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OZET

WHEY PROTEIN iZOLATI-DUSUK METOKSILLI PEKTIN
KOMPLEKSLERI KULLANILARAK STABILIZE EDILMIi$ SU ICINDE
YAG (S/Y) EMULSiYONLARININ HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU: BiYOPOLIMER ORANI VE ISIL iSLEMIN
KOMPLEKSLERIN OLUSUMU UZERINE ETKISI
YUKSEK LiSANS TEZi
SEVDE TURAN
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. M. SAMIL KOK)

BOLU, ARALIK - 2021
XI + 46

Bu calismada, farkli oranlarda (2:0, 2:1, 1:1, 1:2) olusturulmus, 1s1l islem
uygulanmis ve uygulanmamis WPI-DMP kompleksleriyle stabilize edilmis su
icinde yag emiilsiyonlar1 hazirlanmigtir. Emiilsiyonlar Ultra-Turrax kullanilarak
onceden karistirilmis ve WPI-DMP komplekslerinin yag-su arayiiziinde dagitilmasi
icin sonikasyon islemi uygulanmistir. Isil islem uygulanmis ve uygulanmamig
haldeki WPI-DMP komplekslerinin Z-average ¢api, {-potansiyel, viskozite gibi
fiziko-kimyasal oOzellikleri Olgiimlerle belirlenmistir. Kompleksler tarafindan
stabilize edilen emiilsiyonlarin; morfolojileri, ortalama damlacik boyutu,
viskozitesi ve analitik santrifiij kullanilarak stabilitesi karakterize edilmistir. Ayni
zamanda komplekslerin adsorpsiyon becerileri QCM-D deneyleri ile test edilmis,
simiilasyonlar1 yapilmis ve komplekslerin hidrofobik olarak modifiye edilmis altin
plakalara, proteine kiyasla sadece diisiik pH’larda daha iyi tutundugu gézlenmistir.
Ilging bir sekilde, emiilsiyonlar pH nétre yakin ayarlandiklar1 zamanlarda, pH'ya
duyarli bir davranig gostermistir. Biopolimer oranlari emiilsiyon stabilitesini
etkilemistir.

ANAHTAR KELIMELER: WPI:DMP kompleksleri, QCM-D, emiilsiyon
stabilitesi, Pickering emiilsiyonlar, yiizey adsorbsiyonu, nanopartikiiller
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ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF O/W EMULSIONS
STABILIZED BY WHEY PROTEIN ISOLATE-LOW METHOXYL
PECTIN COMPLEXES: EFFECT OF BIOPOLYMER RATIO AND HEAT
TREATMENT ON THE COMPLEXES FORMATION
MSC THESIS
SEVDE TURAN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR. M. SAMIL. KOK)
BOLU, JULY 2020
XI + 46

In this study, we prepared O/W emulsions stabilized by unheated and pre-heated
WPI-LMP complexes at different ratios (2:0, 2:1, 1:1, 1:2). Emulsions were
prepared by pre-mixing using Ultra-Turrax, followed by sonication to distribute the
WPI-LMP complexes in the oil-water interface. The physico-chemical properties
of unheated and pre-heated WPI-LMP complexes were characterized, i.e their Z-
average diameter, (-potential, viscosity were measured. The emulsions stabilized
by the complexes were characterized for their morphology, average droplet size,
viscosity, as well as stability using analytical centrifuge. We also simulated the
adsorption of the complexes using QCM-D experiments that showed that the
complexes were well-adsorbed onto hydrophobically modified gold surfaces
compared to the protein only at low pH. Interestingly, the emulsions showed a pH-
responsive behaviour when adjusted to a pH close to neutral. Biopolymer ratio
affected the stability of emulsions.

KEYWORDS: WPL.LMP complexes, QCM-D, emulsion stability, Pickering
emulsions, surface adsorbtion, nanoparticles
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1. GIRIS

Epidemiyolojik kanitlar ve hayvanlar iizerindeki ¢alismalar, sentetik
emiilgatorlerin intestinal inflamasyon, metabolik sendrom, bagirsak florasinin
bozulmas1 gibi ¢esitli bagirsak rahatsizliklar1 ile iligkisini ortaya koymustur.
Ozellikle karboksimetilseliiloz ve polisorbat 80, intestinal mikrobiotay etkileyerek

bagirsak inflamasyonunu tetiklemektedir (Naimi et al., 2021).

Tiiketicinin gida iirtinlerinde dogal igerik talebi, sentetik igerikler yerine
dogal alternatiflerinin gelistirilmesi konusunda ¢aligsmalar1 hizlandirmigtir (Mohan
et al.,, 2016). Bu talep sentetik iceriklerin dogal esdegerleri ile degistirilerek
karsilanmaya calisilmaktadir. Bunun bir 6rnegi de dogal biopolimerlerin emiilgator
olarak uygulamalaridir. Protein ve karbonhidrat gibi biopolimerler ya da bunlarin
kompleksleri gidalarda farkli mekanizmalara sahiptir. Polipeptitler emiilgator
olarak kullanilirken, polisakkaritler ortamin vizkozitesini arttirmada gorev
yapmaktadir. Polisakkarit ve polipeptitler bir arada her bir damlacig1 sararak
kiimelenmeyi engellemekte ve agirlastirict ajan olarak gorev yapmaktadir

(Maphosa & Jideani, 2018) .

Biopolimerler dogal olarak gida sistemlerinde kullanilmakta ve gida yap1 ve
stabilitesinde de biiyiikk bir rol oynamaktadir (Gao et al., 2017). Emiilsiyon
sistemlerinde c¢esitli yollarla davranis gostermektedirler. Bunlar: siirekli fazin
viskozitesini arttirarak damlacik hareketini yavaslatmak (Kerkhofs et al., 2011 ),
her bir yag damlaciginin etrafinda bir film tabakas1 olusturarak kiimelenmeye engel
olmak ve damlacik yogunlugunu arttirmak ve bunu sulu fazinkine miimkiin
oldugunca yakinlagtirmak ve bu sayede kremalasma oranmi azaltmak. Tiim bu
mekanizmalar emdiilsiyon sistemlerinin stabilitesini arttirmakta ve raf Omriini
uzatmaktadir. Bu kompleksler gida sektdriinde biiylik yer bulmaktadir ¢linkii
stirdiiriilebilirlik, non-toksisite, immun sistemde uyar1 meydana getirmeme,
kararlilik, besinsel degerler, biyocoziiniirliik gibi ¢esitli 6zelliklere sahiptir. GRAS
statiisiine sahip olmalar1 ve tirline “’icerigi temiz’’ etiketi kazandirmalar1 da pozitif

ozelliklerinden biridir (Mohan S. et al., 2016)



Giliniimiizde, yenilebilir emiilsiyonlarin gida-smifi siirfaktan ya da
emiilsifiye edici olarak kullanilmasiyla ilgili sik1 diizenlemeler bulunmaktadir.
Gida polimerleri olarak da bilinen proteinlerin emiilsifiye edici 6zellikleri
ispatlanmistir (Wilde et al., 2004). Polisakkarit ve protein komplekslerinin olusma
mekanizmalarin1  ¢esitli  agilardan inceleyen bir¢gok ¢alisma mevcuttur:
Termodinamik (de Kruif at al., 2004; Turgeon et al., 2007), olusum kinetikleri
(Schmitt & Turgeon, 2011), komplekslerin fonksiyonel 6zellikleri (Zhang, Zhong,
& Vardhanabhuti, 2014; Norton, Espinosa, Watson, Spyropoulos, & Norton, 2015),
enkapsiilasyon uygulamalar1 (Weinbreck, Kruif, & Schrooyen, 2003a; Mellema,
2004; Zhang & Mutilangi, 2013) bir¢ok calismada ele alinmistir.

Geleneksel olarak whey, peynir lireticileri tarafindan ticari degeri olmayan
ya da cok az olan bir iirlin olarak degerlendirilmistir. Uzun bir siire hayvan
beslenmesinde kullanilmig ya da dogrudan atilmistir (Walzen, Dillard, & German,
2002). Whey proteini, bilesenlerinin bioaktif ve fonksiyonel 06zelliklerinin
kesfinden sonra ve maliyetinin olduk¢a diisiik olmasi1 sebebiyle {iriin
gelistirilmesinde kullanilan bir hammadde haline gelmistir. (Marshall, 2004; Urista
etal., 2011).

Fakat proteinler, dogasi bakimindan, ozellikle pH'ya duyarli yapisal
degisimleri sebebiyle dogal emiilgator olarak kullanildiklarinda bir takim
dezavantajlar dogurmaktadir. Bu kisitlama, anyonik ya da katyonik polisakkaritler
gibi ters olarak yiiklenmis polimerlerin kompleksasyonu ile birbirine esit olmayan
yiizey yiikiine sahip protein-polisakkarit kompleksleri iiretilerek asilabilmektedir.
Bu yiiksek elektrik yiiklii komplekslerin emiilsiyon stabilizorleri olarak basarili
uygulamalar1 ispatlanmis durumdadir (Harnsilawat, Pongsawatmanit &

McClemets, 2006).

Bu calismada, su i¢inde yag emiilsiyonlari, yag fazinin, su i¢ine dagitilmis
kompleks karisimiyla bir araya getirilmesiyle elde edilmistir. Protein ve
polisakkarit kompleksleri, protein ve polisakkarit dispersiyonlarin karistirilmasiyla
olusturulmus, ardindan pH'larn 4.5’ye ayarlanmistir. Isil islem uygulanmisg
kompleksler protein polisakkarit dispersiyon karigimlarinin 1sitilmasiyla meydana

getirilmistir.



Bu caligsmada, 1sitilmis ve 1sitilmamis whey protein izolat1 (WPI) ve diisiik
metoksilli pektin (DMP) kullanilarak emiilsiyon stabilizasyonu gosterilmistir. WPI
yiiksek saflikta bir protein formudur, %97’si proteindir ve [-lactoglobulin
tarafindan domine edilmektedir. DMP, esterifikasyonu %50’den az olan anyonik
bir polisakkarittir. Onceden olusturulmus 1sitilmis ve 1sitilmamis WPI-DMP
kompleksleri tarafindan stabilize edilmis su i¢inde yag emiilsiyonlari, Ultra-Turrax
ve Sonifier kullanilarak hazirlanacaktir. Komplekslerin ve emiilsiyonlarin,
viskozite, mikroyapi, z-average capi, D[4,3] gibi karakterizasyon analizleri
yapilacaktir. Komplekslerin adsorbsiyonlart QCM-D goriintiilleme ydntemiyle
simiile edilecektir. Sicaklik ve pH'in kompleks ve emiilsiyon olusumu iizerindeki

etkileri analiz edilecektir.

Bu yiiksek lisans tezi, “Girig” boliimii dahil 5 bdliimden olusmaktadir.
Bolim 1 “Literatiir Taramas1” icermekte ve biopolimer elektrostatik
kompleksasyonu, bu interaksiyonlari etkileyen fizikokimyasal faktorler, emiilsiyon
olusturma yontemleri, bu komplekslerin gida endiistrisinde uygulamalar1 ve
Pickering stabilizasyon gibi konular1 agiklamaktadir. Ikinci bdliim olan “Materyal
ve Metot” bu calismada kullanilan materyal ve metotlarin detayli bir agiklamasidir.
Boliim 3 “Sonuglar ve Tartisma”, yapilan analizin sonuglarini ve hakkindaki
tartismay1 igerir. Bolim 4 “Sonuglar” calismanin sonuglari, elde edilenler ve

gelecekteki ¢alismalara yardimci olabilecek yorumlarin bir 6zetidir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1 Biopolimerlerin Elektrostatik Kompleksasyonlari

Biopolimer kompleksasyonlari, eger her bir polimerin zit olarak yiiklenmis
yan gruplarimin arasinda elektrostatik bir interaksiyon varsa gergeklesir.
Interaksiyonun giicii, biopolimerlerin net zt yiikiine, sekline, biiyiikliigiine,
esnekligine ve ayni zamanda yan zincir gruplariin reaktivitesine baglidir. Anyonik
polisakkaritlerin net yiikii, pozitif yiliklii protein gruplarinin baglanmasiyla diiser ve
birtakim dogrudan ve dolayli degisikliklere yol acar. Bunlar: i) hidrofilik ve diisiik
¢Oziiniirliiklii bir son {irlin, ii) proteinin izoelektrik noktasinin daha diisiik olmasi,
iii) elektrostatik olmayan interaksiyonlardan dolayr yeni ({irliniin reolojik

ozelliklerinde degisimler seklindedir (Benichou, Aserin & Garti, 2002).

Elektrostatik interaksiyonlar iki ¢esit kompleksle sonuglanabilir ve bunlar;
¢oziinebilir kompleksler (eger net yiik yeterince yiiksek ve sifira esit degilse) ve
coziinemeyen komplekslerdir (eger net yiik sifira esitse) (Tolstoguzov, 1997; Xia
& Dubin, 1994; Mattison, Brittain & Dubin, 1995; Ye, 2008). Protein-polisakkarit
komplekslerinin ¢oziinmeleri aynit zamanda, hidrofobik interaksiyonlar, Van der
Waals interaksiyonlar1 ve hidrojen baglanmasi gibi elektrostatik olmayan
interaksiyonlar tarafindan da etkilenmektedir (Stainsby, 1980; Antonov et al.,

1996).

Diger faktorler ise komplekslerin olusumuyla ilgilidir, 6rnegin protein-
polisakkarit orani, pH, protein ve polisakkaritin yiik yogunlugu (charge density),
stire ve sicakliktir. (Ye, 2008).

2.2 Biopolimer Elektrostatik Interaksiyonlarimi Etkileyen
Fizikokimyasal Faktorler

Protein-polisakkarit ~ komplekslerinin  olusumu; pH, iyonik giic,
biopolimerlerin yiik yogunlugu, biopolimer molekiil agirligi, biopolimer orani ve

konsantrasyonu gibi bir takim énemli faktorler tarafindan gergeklesmektedir. Bazi



diger fiziksel ve mekanik faktorler de elektrostatik interaksiyonlari etkilemektedir

(Xia & Dubin, 1994).

2.2.1 pH

pH, biopolimerlerin fonksiyonel yan gruplarinin iyonizasyon derecesini
etkiledigi i¢in komplekslerin olusumunu etkiler. Bu sebeple, anyonik bir protein-
polisakkarit kompleksinin maksimum koaservasyon verimine, net toplam yiik sifira

esit oldugunda ulasilabilir (Xia & Dubin, 1994).

Proteinin pH ve pl's1 arasindaki iliski ile ilgili ¢esitli durumlar mevcuttur: 1)
eger ortamin pH's1 proteinin izoelektrik noktasindan diisiikse, pozitif yiiklii protein
negatif yiiklii polisakkaritle kararli bir elektrostatik kompleks olusturacaktir; ii)
eger ortamin pH's1 proteinin pl'sindan yiiksek ise, negatif yiiklii protein pozitif
yiiklii polisakkaritle bir kompleks olusturmaktadir (Xia & Dubin, 1994; Dickinson,
2008; Turgeon, Schmitt & Sanchez, 2007); iii) eger ortamin pH'st proteinin
izoelektrik noktasina neredeyse esitse, proteinin o pH'daki ylizey yiikii sifir oldugu
icin giiclii elektrostatik ¢ekimler meydana gelmektedir; iv) pH'min proteinin
pI'sindan yiiksek ve yliksek iyonik gii¢ (yiiksek konsantrasyon) oldugu durumda,
benzer yiiklerle yiiklenmis biopolimerler birbirini itmekte ve ylizey yiik itmesi
sebebiyle termodinamik bir uyusmazliga sebep olmakta; bu da faz ayrilmasi olarak
gozlemlenmektedir. Boylelikle kararsiz bir sistem meydana gelmektedir (Grinberg

& Tolstoguzov, 1997).

2.2.2 lyonik Gii¢

Iyonik giic kompleks koaservasyonu iizerinde biiyiik etkisi olan énemli bir
faktordiir. Biopolimer soliisyonunda bulunan makroiyonlarin sayisi, kompleksin
yiikiinii notiirleyebileceginden, kompleks koaservasyonunu da etkilemektedir.
Iyonik giiciin etkilerinin gozlenebilecegi iki durum mevcuttur: 1) eger iyonik gii¢
diistikse, elektrostatik kompleksasyon etkilenmeyecektir, ii) eger yeterince
yiiksekse, biopolimerler arasindaki elektrostatik interaksiyonlari azalttigi gibi

biopolimerlerin net yiikiinii de diisiirecektir (Xia & Dubin, 1994).



2.2.3 Biopolimerlerin Yiik Yogunlugu

Molekiil kiitle birim basina biopolimerin iizerindeki yiik sayisi biopolimer
yiik yogunlugu olarak tanimlanir. Koaservasyon yalnizca belli bir kritik yiik
yogunlugunun iizerinde gozlenmektedir. Bu yiizden bu faktdr koaservasyon
fenomeni agisindan 6nemlidir (Ghosh & Bandyopadhyay, 2012). SSA (pI=3.9) ve
anyonik sentetik bir polimer olan poli(vinil alkol)iin, proteinin pI'sinin iistiindeki
pH degerlerinde koaservat olusturdugu bildirilmistir (Park, Muhoberac, Dubin &
Xia, 1992). Ayni durum albliminin anyonik bir polisakkaritle proteinin pl'sinin
tizerindeki pH'larda kompleksasyon olusturdugu diger calismalarda da gézlenmistir
(Noguchi, 1956; Noguchi, 1959). Kompleks koaservasyonu, proteinin lokal pozitif
yiiklii boliimlerinin varligindan dolayi iki polimerin de net yiik tasidigi durumda
goriilmiistiir. Ciinkii proteinin bu boliimleri negatif olarak yiiklenmis proteinler ve

polianyonlar arasindaki itmenin istesinden gelmektedir.

Genellikle koaservasyon daha diisiik yiik yogunluklarinda (karboksilik yan
gruplar) gozlenirken, daha yiiksek yiik yogunlugu (stilfat yan gruplari), ¢okmeyle
(presipitasyon) sonuglanmaktadir (Pathak, Priyadarshini, Rawat & Bohidar, 2017).
Diisiik metoksilli pektin, daha fazla yiiklii karboksilik gruplara sahip olmasindan
dolay1, B-Lactoglobuline yiiksek metoksilli pektinden daha giiclii bir sekilde
baglanmaktadir (Chodanowski & Stoll, 2001). Baska bir ¢alisma ise 1-karragenanin
daha fazla siilfat gruplarina sahip olmasi sebebiyle, kazeinle k-carrageenandan daha
giiclii bir kompleks olusturdugunu gostermistir (Girard, Turgeon & Gauthier,
2002).

2.2.4 Biopolimer Molekiil Agirhg:

Polimerin molekiiler agirlig1 arttikga karisimin kombinasyonel entropisi
diistiigii i¢in, biopolimer uyumlulugu azalir. Biopolimer molekiiler agirligt (Mw)
arttikca koaservasyonda da artis meydana gelir (Overbeek & Voorn, 1957). Ciinkii
polisakkaritin molekiiler agirligr arttikga, polisakkaritle interaksiyona giren
proteinlerin de sayis1 artacaktir (Schmitt et al., 2009). Anyonik surfaktan miselleri
ve polyDADMAC arasinda gerceklesen bir koaservasyon calismasinda, misellerin
molekiiler agirliginin koaservasyon verimi ile dogru orantili oldugu gosterilmistir.

Ciinkii yiik yogunlugu i¢in gereksinim daha az olmaktadir (Wang et al., 2000).



2.2.5 Biopolimer Orani ve Konsantrasyonu

Maksimum koaservasyon verimi elde etmek i¢in belirli bir protein-
polisakkarit oram1 gerekmektedir. Eger biopolimerlerden biri daha fazlaysa,
notralize edilmemis yiikler ortaya ¢ikacak, bu yiizden de ¢6ziinebilir kompleksler
elde edilecektir. Eger soliisyon ¢ok yogun ise, yiiksek yogunlugun yiiksek itme
etkisi meydana getirmesi sebebiyle koaservasyon gerceklesemez. Eger
biopolimerlerin konsantrasyonlari ¢ok yiiksekse, makromolekiiller arasinda bir
yarts meydana gelecek ve termodinamik uyusmazlik ortaya ¢ikacaktir, bu da
sistemde faz ayrilmasiyla sonuglanmaktadir (Tolstoguzov, 1986; Tolstoguzov,

1997).

2.2.6 Fiziksel ve Mekanik Faktorler

Yukarida agiklanan kimsayal faktorlerin yaninda; sicaklik, kesme orami
(shearing rate), siire, basing gibi baz1 mekanik ve fiziksel faktorler de protein
polisakkarit komplekslerinin olusumunu etkilemektedir (Ghosh & Bandyopadhyay,
2012).

Sicaklik

Sicaklik biopolimer komplekslerinin olusumunu cesitli sekillerde etkiler.
Sicaklik diiserse, Flory-Hugging etkilesimsel parametrelerinin yogunlugu artar, bu
da biopolimer interaksiyonlar1 iizerinde pozitif bir etkiye sahiptir. Sicaklik,
coulombic (elektriksel) olmayan interaksiyonlar1 da etkiler. Diisiik sicaklik
hidrojen bag olusumunu saglarken, yiiksek sicaklik ise hidrofobik interaksiyonlar

ve kovalent baglar1 arttirmaktadir (Kelly et al., 1994).

Kesme orani ve zaman

Jelatin ve akasya sakizinin mikrokapsiil olusturmasi icin kompleks
koaservasyonu iizerine yapilan bir ¢alismada kayma hizinin etkileri incelenmistir
(Tirkkonen, Turakka & Paronen, 1994). Calismada, par¢aciklarin ortalama ¢apinin
kayma hiziyla orantili oldugunu gozlenmistir. Akasya sakizi ve albiimin
kullanilarak mikro pargaciklarin iiretildigi baska bir ¢alismada, kayma hizinin etkisi

gozlenmemistir (Daniels & Mittermaier, 1995). Sanchez (1997) B-lactoglobulin (B-



Lg) ve akasya sakizinin kompleks koaservasyonu iizerine c¢aligmistir. Calisma,
kesme zamani kontrol edilerek farkli say1 ve boyutta koaservat elde edilebilecegini
gostermistir. Kisa kesme zamani (1-5 s) birkag kiigiik koaservatla sonuglanirken,
uzun (20-60 s) kesme zamani1 daha biiyiik ve sayica daha fazla koaservat vermistir.
Fakat kayma zamaninin kompleks koaservasyon iizerindeki etkilerini belirlemek ve

anlamak i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Basing

Biopolimerlerin kompleks koaservasyonu {izerine basincin etkisiyle ilgili
bazi ¢calismalar yapilmistir. Biopolimer soliisyonlariyla ilgili iki tiir yiiksek basingh
uygulama mevcuttur. Bunlar: 1) yliksek hidrostatik basing uygulamast ii) tiirbiilansh
yiiksek basing, kavitasyon ve kayma gerilimini kombine eden mikrosivilastirma

calismasidir (Chen et al., 1989).

Dickinson and Pawlowsky (1996), sigir serum albiimini (SSA)-dekstran
siilfat (DS) kombinasyonu {izerinde hidrostatik yiiksek basincin etkilerini, n-
tetradecane/su emiilsiyonunda ¢alismistir. 300 MPa uygulanan SSA igeren
dispersiyonun kesme viskozitesinde higbir etki gozlenmezken, 500 MPa uygulanan
soliisyonlar artan DS konsantrasyonuyla dogru orantili olarak kesme viskozitesinde
bir artig géstermistir (kesme viskozitesi: 45 mPa.s SSA soliisyonuna 0.24 wt% DS
eklenmis, kesme viskozitesi: 100 mPa.s 0.4wt% DS eklenmistir), (Dickinson and
Pawlowsky, 1996). Meydana gelen akisa kars1 direnis SSA denatiirasyonunun bir
sonucu olarak degerlendirilmis, protein ve polisakkaritler arasinda giiclii bir
elektrostatik interaksiyonla sonuclanmistir. Emiilsiyonlarin artan kompleks
viskoelastik katsayis1 G* (siirekli fazin viskoelastisitesinin daha yiiksek olusu) bu

sonucu desteklemektedir.

Galazka ve Ledward, SSA’nin, DS varliginda 800 MPa’da yiiksek basing
uygulamasina daha az duyarli oldugu, bunun da giiclii protein-polisakkarit

kompleks olusumu anlamina geldigini gostermistir (Galazka & Ledward, 1996).



2.3 Yenilebilir Emiilsiyon Teknolojisi: Emiilsiyon Olusturma
Metodu

Giiniimiizde gesitli emiilsiyon hazirlama prosediirleri mevcuttur. Bunlardan
bazilar1 borudan akis (diisiik agitasyon enerjisi), statik karistiricilar ve genel
maksath karistiricilar (diisiik enerjiden yiiksege), Ultraturrax (orta) gibi yiiksek
hizl1 karigtiricilar, kolloit degirmen ve yliksek basingli homojenizatorler (yiiksek

enerji): ultrasound jeneratorler (ortadan yiiksege).

Hazirlama  metotlar1 aym1  zamanda  siireklilige bagli  olarak
siniflandirilabilir: stirekli ya da kesikli (y1gin) sistemler. Boru akisi ve statik
karistiricilar siirekli, karistiricilar (stirrer) ve Ultraturrax siirekli ve kesikli (y1gin)
sistemler, kolloit degirmen ve yliksek basing homojenizatorleri siirekli, ultrasound

stirekli ve kesikli (y18in) sistemlerdir (Tadros, 2013).

Ultrasound’un ilk uygulamalarindan biri emiilsifikasyondur (Abismail et
al., 1999). Ultrasound’un etkisi kavitasyon (kabarcik) olusumu ile agiklanmigtir
(Jayasooriya et al., 2004). Kavitasyon bir sivinin i¢inde buhar kavitelerinin
olugmasidir. Bu kabarciklar, sivinin bulundugu sicakligindaki buhar basincinin
otesindeki basing degerlerine diisiiriilmesi sonucu olugmaktadir. Bu basing velosite
(h1z) yiikseldiginde diistiriiliir. Bu kavitasyonlar olustuktan sonra sonmekte, yliksek
miktarda enerji salinimi yapmakta ve soliisyonda sok dalgalart olusturmaktadir
(Jafari, He & Bhandari, 2006). Ultrasound emiilsifikasyonu iki adimda gergeklesir:
1) arayiiz dalgalar1 ve kararsizlik, dagilan faz damlaciklarinin siirekli fazin igine
dagilmasiyla (patlamasiyla) sonuglanan, ii) damlaciklarin kavitasyon yoluyla

arayiize yakin bir yerde dagilmas1 seklinde olan (Canselier et al., 2002).

2.4 Protein-Polisakkarit Komplekslerinin Gida Endiistrisindeki
Uygulamalar:

Biopolimer kompleksleri gida, kozmetik, ilag (eczacilik), biyoteknoloji gibi
cesitli endiistrilerde kullanilmaktadir (Benichou, Aserin, & Garti, 2002). Bu

komplekslerin en yaygin uygulamari:



Mikroenkapsiilasyon/Nanoenkapsiilasyon

Protein polisakkarit kompleksleri enkapsiile edilmesi istenen iiriinii i¢eren
emiilsiyon damlaciklarinin etrafinda bir film olusturma Ozelligine sahiptir

(Benichou, Aserin, & Garti, 2002).

Yeni bir bilesen olarak gida formiilasyonlarinda dogrudan ya da gidalarin

korunmasi ve paketlenmesi i¢in biyomateryal olarak kullanim

Protein-polisakkarit kompleksleri iirlinlerin tekstiiriini ve yapisini,
hidrasyon, jelasyon, agregasyon ya da arayiiz stabilizasyonu gibi birtakim kendine
has 6zellikler yoluyla etkileyebilir ya da degistirebilir. Bu polimerlerin patentli gida
uygulamalarina bazi 6rnekler sunlardir: Et ikamesi olarak pektin ve aljinatlarla
kazein, siit tozu, soya ve maya proteinleri (Soucie et al., 1988); yag ikamesi olarak
karboksimetil seliilozla yumurta, soya, whey proteinleri, kazein (Chen & Soucie,
1985); et ikamesi olarak ksantan sakizi ile whey proteinleri (Tolstoguzov et al.,
1974); kat1 yag ikamesi olarak akasya sakizi ile jelatin (Zolper, 1995); kat1 yag
ikamesi olarak tohum proteinleri ile nisasta (Krochta & De Mulder-Johnston,
1997); krema ikamesi olarak aljinat, pektin, jellan ile whey proteini, soya proteini,
kazein, alblimin (McArdle, 1997); koruyucu olarak guar, akasya sakizi, pektin ile
arpa ve bugday proteini seklindedir (Soucie & Chen, 1986).

Makromolekiillerin saflastirilmast

Kompleks koaservasyon, basit ve ucuz bir yontem olmasi sebebiyle
biyopolimerlerin saflastirilmasi icin sik¢a kullanilmaktadir. Bu metodun amaci ve
prensibi, prosesi etkileyen pl ve iyonik gii¢ gibi parametreleri kontrol ederek
maksimum kompleks koaservasyonu elde etmektir (Benichou, Aserin, & Garti,

2002).
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2.5 Protein-Polisakkarit Kompleksleri Tarafindan Stabilize
Edilmis Y/S Emiilsiyonlari: Pickering Stabilizasyonu

Pickering emiilsiyonlar, yag-su arayliziinde sterik ve elektrostatik
mekanizma ile kiimelesmeye kars1 koruma saglayan siki bir katman olarak adsorbe
edilen dagilmis kompleks parcaciklarini iceren emiilsiyonlardir. Bu mekanizma,
yag-su arayliziindeki gerilimi diisiirerek emiilsiyonlar1 stabilize eden
siirfaktanlardan farkli seyretmektedir. Eger arayliz katmaninin pargaciklari iyi bir
sikistirma (packing) yetenegine sahip ve bunlar arayiizden ayirmak zor ise, bu
pickering stabilizasyon tarafindan saglanan koruma daha giiclii olacaktir. Eger
adsorbe edilmis parcaciklar daha cok siirekli faz ile temas halinde ise, bu ayni
zamanda damlaciklarin dis ylizeyinde olduklar1 anlamina gelir ki bu durumda sterik
bariyer daha etkili olacaktir. Diizgiin bir pickering stabilizasyonu i¢in; adsorbe
edilmis partikiillerin boyu, emiilsiyonun damlacik boyutundan en az bir biiyiikliik
diizeyinden (order of magnitude) kii¢iik olmalidir (Dickinson, 2012; Hunter et al.,

2008).

Pickering stabilizasyon degisik mekanizmalar yoluyla gerceklesebilir: 1)
komsu emiilsiyon damlaciklarini ayiran iki yogun istiflenmis tek katmanlar/tabaka
sekildeki, ki en ideali budur ii) bir tane yogun big¢imde istiflenmis tek katman
seklinde 1iii) veya kiimelenmis parcaciklarin olusturdugu diizensiz diisiik
yogunluklu ag tabakas seklinde. Ilk ikisi sterik bir bariyer saglarlarken, iigiinciisii
parcaciklar aras1 kuvvetleri tesvik ederek diizensiz bir yapida bir arada durmaktadir

(Dickinson, 2012).

Pickering parcaciklar yag-su arayiiziinden ayrismak i¢in yiiksek miktarda
serbest enerjiye ihtiyag¢ duymaktadirlar; bu yiizden parcaciklar emiilsiyon
damlaciklar1 ¢evresinde saglam bir arayiiz filmi olugturmaktadir (Tambe & Sharma,
1994). Arayiizde pargacik adsorbsiyonu gii¢liidiir ve dolayisiyla bu yiiksek enerji
sebebiyle geri doniisiimsiizdiir. Bu da siirfaktanlarla stabilize edilmis emiilsiyonlara
gore olaganiistii derecede kararli emiilsiyonlar meydana getirmektedir. Siirfaktan
molekiilleri, s1v1 arayiizleri ve siirekli faz arasinda seri dinamik bir sekilde dengede
durmaktadir ve ayrilma enerjisi oldukg¢a diisiiktiir. Siirfaktanlar hidrofilik ve
hidrofobik boliimlerden olusan amfifil molekiillerdir, yag ve su arayliziinde durarak

yiizey gerilimini azaltirlar. Sivi arayiiziinde spontane bir adsorbsiyon gosterirler ve
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dinamik bir dengede dururlar. Damlacik sarsintiya ugradiglr zaman ekstra adsorbe

olmus siirfaktan siirekli faza tekrar gegis yapar.

Bu sebeple, pargaciklar kullanilarak stabilize edilmis emiilsiyonlar,
stirfaktanlar kullanilarak stabilize edilmis olanlara gére daha kararli sayilmaktadir

(Binks & Lumsdon, 1999; Aveyard, Binks & Clint, 2003).

Yag icinde su pickering emiilsiyonlari, suyun hacmi arttirilarak kolaylikla
su icinde yag emiilsiyonlarina donistiiriilebilmektedir. Bu da siirfaktanlarla
stabilize edilen emiilsiyonlardan daha uyumlu olduklarimi gdstermektedir. Eger
emiilsiyon dengeli 1slatilabilirlik noktasina yakinsa, arayiizdeki etkilesim agis1 90°
ise, bu emiilsiyonlar en kararlilaridir ve siirfaktanla stabilize edilmis emiilsiyonlar
i¢in 1slatilabilirlik s6z konusu oldugunda bu durum tam tersidir (Hunter et al.,

2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Minimal derecede 1s1l islem uygulanmis, B-laktoglobulinde (yaklasik %85
total protein) zenginlestirilmis whey protein izolati (WPL, %92,6 protein orani),
Davisco Foods International’dan temin edilmistir (Le Sueur, MN, ABD). DE
(esterlesme derecesi) %33-38 arasinda olan Unipectine OB700 — diisiik metoksilli
pektin, Cargill R&D Vilvoorde, Belgika’dan temin edilmistir. Ureticinin belirttigi
tizere DMP’e %5 sukroz eklenmistir. Sodyum azid, sodyum klorid ve HCI Sigma
Aldrich ABD’den temin edilmistir. Sodyum asetat trihidrat ve NaOH VWR
Chemicals, ABD’den, rafine Aygcicek yagi ise yerli bir slipermarketten satin
alimmstir. Calisma boyunca Milli-Q suyu kullanilmistir. Tiim materyaller daha ileri
bir saflastirma ya da modifikasyon olmadan kullanigmis, tim Ornekler agirlik

bazinda (g/g) formiile ve rapor edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Elektriksel Yiik (Charge) Titrasyonu

WPI’'nin yiizey yiikii: pH 3.0-7.0 arasinda olan WPI ¢ozeltisinin yiizey yiik
yogunlugu polielektrolit soliisyonu ile belirlenmistir, 6rnegin PAA (negatif olarak
yiiklenmis polieektrolit, MA= 240.000 g/mol, %25 kons.) ve PDADMAC (pozitif
olarak yiiklenmis elektrolit MA = 240.000 g/mol, % 25 kons.) Kisaca, %0.5 WPI
10 mM sodyum asetatin 50 mL'sinde ¢ozdiiriilmiis ve 10 mM sodyum asetat tampon
cozeltisindeki %0.5’1ik PAA ya da PDADMALC ile titre edilmistir. PAA nin ylizey
yiik yogunlugu PDADMAC titrasyonu ile belirlenmistir; PDADMAC 1n yiizey yilik
yogunlugu 6.2 meq/g olarak bilinmektedir (Christensena et al., 2009).

DMP’nin ylizey yiikii: DMP’nin (50 mL 10 mM sodyum asetat tamponunda
%0.5’lik) pH 4.0, 4.5 ve 5.0°da PDADMAC titrasyonuyla belirlenmistir.
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Yiizey Yiik Yogunlugu Formiilii

PAA Yiik Yogunlugu (pH 3.0, 4.0, 4.5)

Opaa = Oppapmac * Vepapmac X Cpopapmac X Pppapmac

WPI Yiik Yogunlugu (pH 3.0, 4.0, 4.5)

Ower = [Fpaa / Viwer X Voaa |/ Myp; X Viyp, = meq/ g bipro

WPI Yiik Yogunlugu (pH 5.0, 6.0, 7.0)

Owpr = [Oppapmac X Vepapmac X Mppaprae X 1.04]/Myyp; X Viyp,

DMP Yiik Yogunlugu (pH 3.0, 4.0, 4.5, 5.0, 6.0, 7.0)

Ormp = [Oppapmac X Vepapmac X Mppapmac X Pepapmac /My X Viup

Birimlerin agilimlar1:

OPAA
OPDADMAC
owpI

ODMP
Vepapmac
Vwer

Vpaa
Vomp
PPDADMAC
CPDADMAC
Mwer
Mppapmac

Mpmp

PAA’nm yiik yogunlugu (meq/g),
PDADMAC’1n yiikk yogunlugu (meq/g),
WPI'1n yiik yogunlugu (meq/g),

DMP’1n yiik yogunlugu (meq/g)

Titre edilen PDADMAC’1n ortalama hacmi (ml)
WPI’1n hacmi (ml)

Titre edilen PAA’nin hacmi (ml)

DMP’nin hacmi (ml)

PDADMAC’1n yogunlugu (1.4 g/ml)
PDADMAC’1n konsantrasyonu (0.5%)(mM)
WPI’1n konsantrasyonu (0.5%) (mM)
PDADMAC’1n konsantrasyonu (mM)

DMP’nin konsantrasyonu (mM)
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3.2.2 Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

WPI ve DMP tozlar1 ayr1 beherlerde, sirasiyla %1 ve %2 oranlarinda, 0.04%
sodyum azid iceren 10 mM sodyum asetat trihidrat ¢ozeltisine tartilmistir. Bu
dispersiyonlar daha sonra, tam bir ¢dziinme elde edilene kadar oda sicakliginda (22-
25 °C) siirekli olarak karistirilmistir. Biopolimerlerin tam olarak hidrasyonunun

saglanmasi i¢in sollisyonlar 5 °C’de bir gece bekletilmistir.

3.2.3 WPI:DMP Komplekslerinin Hazirlanmasi

WPI ve DMP stok soliisyonlar1 seyreltilmis ve, 2:0,2:1,1:1,1:2 (WPI'nin
konsantrasyonu sabit 0.5%) gibi ¢esitli oranlar elde etmek i¢in sulu fazda (20Ml)
karistirtlmistir. Ardindan, soliisyonlarin pH ‘lari, 1 ve 0.1 N hidroklorik asitle 4.5’e
ayarlanmustir. Isil islem uygulanmis WPI:DMP kompleksleriyle kiyaslama igin,
yine ayn1 oranlar ve 4.5 pH'daki WPI:DMP kompleksleri 15 dakika boyunca 80
°C’de 1sitilmis ve daha ileriki analizler i¢in hizla soguk banyoya (10-15 °C)

konulmustur.

3.2.4 Emiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Y/S emiilsiyonlari, %10 konsantrasyonda ay ¢igegi yag1 ve 4.5 pH’da, fakli
oranlarda (2:1, 1:1, 1:2, 2:0) hazirlanmis kolloidal kompleks igeren %90 s1v1 fazin
homojenizasyonu ile olusturulmustur. Tiim emiilsiyonlar, S25KV-25G rotoru ile
donatilmis UltraTurrax IKA® T25 Basic (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Germany)
kullanilarak 30 s boyunca 13500 rpm’de homojenize edilmistir. Buna ek olarak
emiilsiyonlar, 6.5 mm capinda sonifier u¢ kullanilarak, 30 sn boyunca “’output:3”’
ve “’duty cycle: %50 parametrelerinde Sonifier 250 (Branson Ultrasonics, US) ile
muamele edilmistir. Sonifikasyondan sonra Z-average sonuglari gdstermistir ki,
sonifikasyonun partikiil boyutunu 6nemli 6l¢iide etkilememektedir. Elde edilen son

emiilsiyonlar bir sonraki giin yapilacak analizler i¢in 5 °C’de dolapta bekletilmistir.
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3.2.5 Kompleks Parc¢aciklarinin Karakterizasyonu

3.2.5.1 Z-Average Capi

Partikiil boyut dagilimi icin dl¢timler, 15 mW He-He lazer, ve K7032 multi
8-bit korelator ekipmanli (Malvern Instruments, Malvern, UK) Spectrometer 100
SM (Malvern Instruments, Malvern, UK) ile foton korelasyon spektroskopisi (PCS)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler 25 ° C’de 150 ° dagilma agisinda, 50 ya
da 100 um agiklik ile yapilmistir. Z-Average ortalama ¢ap1 kiimiilant analizi ile elde
edilmistir.

3.2.5.2 {-Potansiyeli

pH 4.5te, 10mM asetat tamponunda hazirlanan kompleks
dispersiyonlarinin (-potansiyeli, 25 °C’de elektroforetik 151k dagilmasi yoluyla
Zetasizer 1IC (Malvern Instruments, Malvern, UK) kullanilarak o&lgiilmiistiir.

Ortalama C-potansiyeli degerleri direkt olarak cihazin programinda hesaplanmistir.

3.2.5.3 QCM-D Deneyi

Hidrofobik altin yiizeylerin hazirlanmasi

4.95 Hz temel frekansli altin sensorler kullanilmistir. Altin sensdrler
“’Piranha’’ soliisyonu (5:1:1 oranla Milli-Q suyu, %25 amonyak ve %30 hidrojen
peroksit) ile 75 °C’de 10 dakika boyunca temizlenmis ve sicak Milli-Q suyu ile
durulanmistir. Sensorler sprey hava (air spray) ile kurulanmis ve UV/ozon
haznesinde 15 dakika boyunca bekletilmistir. Sensorlerin temizlenmesi ve
kurutulmasindan sonra, altin yiizey, Lebec et al. (2013) and Mivehi, Bordes, and
Holmberg (2013) raporuna uygun olarak kendiliginden olusan tek katman (SAM:
self assembled monolayer) uygulanarak hidrofobik hale getirilmistir. Kisaca,
temizlenen altin yiizey etanol icinde 2 mM heksadekanetiol soliisyonu iginde bir
gece bekletilmis ve ardindan adsorbe edilmemis heksadekanetioliin
uzaklastirilmasi icin etanolle durulanmistir. Modifiye edilen sensor yiizeyinin

temas agis1 Olclilmiistiir (6=89 °).
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WPI:LMP komplekslerinin adsorbsiyonu

2:0, 2:1, 1:1, 1:2 (sabit protein konsantrasyonu %0.5) oranlarinda
WPLDMP kompleks dispersiyonlar1 4.5 pH'da 10 mM asetat tamponunda
hazirlanmigtir.  SAM  hidrofobik ylizeylerindeki kompleks adsorbsiyonlari
peristaltik pompa ve 1s1 kontrollii 6l¢iim haznesi bulunan QCM-D sistemi (Q-Sense
E4 system, Q-Sense, Sweden) ile ger¢eklestirilmistir. Her bir QCM-D deneyji,
WPIL:DMP dispersiyonlar1 eklenmeden Once bir sinyal referans hatt1 elde etmek
icin, pH 4.5 10 mM sodyum asetat tamponu ile 6n dengeleme yapilarak baglamistir.
Daha sonra test soliisyonlari, akis oran1 0.1ml/dk olacak sekilde SAM hidrofobik
QCM-D sensorlerine besleme yapilmistir. Tim deneyler 22 + 2 °C’de
gerceklestirilmistir. Deneyler, kararli frekans ve dagilim sinyalleri elde edildiginde
durdurulmustur. Tam olarak ya da hi¢ adsorbe edilmemis WPI:DMP kompleksleri

10mM sodyum asetat tamponu ile ayn1 pH'da durulanmastir.

3.2.6 Emiilsiyonlarin Karakterizasyonu

3.2.6.1 Mikroyapi

Orneklerin mikroyapilari, optik mikroskopi teknikleri ile calisiimistir. Optik
mikroskopi, Leica DM2500 microskop (Leica Microsystems, Belgium)

kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.6.2 Damlacik Boyut Dagilimi

Emiilsiyonlarin hacim agirlikli ortalama damlacik boyutlar1 (D[4,3]) 1slak
ornek dispersiyon linitesi (Malvern Hydro MV, UK) ekipmanli MasterSizer 3000
(Malvern Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, UK) ile belirlenmistir. Ornek
bolmesinde, Ornekler mQ suyu icinde 1500 rpmde, %2-6% bir
kararma(obscuration) elde edilene kadar dispers edilmistir. Arkaplan ve ornek
integrasyon zamanlar1 sirayla 20 ve 10 saniye uygulanmistir. Optik ozellikler,

normal cihaz hesaplama hassasiyeti ve genel amach kriiesel pargacik sekli ile
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refraktif indeks 1.47 (ay ¢igegi yagi), 1.330 (dispersant su) ve adsobsiyon indeksi
0.01 olarak belirlenmistir. Sonuglar, partikiil boyut dagilimi ve hacim agirlikli
damlacik boyutunu (D4,3) elde etmek i¢cin Mastersizer Version 5.54 software
(Malvern, UK) ile hesaplanmustir.

3.2.6.3 (-Potansiyel

4.5 pH'ta olusturulmus kompleks dispersiyonlar1 ve emiilsiyonlarinin -
potansiyeli, 25 °C’de Zetasizer IIC (Malvern Instruments, Malvern, UK)
kullanilarak elektroforetik 151k dagilimi yoluyla odl¢iilmiistiir. Ideal 6l¢iim
yogunluguna ulagsmak i¢in Y/S oOrnekleri 20 kez seyreltilmistir. Ortalama C-

potansiyeli degerleri cihazin yazilimi tarafindan direkt olarak hesaplanmaistir.

3.2.6.4 Viskozite

Y/S dispersiyon ve emiilsiyonlarinin viskozitesi programlanabilir LV-DV-
11 Viskometre (Brookfield, USA) ile dl¢iilmiistiir. Olgiime baslamadan énce, uygun
Olciim probu (spindle) ve hiz, deneme yanilma yontemiyle belirlenmistir.
Viskometre kadrani (tork %) %10 ile 100 arasindadir. Eger okunan tork %10’un
altindaysa, daha yiiksek bir hiz se¢ilmis ve bu sekilde deneme yanilmaya devam
edilmigtir. Dispersiyon ve seyreltik emiilsiyonlar i¢in, rotasyonel hiz 180-200 rpm
ile Ol¢iim probu (spindle) SC4-18 uygulanmistir. Emiilsiyonlar (8mL) Ornek
haznesine aktarilmis ve is mili (spindle) silindirik 6rnegin merkezine batirilmistir.
Olgiimler 22 °C’de 6 tekrar olarak gergeklestirilmistir. Veriler cihazin ekranindan
alinmistir. Sonuglar mPa.s olarak raporlanmistir. Cihazdan elde edilen dinamik

viskozite verileri (birim centipose) viskoziteyle dogru orantilidir.

3.2.6.5 Yiizey Protein Yiikii

Yag yiizeyine adsorbe olmus protein miktarin1 hesaplamak i¢in, 1s1l islem
gérmiis ve gormemis emdiilsiyonlar 5°C, 40000 rpm’de 105 dakika boyunca SW 40
Ti rotor kullanilarak Beckmann L7-55 ultrasantrifiij ile muamele edilmistir. igne
uclu 6zel bir siringa serum katmaninmi ayirmak i¢in kullanilmistir. Bu yiizden,

kremsi katmandan hicbir parga alinmamistir. Serum, basitlestirilmis bir Lowry
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metodu olan Schacterle and Pollack (1973) metodu kullanilarak protein analizi igin

kullanilmistir. Serum katmaninin protein konsantrasyonu; proteinin konsantrasyon

serisinden (0-240 mg/L) elde edilen regresyon (y = 0.0024x+0.0177, R* = 0.9969)

ile tayin edilmistir.

Tablo 1. WPI konsantrasyon serileri ve UV-VIS spektrofotometre ile elde edilmis
absorbans degerleri

WPI
Absorb
konsantrasyonu SOTDANS Ortalama + SD
mg/L
Lzl I II 11
0 0 0 0 0
40 0.118 0.137 0.128 0.128+0.01
80 0.223 0.237 0.228 0.229+0.007
120 0.324 0.334 0.334 0.331+0.006
160 0.415 0.427 0.429 0.424+0.008
200 0.501 0.519 0.49 0.503+0.015
240 0.591 0.61 0.594 0.598+0.01
A = 0.0024x + 0.0225
0e R*= 0.9956
05 !
8 04 o
0.1
06
0 50 100 150 200 250 300

WPI concentration (mg/L)

Sekil 1. WPI konsantrasyon serisinin standart egrisi

Standart soliisyonda ihtiyag duyulan WPI miktarin1 hesaplarken, WPI

icindeki protein igerigi i¢in bir diizeltme yapilmalidir. Kisacasi, standart egrinin

araligina uymasi i¢in 0.4 mL ayrilmis serum katmani, 4.5 pH'daki 10 mL sodyum

asetat tamponu i¢inde seyreltilmistir. Ardindan 1 mL 6rnek 1 mL alkalin Cu-ayraci

ile bir test tiipiinde karistiritlmistir. Bu asamayi vorteks ile karigtirma ve sonrasinda
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soliisyonlar1 10 dakika dinlendirme takip etmistir. Ardindan soliisyon bir su
banyosunun i¢inde 55°C’de 5 dakika 1sitilmis ve hemen arkasindan tiipler buzlu su
i¢ine koyulmustur. Son olarak, soliisyonlarin absorbanslar1 kor ¢ozeltiye kars1 650
nm’de bir spektrofotometre (VWR, UV-1600 PC) ile okunmustur. Adsorbe edilen
protein miktari, serum katmanindaki protein ve kullanilan total proteinin arasindaki

farktan hesaplanmistir.

3.2.6.6 Pektin Yiikii

Serbest pektin, Kintner ve Buren (1982) metoduna bagli kalinarak fakat
Thibault (1979) tarafindan tanimlanan kii¢iik bir modifikasyon ile belirlenmistir.
Kisaca, emiilsiyonlar ultrasantrifiij ile muamele edilmis ve serum katmani yukarida
bahsedilen metotla ayrilmistir. Serum katmani ayrildiktan sonra, 6rnegin 0.4 mL'si
4.5 pH'ta 10 mL 10 mM sodyum asetat tamponunda seyreltilmistir. Ardindan,
seyreltilen 6rnegin 1 mL'si pipetle 16 x 150 mm’lik test tiiplerine aktarilmis ve
buzlu soguk suyun i¢inde sogumasi i¢in 5 dakika bekletilmistir. Soguma
gerceklestikten sonra, 6 ml H2S04 soliisyonu buzlu su igindeki her bir tiipe
eklenmis ve hepsi Vortex karigtirict kullanilarak ortalama hizda dikkatle
karigtirilmistir. Uronik asitlerin varliginda kirmizi bir kromojen olusmaktadir.
Siilfiirik  asit/tetraborat iginde 1sitildiginda karbonhidratlar da kirmizimsi bir
kromojen olusturdugu i¢in, kor 6rnek m-hidroksidifenil ayiract yerine % 0.5’lik
sodyum hidroksitin 0.1 ml’si kullanilarak isleme sokulmus ve diger tiim eklemeler
ve uygulamalar ayni tutulmustur. M-hidroksidifenil yiiziinden olusan absorbansi
elde etmek icin kor 6rnek absorbansi daha sonra toplam absorbanstan ¢ikarilmistir.
Daha sonra, tiipler 90°C su banyosunda yaklasik 6 dakika boyunca 1sitilmis ve
hemen ardindan oda sicakligina ulasana kadar (5-10 dk) buzlu suda bekletilmistir.
Renk degisimi i¢in %0.15 M-hidroksidifenilin 0.1 ml alikuotu (temsili miktar)
orneklere eklenmistir. M-hidroksidifenil ya da sodyum hidroksit eklendikten sonra,
tiipler tek tek diizglince vortekslenmis ve 13 x 100 mm’lik uyumlu kiivetlere
bosaltilmistir. Absorbans 520 nm dalga boyunda okunmustur. 4.5 pH(0 pg/ml) 1
ml 10 mM sodyum asetat tamponu, 6 ml siilfiirik asit/tetraborat soliisyonu ve 0.1
ml 9%0.5’lik sodyum hidroksit iceren kor ayra¢ deneyleri sifirlamak icin

kullanilmistir. Serum katmanindaki pektin, pektinin konsantrasyon serilerinden (0-
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240 mg/L) elde edilen regresyon (y= 0.0018x+0.0278, R? = 0.9866) tarafindan

belirlenmistir.

Tablo 2. DMP konsantrasyon serileri ve UV-VIS spektrofotometre tarafindan
belirlenmis absorbans degerleri

DMP Absorbans
+
konsantrasyon I I . Ortalama + SD
(mg/L)
0 0.024 0.034 0.028 0.029+0.005
15 0.057 0.056 0.062 0.058+0.003
30 0.081 0.098 0.091 0.09+0.009
45 0.12 0.121 0.116 0.119+0.003
60 0.13 0.123 0.155 0.136+0.017
75 0.163 0.18 0.206 0.183+0.022
0.25
0.2 '|'
y = 0.002x +0.0287
- R2=0.989
g 0.15 T
3 I
2 01 -
<< I
0.05
0
10 20 30 40 50 60 70 80

Sekil 2. DMP konsantrasyon serilerinin standart egrisi

3.2.6.7

DMP concentration (mg/L)

Hizlandirilmis Kremalasma

Y/S emiilsiyonlarinin kremalagma kararliligi, analitik foto-santrifiij ile

(LUMiFuge 116, L. U. M. GmbH, Germany) uygulanan santrifiij kuvvetinin altinda

meydana gelen Y/S faz ayrilmasinin dlgiilmesiyle tespit edilmistir. Bu ¢aligmada,

analiz tlipiiniin i¢cindeki 0.4 mL &rnek 2000 rmp’de 1 saat boyunca 25 °C’de

santrifiij edilmistir. Santrifiij siiresince, yakin-kizilotesi sensoér 6rnek hiicrelerini

toplam uzunluk boyunca taramistir. Yiik baglasimli aygit (Charge Coupled Device:

CCD), ¢izgi sensorii, 6rnek boyunca iletilen 15181 almistir, bu da 6rnegin verilen
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zamana kars1 bir emisyon profilini veren radyal pozisyonun bir fonksiyonu olarak
bir 151k akis modeli gostermistir. Kremalagma, sedimentasyon, ve koalesans gibi
emiilsiyon kararlilig1 bu yolla belirlenir. Kantitatif veri, rotasyon merkezinden 94.5-
114.5 mm radyal pozisyonlarin araligindaki emisyon profillerinin integrasyonu
tarafindan elde edilmistir. Toplam entegre edilen alanin santrifiij zamanina kars1
grafigi cikarilmigtir. Grafigin egimi ayrilma oranimm1 ve haliyle kremalagsma
kararliliginmi ifade etmek i¢in kullanilmistir ve diisiik veri daha iyi bir kremalagsma
kararliligina isaret etmektedir. Egri, plato noktasina ulagilmadan 6nceki (0-3600 s
aras1) emisyonun dik yiikselisinin ilk periyodu boyunca meydana gelen lineer
regresyonun hesaplanmasiyla, direkt olarak SEPView 4.0 Lumifuge yazilimindan

elde edilmistir.

3.2.6.8 Emiilsiyonlarin pH Kararhhklar

pH 4.5 da 1sitilmig ve 1sitilmamis WPI:DMP komplekslerinden meydana
getirilen emiilsiyonlar, 2.0-8.0 aras1 farkli pH degerlerine ayarlanmistir.
Emiilsiyonlar oda sicakligindan birakilmis ve ertesi giin gozlemlenmistir.
Emiilsiyonlarin pH'ya bagl davranisini gézlemlemek i¢in, emiilsiyonlarin partikiil
boyutlari, pH degisiminden sonra, pH 2.0 ve 8.0’a ayarlanmasindan sonra ve tekrar
pH 4.5’e getirildikten sonra (D4,3) Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd,
Malvern, UK) ile 6l¢tilmiistiir.

3.2.7 Data Analizi

Tiim deneyler en az iki kez tekrar edilerek gergeklestirilmistir. Standart hata,

hata ¢ubuklar1 seklinde grafiklerde gosterilmistir.

3.3 Komplekslerin Karakterizasyonu

3.3.1 Elektriksel Yiik Yogunlugu

Biyopolimerlerin e. yiikk yogunlugu, protein-polisakkarit olusumunda
onemli bir rol oynamaktadir, zira bu kompleksler elektrostatik interaksiyonlar

tarafindan domine edilirler (Ganzevles et al., 2007). Bu sebeple, biopolimerlerin
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negatif ya da pozitif olarak yiiklendigi pH seviyeleri gézlenmigtir. DMP’nin yiik

yogunlugu pH ile artarken (Sekil 4, Tablo 4), WPI'in yiik yogunlugu pH 5 ve

iistiinde daha ¢ok negatif, pH 4.5 altinda ise daha pozitif yiiklenmistir (Sekil 3,

Tablo 3). Wijaya ve ark. (2018) gore, WPI'nin pl's1 4.8 civarindadir. Bu yiizden,

WPI bu pH'nin iistiinde negatif, altinda ise pozitif yliklenmistir. Pektin anyonik bir

polisakkarittir ve ¢oziinmiis pektin notr pH'nin {istiinde negatif olarak ytiklenmistir;

pKa degeri yaklasik 3.5 dolaylarinda elektriksel yiik diiserek sifira yaklagmaktadir.

1
0.8
0.6
0.4

0.2

Charge density (meq/g)

-0.6

4 4.5

pH

Sekil 3. pH'in bir fonksiyonu olarak 10 mM sodyum asetat tamponunun igindeki

%0.5’lik WP’ yiik yogunlugu

Tablo 3. Farkli pH degerlerinde PDADMAC ve PAA ile titre edilmis WPI’1n yiik

yogunluk degerleri

WPI

titrant

Volume (ml)

Average = SD

I II i
3.0 28.7 30.5 30.1 29.767+0.945
4.0 PAA 7.9 7.3 7.1 7.433+0.416
4.5 2.2 3.2 2.7 2.7+0.5
5.0 0.4 0.1 0.1 0.2+0.173
6.0 PDADMAC | 1.8 1.8 2.1 1.9+£0.173
7.0 2.7 3 3 2.9+0.173
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Sekil 4. pH'nin bir fonksiyonu olarak 10 mM sodyum asetat tamponunda %0.5

DMP’nin yiik yogunlugu

Tablo 4. Farkli pH seviyelerinde PDADMALC ile titre edilmis DMP’nin yiik

yogunlugu degerleri

DMP
. Volume (ml)
+
pH titrant I I Average + SD
3.0 7 7 6 6.667+0.577
4.0 17 14 14.5 15.167+1.607
4.5 18.7 19.1 20.6 19.467+1.002
PDADMAC
5.0 22 20.5 21.7 21.4+0.794
6.0 23.4 23.8 24.6 23.9334+0.611
7.0 27.6 26.8 27.5 27.3+0.436

3.3.2 Z-Average Cap1

WPLDMP dispersiyonlar1 fakli oranlarda karistirilmis ve pH'lar1 4.5°e

ayarlanmistir. pH'nin 4.5’e ayarlanmasindan sonra, karisim dispersiyonlart 80

°C’de 15 dk boyunca 1sitilmistir. Tablo 5 farkli WPI:DMP oranlarindaki 1sitilmis

ve 1sitilmamis WPLI:DMP komplekslerinin Z-average c¢aplarini gdstermektedir.

Proteinin pektine orani azaldik¢a, WPI:DMP komplekslerinin hem 1sitilmis hem de

sitilmamis her iki 6rnek grubu i¢in de Z-average ¢ap1 artmistir. Isitilmis WPI:DMP

komplekslerinin Z-average c¢aplar1 1sitilmamis olanlardan kismen daha kiigiiktiir.

LMP icermeyen kontrol WPI (2:0) kiimelenme davranis1 gostermistir ve oldukga

biiyiik partikiil boyutlar1 olusturmustur, bu da WPI'in pl'sinin 4.5 dolaylarinda
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olmasi ve bu aralikdaki pH'da, WPI’'in ¢oziinebilirliginin diismesi sebebiyle
kaynaklanmaktadir (Guimaraes and Gasparetto, 2005).

Tablo 5. Farkli oranlardaki 1sitilmis ve 1sitilmamis WPL:DMP komplekslerinin Z-
average caplar1 (pH 4.5)

WPLLMP ratio iﬁ;‘;ﬁs () gﬁed complexes
2:0 24556.27+2747.03 | 9022.77+4719.38
2.1 226.5+33.65 150.13+2.23

11 21411632 1884328 41

12 293.47+5.86 236.7£9.55

Protein:polisakkarit kompleksleri tarafindan stabilize edilen Y/S
emiilsiyonlarinin, sonikasyon yoluyla emiilsifiye edilmesi prosesindeki énemli bir
sorun, kompleks dispersiyonlarinda meydana gelen faz ayrilmas: olmustur. Bu
sebeple, Z-average cap1 sonikasyondan once ve sonra gozlemlenmistir (Sekil 5).
Higbir faz ayrilmasi gozlenmemis ve Z-average capi, dikkate alinacak kadar

etkilenmemistir.
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Sekil 5. 30 s sonikasyondan sonra, farkli WPI:DMP oranlarindaki isitilmis ve
1sitilmamis WPL:DMP komplekslerinin Z-average ¢ap1. Partikiil boyut dagilimi
sonikasyondan sonra dnemli bir degisiklik gostermemistir.
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3.3.3 (-Potansiyeli

C-potansiyeli kolloidal sistemlerdeki elektrokinetik potansiyeldir. Bu
potansiyel, hareketli dispersiyon ortami ve dispers olmus partikiile bagh
dispersiyon ortamimin sabit katmani arasindaki potansiyel fark olarak
tanimlanmaktadir. Emiilsiyonlar yiiksek negatif ya da yiiksek pozitif C-
potansiyeline sahip olduklarinda, partikiiller birbirlerini itecek ve ¢ekici durumdaki
giicler giderilebilecektir. Bu sebeple, diisiik {-potansiyel koagiilasyon ya da
flokiilasyon isaret ederken, yiiksek degerlerde siispansiyon elektriksel yiik olarak
kararli durumda olacaktir (Lu & Gao, 2010). Isitilmis WPI:DMP kompleksleri,
kontrol WPI harig, tim WPI:DMP oranlari i¢in 1sitilmamis komplekslere gore daha
yiiksek C-potansiyeline sahiptir (Sekil 6). Isil islemden sonra meydana gelen daha
yiiksek negatif yiik, daha kiigiik z-average capindan ileri gelmis olabilir, bu da
nanokomplekslerin ortamda daha iyi dispers oldugunu isaret etmektedir. Isitilan
kompleksler tarafindan stabilize edilen emiilsiyonlar, yag damlaciklarinin
agregasyonu sebebiyle daha diisiik negatif {-potansiyel gostermistir.
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Sekil 6. 4.5 pH'da, 10 mM sodyum asetat tamponu i¢inde farkli WPI:DMP
oranlarinda 1sitilmis ve 1sitilmamis WPI:DMP komplekslerinin (-Potansiyeli
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3.4 Emiilsiyonlarin Karakterizasyonu

3.4.1 Optik Mikroskopi

Sekil 7. Farkli WPI:DMP oranlarinda, 10 mM sodyum asetat tamponu (pH 4.5)
icinde 1sitilmamis WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilen %10 Y/S
emiilsiyonlarinin optik mikroskopi resimleri (6l¢ek cubugu=20um)

Sekil 8. Farkli WPI:DMP oranlarinda, 10 mM sodyum asetat tamponu (pH 4.5)
icinde 1sitilmis WPI:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilen %10 Y/S
emiilsiyonlarinin optik mikroskopi resimleri (6l¢ek gubugu=20um)
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Isitilmis WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis Y/S
emiilsiyonlari, 1sitilmayan WPL:DMP kompleksleri (Sekil 7) tarafindan stabilize
edilmis emiilsiyonlara kiyasla, kismen daha biiylik damlacik boyutu ve agregasyona
sahiptir (Sekil 8). Isitilmis emiilsiyonlarinin daha biiyiik damlacik boyutuna sahip
olmalari, 1s1l islemle birlikte emiilsiyon bozulmasina isaret eden yag damlacik

agregasyonuna baglanmustir.

3.4.2 Yag Damlacik Boyutu

De Brouckere Ortalama Capi (De Brouckere Mean Diameter) olarak da
bilinen hacimsel moment ortalama; drnek hacminin esas kismini olusturan biiylik
partikiillerin boyutu olarak tanimlanmaktadir (Malvern Instruments, 2015).
Mastersizer 3000, materyallerin partikiill boyutu ve partikiil boyut dagilimini
6lgmek i¢in lazer kirnim teknigini kullanir. Bu islemi, dagilmisg partikiil 6rneginden
gecen lazer 1511 seklinde sacilan 15181 yogunlugunu 6lcerek gerceklestirir. Daha
sonra bu veri, sacilma modeli meydana getirmis partikiillerin boyutlarin1 6lgmek
icin kullanir. WPT’in DMP’ye orani diistiik¢e, 1sitilmis ve 1sititlmamis WPI:DMP
kompleksleri tarafindan stabilize edilen her iki emiilsiyon i¢in de D[4,3] diisme
gosterme egilimindedir. Isitilmamis WPLDMP tarafindan stabilize edilen
emiilsiyonlara kiyasla, 1sitilmis olanlar kismen daha biiylik D[4,3] e sahiptir (Sekil
9).
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Sekil 9. 10. mM sodyum asetat tamponu i¢inde (pH 4.5) 1sitilmis ve 1sitilmamaig
farkli oranlarda WPI:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilen %10’luk Y/S
emiilsiyonlarinin D[4,3]’si.

Farkl1 biiytik ve kii¢lik harfler iki yonliit ANOVA’ya gore belirgin fark: (p <
0.05) gostermektedir.

3.4.3 Viskozite

Isitilmis WPI:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis emiilsiyonlar,
Olciilen dinamik viskozitede tiim karigim oranlari i¢in kismen bir diisiis gostermistir
(Sekil 10). Isitmadan sonra viskozitenin diigmesinin sebebi; pektinin, proteinle
giiclii bir sekilde interaksiyona girerek daha biiyiik partikiiller olusturmasi ve bunun
da dispersiyonun viskozitesini diisirmesidir. Pektin molekiilleri protein
partikiillerini sarabilir ve tizerlerinde birikinti olusturabilir, bu sebeple daha

onceden biiylik pektin molekiilleri tarafindan isgal edilmis s1v1 fazda bazi bosluklar

birakirlar.
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Sekil 10. Farkli WPI:DMP oranlarinda, 10 mM asetat tamponu i¢inde (pH 4.5)
sitilmis ve 1sitilmamis WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis
%10’luk Y/S emiilsiyonlarinin viskozitesi (mPa.s).
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3.4.4 Hizlandirilmis Kremalasma Stabilitesi

Yalnizca WPI tarafindan stabilize edilmis emiilsiyonlar stabil kalamamiglar
ve 10 dakikalik santrifiij sonunda hizla kararliligin1 kaybetmislerdir. Sekil 11 ve
12°de gosterildigi lizere 1sitilmamis WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize
edilmis Y/S emiilsiyonlari, 1sitilmis WPI:DMP kompleksleri tarafindan stabilize
edilenlere gore daha iyi bir stabilite gostermistir. Bu sonuca; 1sitilmis kompleksler
tarafindan stabilize edilmis Y/S emdiilsiyonlarinin % integral transmisyonunun

santrifiij isleminden sonra daha yiiksek olmasinin gézlemlenmesine dayanilarak

varilmstir.
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Sekil 11. Farklt WPLI:LMP oranlarinda 10 mM sodyum asetat tamponu (pH 4.5)
icindeki 1sitilmamis WPI:LMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis %10’luk
Y/S emiilsiyonlarinin integral transmisyonu
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Sekil 12. Farklt WPI:DMP oranlarinda 10 mM sodyum asetat tamponu (pH 4.5)
igindeki 1sitilmis WPI:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis %10’ luk
Y/S emiilsiyonlarinin integral transmisyonu

3.4.5 QCM-D Deneyi

Isitilmis ve 1sitilmamis her iki kompleksin adsorbsiyonu i¢in WPI'in
DMP’ye orani diistiikge (2:1 den 1:2’ye) frekansin da diistiigii gozlenmistir (Sekil
13). Durulamadan 6nce ve sonraki frekans degisiklikleri, frekans konusunda en
yiiksek diisiisii; 1:2 oraninda gostermektedir, bu da komplekslerin adsorbe olan
katmaninin kalinhig1 ile agiklanmaktadir. Isitilmamis WPI tuhaf bir adsobsiyon
davranig1 gostermistir. Bunun sebebi, daha biiyiik parcaciklarin olusmasi sebebiyle
(agregasyon) meydana gelen zayif adsorbsiyon olabilir. Bu durum 1sitilmis WPI’da
gozlenmemistir. Benzer kiimelenme sistemlerine sahip olmalarina ragmen,
1sitmanin hidrofobik olarak kaplanmis altin ylizey ve WPI arasindaki hidrofobik
baglanmay1 arttirmasi sebebiyle, WPI’'nin adsobsiyon kapasitesini arttirmasi

beklenmektedir.
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Sekil 13. Farkli WPLI.LMP oranlarinda pH 4.5’te olusturulmus 1sitilmis (B,D) ve
isitilmamis (A, C) WPL:LMP komplekslerinin frekans ve yayilimi (overtone 7).
pH 4.5’te zamana kars1 adsorbsiyonu, yine pH 4.5’te 10 mM Na-asetat

tamponuyla durulama izlemistir.

3.4.6 Krema Fazindaki Protein Konsantrasyonu

Genel olarak, WPI:DMP orani diistiik¢e protein adsorbsiyonu da diismiistiir.

Kayda deger bir degisim yalnizca WPI tarafindan stabilize edilen emiilsiyonlarda

goriilmektedir. Isil islem uygulanmamis kompleksler daha zayif bir adsorbsiyon

gostermistir. Bu ylizden, hazirlandiktan birkag saat sonra emiilsiyonda faz ayrilmasi

gozlenmistir (Sekil 14, sol). Diger yandan, 1sitilmis kompleksler daha iy1 bir

stabilite gostermis ve bu da nispeten daha yiiksek bir protein adsorbsiyonunun

varligina igaret etmektedir. Isil iglemin proteinin yiizey hidrofobisitesini arttirdigi

ve yag damlacik ylizeyine daha iyi bir baglanma saglamis oldugu diistiniilmektedir.

Isitma islemi uygulanmis komplekslerin diger WPLLMP kompleksleriyle

karsilastirilabilecek dilizeyde adsorbsiyon gosterdigi bu fenomen, QCM-D

verilerince (Sekil 13) desteklenmistir.
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Sekil 14. Isitilmamis ve 1sitilmig WPI tarafindan stabilize edilmis Y/S
emiilsiyonlarinin hazirlandiktan birkag saat sonraki hali
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Sekil 15. pH 4.5 te olusturulmus farkli oranlarda WPI:DMP komplekslerinin
krema fazindaki protein konsantrasyonlari
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3.4.7 Krema Fazindaki Pektin Konsantrasyonu
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Sekil 16. pH 4.5’te hazirlanmis farkli oranlardaki WPI:DMP komplekslerinin
krema fazindaki LMP konsantrasyonu

Genelde, Sekil 16°da da gosterildigi tizere, WPI:DMP oran diistiik¢e yiizey
pektin yiikii artmigtir. Kullanilabilir pektin oranimmin daha fazla olmasi, yag
damlaciklarinin yiizeyinde pektin katmaninin olusumuna olanak saglamakta ve bu
da protein molekiilleriyle biiylik bir interaksiyona isaret etmektedir. Bu yiizden
yiizey pektin ylikiinde artis beklenmistir. Pektin B-laktoglobulin ile interaksiyona
girebilir ve negatif olarak yiiklenmis gruplar1 sayesinde doyma noktasina kadar
kaplanmis bir katman olarak birikebilir (Ron et al., 2010).

3.4.8 pH Stabilitesi

Emiilsiyonlar hazirlandiktan hemen sonra pH 4.5’te olusturulan, 1sitilmis ve
1sitilmamis kompleksler tarafindan stabilize edilmis emiilsiyonlarin pH's1 2.0-8.0’a
ayarlanmistir. Ertesi giin, Sekil 17°de gosterildigi iizere orneklerin fotograflari
cekilmistir. Orneklerin pH-tepkisel davranisim daha iyi anlamak icin, ilk
olusturulan (pH 4.5) emiilsiyonlarin D4,3’i  gozlemlenmistir.  Sonra,
emiilsiyonlarin pH'lar1 segilen pH'lar olan 2.0 ve 8.0’a ayarlanmistir. En sonunda,
pH 2.0 ve 8.0’dan 4.5’e ayarlanmustir. Isitilmis ve 1sitilmamis farkli oranlardaki

WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis tiim emiilsiyonlar benzer
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davraniglar sergilemistir. Bu benzersiz davranig, emiilsiyon-bazli aktarim sistemi

seklinde enteresan uygulamalara imkan verebilir.

Unheated complexes Heated complexes

50 55 60 7.0 80 ; 0 45 50 55 60 7.0 80

Sekil 17. WPI:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilen Y/S emiilsiyonlarinin
pH degisiklikleri altinda kremalasma stabilitesi. Fotograflar 6rneklerin
hazirlanmasindan 1 giin sonra ¢ekilmisti
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4. TARTISMA

WPI’1n elektriksel yiik yogunlugu pH 5’in {izerinde daha fazla negatif yiike
dogru artmis, pH 4.5 altinda daha cok pozitif yiikke dogru azalmigtir. WPI'1in
izoelektrik noktas1 4.8 civarindadir. Whey proteini ve biopolimerlerin elektrostatik
kompleksasyonlar1 proteinin izoelektrik noktasi altinda en iyi sonucu verir.
DMP’nin yiik yogunlugu ise pH arttik¢a artmistir. Yiiksek (pozitif ya da negatif) (-
potansiyel emiilsiyonlar i¢in yiiksek fiziksel kararliliga isaret ederken, diisiik
degerler kararsizligi gosterir. Isitilmis WPLI:DMP dispersiyonlarinda DMP orant
yiiksek olanlar daha yiiksek (-potansiyel sonuglart vermistir, bu da olusan
komplekslerin yiiksek kararliliga sahip oldugunu gostermektedir. Optik mikroskop
analizleri 1sitilmig WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis Y/S
emiilsiyonlarinin, 1sitilmamis WPL:DMP kompleksleriyle stabilize edilenlere
kiyasla kismen daha biiyiik damlacik boyutlar1 ve agregasyon meydana getirdigini
gostermistir. WPI:DMP komplekslerinin damlacik boyutu, yalnizca WPI ile

stabilize edilenlere gore daha kiigiiktiir.

WPI'm DMP’ye orami diistiikkge, 1sitilmis ve 1sitilmamis WPL:DMP
kompleksleri tarafindan stabilize edilmis her iki emiilsiyon i¢in de hacim-agirlikli
ortalama damlacik boyutu diismiistiir. Isitilmis WPI:DMP tarafindan stabilize
edilmis emiilsiyonlar, 1sitilmamis olanlara gére kismen daha biiyiik D[4,3]
rakamlar1 gostermistir. Isitilmis ve 1sitilmamis WPL:DMP komplekslerinin her ikisi
de verilen tiim oranlar i¢in benzer viskozite degerleri gostermistir. WPI:DMP orani
azaldikca vizkozite artmistir. Hizlandirilmis Kremalagma Analizleri, yalnizca WPI
(2:0) tarafindan stabilize edilmis emiilsiyonlarin stabil olmadigini ve hizli bir
sekilde santrifiij isleminin daha 10 dakikasi i¢erisinde kararsizlagtigini gdstermistir.
Isitilmamis WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilmis Y/S emiilsiyonlari,
isitilmis WPL:DMP kompleksleri tarafindan stabilize edilenlere gore daha 1yi bir
kremalasma stabilitesi gostermis; 1sitilmis kompleksler tarafindan stabilize edilmis
Y/S emiilsiyonlarmin santrifiijden ©once ve sonraki yliksek % integral

transmisyonlar1 da bunu desteklemistir.

QCM-D sonuglart DMP orani arttik¢a, frekansin daha yiiksek oldugunu ve

bu yiizden de her iki 1sitilmis ve 1sitilmamis Ornekler i¢in elde edilen adsorbe
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edilmis katmanin daha kalin oldugunu gostermistir. Genel olarak, WPI tarafindan
stabilize edilen emiilsiyonlarda goriildiigii iizere, WPL:DMP oran1 diistiikce,
adsorbsiyon orani artmistir. Isitilmamis kompleksler zayif bir adsorbsiyon
gostermistir. Isitilmis kompleksler daha iyi bir stabilite gostermis; bu da goreceli
olarak daha yliksek protein adsorbsiyonuna isaret etmektedir. Bu durum, 1sil
islemin proteinin hidrofobisitesini arttirmasi ve yag damlaciklarinin yiizeylerine

daha iyi bir sekilde tutunmasina olanak vermesine baglanmaktadir.

pH stabilite analizlerinde, pH'nin emiilsiyonlarin stabilitesini etkiledigi
goriilmiis ve emiilsiyonlar 4.5 pH'da iyi bir fiziksel stabilite gostermistir. Dahasi,
bu pH degerinin 6tesinde, emiilsiyonlarda faz ayrilmasi goriilmiistiir. Faz ayrilmasi
pH 4.5’e getirildigi zaman tersinir karakter gostermektedir. Bu essiz davranis

emiilsiyon-bazli aktarma sistemleri {izerinde ilgin¢ uygulamalara olanak verebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Whey proteinleri besinsel, fonksiyonel ve teknolojik degeri yiiksek, aktif
bilesenlerin enkapsiilasyonu, iletim sistemleri ve emiilsiyon stabilizasyonu gibi
alanlarda kullanilabilecek iyi bir alternatiftir. Diger biopolimerler ile kompleks
koaservasyonu olusturabilir, pickering stabilizasyon ile emiilsiyonlar1 stabilize
edebilirler. Whey proteinleri ve biopolimerler arasindaki etkilesimler ¢cogunlukla
elektrostatik olarak gergeklesir ve bunu etkileyen pH, iyonik gii¢, yiik yogunlugu,
biopolimer oranit gibi faktérler mevcuttur. Bu calismada bunlarin etkileri
incelenmis, arayiiz ¢alismalarina yogunlagilmis ve ileriki ¢aligmalar i¢in birtakim
sonuclar elde edilmistir. Bundan sonraki calismalar protein-polisakkarit
komplekslerinin iletim sistemleri, enkapsiilasyon ve emiilsiyon sistemlerinin daha
ileri karakterizasyonu ve reolojik ozellikleri lizerine yogunlasabilir. Bu ¢alisma
komplekslerin emiilsiyon i¢indeki fizikokimyasal 6zelliklerini aragtirmak agisindan

yol gosterici olmustur.
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7. EKLER

EK 1 Aciklama

Regression values and their significance value from two-way ANOVA and
multiple comparisons using Tukey test for D4.3 of O/W emulsions stabilized
by WPI and WPI:LMP complexes

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: D4,3

Type I Sum Mean
Source of Squares df Square F Sig.
Corrected 77.959% 7 11.137 255.632 .000
Model
Intercept 1060.542 1 1060.542 24342.972 .000
ratio 73.708 3 24.569 563.944 .000
treatment 3.315 1 3.315 76.096 .000
ratio * .937 3 312 7.166 .003
treatment
Error .697 16 .044
Total 1139.199 24
Corrected Total 78.656 23

a. R Squared = .991 (Adjusted R Squared = .987)

Dependent Variable: D4,3
Tukey HSD

Multiple comparisons

Mean 95% Confidence Interval

Difference (I- Std. Lower Upper

(I) ratio (J) ratio J) Error Sig. Bound Bound
2:0 2:1 3.3200° 12051 .000 2.9752 3.6648
1:1 4.1533" 12051 .000 3.8086 4.4981
1:2 4.3633" 12051 .000 4.0186 4.7081
2:1 2:0 -3.3200" 12051 .000 -3.6648 -2.9752
1:1 .8333" 12051 .000 4886 1.1781
1:2 1.0433" 12051 .000 .6986 1.3881
1:1 2:0 -4.1533" 12051 .000 -4.4981 -3.8086
2:1 -.8333" 12051 .000 -1.1781 -.4886
1:2 2100 12051 335 -.1348 5548
1:2 2:0 -4.3633" 12051 .000 -4.7081 -4.0186
2:1 -1.0433" 12051 .000 -1.3881 -.6986
1:1 -.2100 12051 335 -.5548 .1348
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Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .044.
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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EK 2 Aciklama

Regression values and their significance value from two-way ANOVA and
multiple comparisons using Tukey test for viscosity of O/W emulsions

stabilized by WPI and WPI:LMP complexes

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Viscosity

Type III Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected 129.961% 4 32.490 596.381 .000
Model
Intercept 235.554 1 235.554 4323.736 .000
ratio 129.706 3 43.235 793.611 .000
treatment 256 1 256 4.692 119
Error 163 3 .054
Total 365.678 8
Corrected Total 130.125 7

a. R Squared = .999 (Adjusted R Squared =.997)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Viscosity
Tukey HSD

Mean 95% Confidence Interval

Difference (I- Std. Lower Upper

(I) ratio (J) ratio J) Error Sig. Bound Bound
2:0 2:1 -.7000 23341 161 -1.8263 4263
1:1 -2.8450" 23341 .004 -3.9713 -1.7187
1:2 -10.1600°" 23341 .000 -11.2863 -9.0337
2:1 2:0 .7000 23341 161 -.4263 1.8263
1:1 -2.1450" 23341 .008 -3.2713 -1.0187
1:2 -9.4600" 23341 .000 -10.5863 -8.3337
1:1 2:0 2.8450" 23341 .004 1.7187 3.9713
2:1 2.1450" 23341 .008 1.0187 3.2713
1:2 -7.3150° 23341 .000 -8.4413 -6.1887
1:2 2:0 10.1600" 23341 .000 9.0337 11.2863
2:1 9.4600" 23341 .000 8.3337 10.5863
1:1 7.3150" 23341 .000 6.1887 8.4413

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .054.

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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