degisiklikler

degerlendirilmigtir.

Emdalsiyon damlacik boyutu, emulsiyonlarin stabilitesini etkileyen énemli bir 6zel-
liktir. Emulsiyonlar iginde dagilan damlaciklarin boyutu, emdulsiyonlarin reolojik
davranislarini ve stabilitesini etkileyen bir parametredir [4]. Damlacik boyutu ne
kadar kuguk olursa, emulsiyon o kadar kararli olmaktadir [13]. Emdlsiyonlarin
damlacik boyutlar incelendiginde, beklenildigi gibi tek basina Y/S
emulsiyonlarina gore hazirlanan bes 6érneginde ortalama damlacik boyutunun,
koaservat iceremeyen kontrol grubundan belirgin farkla daha kiguk oldugu
gosterilmigtir. YKZP-GA koaservatlari eklenerek hazirlanan emidilsiyonlarin,
hazirlandiklar! ilk gun ve besinci gun arasinda ise damlacik boyutlarini Y/S
emulsiyonuna gore daha iyi koruduklari ve PS-GA kompleksleri ile benzer
sonuglar gosterdigi ortaya konmustur. Bu sonu¢ YKZP-GA kompleksinin su-yag
arayuzeyine etki ederek damlaciklarin bir araya gelip buyumelerini
engellediklerini gostermektedir. Damlaciklarin ortalama damlacik boyutlarinin< 1
pum’ den kiguk oldugunda emulsiyonlarin stabiliterini iyi korudugu belirtiimektedir
[137]. Farkh koaservat derigimleri (1, 0.75, 0.5, 0.25 ve 0.125 mg/mL) ile
hazirlanan emdulsiyonlarin ortalama damlacik ¢aplari sirasiyla 0.982 um, 0.611
pm, 0.462 pum, 0.482 pum ve 0.512 ym olarak tespit edilmigtir. Elde edilen sonuglar
1 um’den klgUk oldugu igin, koaservat eklenen emdulsiyonlarin damlacik

boyutlarinin, stabilite korumasinda etkin olabilecegi gosterilmistir. En dusuk ¢ap

43



0.462 pm olarak, 0.5 mg/mL YKZP-GA kompleksi iceren emilsiyonda tespit
edildiginden ve damlacik boyutunu daha iyi korudugu belirlendiginden bu 6rnegin
stabilite korumada daha etkin olacagi sonucuna varilmigtir. Emdulsiyon
damlaciklarinin yeterince kuguk olmasi, yercekimsel olarak faz ayrilmalarinin
onlenmesi icin 6nemlidir [19]. Olusturulan emdlsiyonlarda bu serum ayrigsmalari
incelenerek, ilave edilen YKZP-GA komplekslerinin stabilite korumasinda etkisi
belirlenmistir. Dokuz gun boyunca incelenen orneklerde ilk iki gin boyunca
kontrol grubu ve koaservatla hazirlanan emulsiyon karigimlarinda serum
ayrismasi gozlemlenmemistir. Dokuzuncu gunde ise Y/S emudlsiyonu igin
%serum ayrisma degeri %80 iken, bu 1, 0.75, 0.5, 0.25 ve 0.125 g/mL koaservat
iceren emulsiyonlar icin sirasiyla %26, %27, %22, %19 ve %21 olarak
belirlenmistir.  YKZP-GA koaservatlarinin eklendigi emudlsiyonlarin stabilite
korumada belirgin etkisi oldugu kanitlanmistir. B-laktoglobulin-angum gam
komplekslerinin Y/S emdilsiyonlarina etkisinin incelendigi bir calismada 48 saat
boyunca emdulsiyonlarin fiziksel gérinumleri ve parcacik boyutlari incelenmistir
[21]. PB-laktoglobulinzangum gam orani 1:2 olarak hazirlanan koaservatlarin
emulsiyona ilavesiyle, emilsiyon damlacik boyutlarinda 48 saat boyunca énemili
bir degisimin olmadigi ve serum ayrismasinin meydana gelmedigi gdsterilmistir.
YKZP-GA komplekslerine bakilacak olursa, 3, 4 ve 5 numarali koaservat
konsantrasyonundaki emdulsiyonlarin bes gun boyunca damlacik ¢aplarinin gok
degismedigi ve iki gun boyunca higbir érnekte serum ayrismasinin meydana
gelmedigi gorulmektedir. YKZP-GA komplekslerinin, emulsiyon stabilitesinin bu
koaservatlarla benzer sonuglar gosterdigi soOylenebilir. Yumurta beyazi
proteinlerinin guar gam ve pektin polisakkaritleriyle karigsim halinde eklendikleri
bir ¢calismada ise, 10 saat boyunca serum ayrigsmalari incelenmistir. Calisma
sonucunda yumurta beyazi ve guar gum eklenen 6rnekde serum ayrilmasi
goruilmezken, ayni konsantrasyondaki pektin-yumurta beyazi karisimlarinda
%SA degderi %33 olarak ol¢ulmustir [34]. Bu sonug¢ gostermektedir ki kullanilan

gamin cinsi de emilsiyon stabilesini etkilemektedir.

Emiuilsiyonlarin fiziksel gérinimlerindeki degisimleri belirlemek amaciyla, YKZP-
GA kompleksi ve PS-GA kompleksi ile hazirlanan ve koaservat ilave edilmeden

hazirlanan Y/S emdulsiyonlarinin depolama siresince goruntileri incelenmistir.

44



Dokuz gunlik depolama slresi sonunda, koaservat icermeyen Y/S
emulsiyonlarinin neredeyse tamamen bozuldugu, YKZP-GA koaservatlari iceren
3, 4 ve 5 numaral érneklerin ve PS-GA koaservatlari iceren drneklerinin ise
stabilitelerini daha iyi korudugu gozlemlenmistir. 1 ve 2 numarali orneklerde
seffaflasmanin meydana gelmesi ve yag damlaciklarinin gézle goérulir halde
olmasi dikkat ¢cekmektedir. WPI ile stabilize edilen emulsiyona keten tohumu
gaminin ilave edilerek stabilitedeki degisimi incelenen bir g¢alismada dusuk
konsantrasyonlarda (<% 1.0) keten tohumu ilavesinin, emulsiyon damlaciklarinin
statik ve dinamik davranisini etkilemezken, daha yuksek konsantrasyonlarda,
emdulsiyonlarda flokilasyonun meydana gelmesinin  muhtemel oldugu
belirtiimektedir [38]. Bu sonug¢ 1 ve 2 numarali érneklerdeki polisakkarit miktarinin
fazla olmasi nedeniyle Orneklerin stabilite korumada daha yetersiz sonug

vermesini agiklamaktadir.

Fiziksel goérunum, damlacik boyutu ve serum ayrismasi sonuglari bir arada
degerlendirildiginde, 3 ve 4 numarali konsantrasyonlarda (0.5-0.25 mg/mL)
hazirlanan YKZP-GA koaservatlarinin  stabilite korumada en etkin

konsantrasyonlar oldugu soylenebilir.

Hem proteinler hem de polisakkaritler, emdilsifikasyon davranislari sayesinde
gidalarin yapisal ve dokusal (reolojik) 6zelliklerine katkida bulunabilmektedir. Bu
biyopolimerlerin karisimindan kaynaklanan sinerjik etkiler, birgcok gidanin
iyilestiriimesi, maliyet fiyatlarinin disurtlmesi ve ayrica yeni islevsel nano, mikro
veya makro yapilarin olusturulmasi igin buylk énem tasimaktadirlar. Kitosan ve
jelatin tip-B ile yapilan bir ¢alismada, kitason ve jelatin koaservatlarinin
bulundugu emdlsiyonlarin (%5 sivi parafin yagi), tek basina kitosan ve tek basina
jelatin bulunan emdulsiyonlardan daha iyi stabilite gosterdikleri belirtilmistir [15].
Bu calismadaki koaservatlar, tez kapsaminda elde edilen YKZP-GA
koaservatlarina gére daha buyuk damlacik ¢api (~ 6 pm) gosterirken, yedi gin
suren depolama sonuglarinda herhangi bir serum ayrismasinin meydana
gelmedigi bildirilmistir. Ovalbumin ve GA arasinda olusturulan komplekslerle

hazirlanan emdulsiyonlarin (%5 aygicek yagi) pH 4’de damlacik ¢aplarinin 500
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nm’den kiguk oldugu belirtiimis ve yedi glin boyunca fiziksel gérinimlerinde
serum ayrimi gézlenmedigi gosterilmistir [124]. Soya protein izolatlari ve lesitin
ile hazirlanan emulsiyonla (~%30 aygicek yagi) yapilan bir calismada ise
ortalama damlacik gaplari 4-6 um araliginda tespit edildigi belirtiimektedir. Serum
ayrismalarinin ise c¢alismanin ikinci gununde baslamakta ve on gun suren
depolama sonucunda %SA degerlerinin 6érneklerde %40-50 araliginda meydana
geldigi belirtiimektedir [135]. YKZP-GA koaservatlari ile hazirlanan
emulsiyonlarin ortalama damlacik ¢aplari literattrle uyumlu bulunmustur. YKZP-
GA emulsiyonlarinda meydana gelen serum ayrismalarinin, emilsiyon sirasinda
kullanilan yag miktarinin fazla olmasindan kaynakli oldugu disilmektedir. Ayrica
emulsiyonda kullanilan yagin cinsi, emulsiyon olusturma yontemleri ve kullanilan

biyopolimer miktarida ¢alismalar arasinda farkliliklara neden olmaktadir.

Tez kapsamindaki calisma sonuglari  degerlendirildiginde, kompleks
koaservasyon yontemi ile hazirlanan YZKP-GA komplekslerinin optimum
noktalari belirlenmis, YKZP-GA komplekslerinin emdlsifikasyon 6zellikleri
incelenmis ve Y/S emilsiyonlarinda stabilite korumada etkin olabilecegi
gosterilmigtir.  YKZP’nin kullanimi ile atik degerlendiriimesi gergeklestiriimigtir.
Atik degerlendirme sayesinde potansiyel gelir kaybi dnlenmigtir. Ayni zamanda
membran proteinlerinin kullaniimasi ile emulsiyonlara besleyici ve fonksiyonel
Ozellikler kazandirilmistir. Sonuc olarak uygulanan kompleks koaservasyon
yontemi ve atik olan hammadde kullanimi ile diusik maliyetli emdulsifikasyon

uygulamasi gergeklestirilmistir.
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EKLER

EK 1 - Tez Galigmasi Orjinallik Raporu

Sablona uygun olarak hazirlanan “Orijinallik Raporu”nun imzalh hali bu bélumde
verilmelidir.
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