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YUKSEK LiSANS TEZI

PROTEIN CESIDI VE ISITMA SARTLARININ NANOFIBRILE
PROTEINLERIN OZELLIKLERINE ETKIiSI

Canan KURU
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Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Dog. Dr. Ismail TONTUL
2025, 50 Sayfa

Jiiri
Doc. Dr. Ismail TONTUL
Prof. Dr. Nilgiin ERTAS
Dr. Ogr. Uyesi Hiimeyra CETIN BABAOGLU

Bu calismanin amaci, farkli kaynakli (peynir alti suyu proteini, piring proteini izolati, bezelye
proteini izolat1 ve gliiten) proteinleri asidik ortamda belirli siirelerle 1sitarak diiz ve kivrimli nanofibriller
olusturmak ve bu nanofibrile proteinlerin ikincil yapisal doniigiimlerini, fizikokimyasal 6zelliklerini ve
fonksiyonel performanslarini kapsamli olarak degerlendirmektir.

FTIR ve dairesel dikroizm spektroskopisi sonuglari, nanofibrilasyonun 6zellikle B-plaka ve
antiparalel B-plaka oranlarini artirdigini ve peynir alt1 suyu ile piring proteininin bu doniisiimde en basarili
profili sergiledigini gostermistir. Bezelye proteini, yiiksek sicakliga karst daha duyarli bulunmus, gliiten
ise tiim siirelerde tutarl fibril 6zellikleri ortaya koymustur.

Morfolojik optimizasyon agisindan diiz fibril olusumu igin 36 saatlik 1sitma, kivrimli fibril
olusumu igin ise 24 saatlik 1sitma en elverisgli kosullar olarak belirlenmistir. 48 saatlik uzun siireli iglem
bazi 6rneklerde fibril yapinin bozulmasina yol agmustir.

Fizikokimyasal analizler, kivrimli nanofibrillerin daha yiiksek yiizey hidrofobisitesi,
higroskopisite ve yogunluk degerlerine; diiz nanofibrillerin ise daha iyi akigkanlik ve diisiik koheziflige
sahip oldugunu ortaya koymustur. Emiilsiyon aktivite ve stabilite testleri, dzellikle peynir alt1 suyu
proteini nanofibrillerinin {istiin performans sergiledigini ve 36 saatlik 1sitmanin stabiliteyi maksimize
ettigini gostermistir.

Sonug olarak, protein kaynagi ve 1sitma siiresi nanofibril 6zelliklerini belirlemede kritik rol
oynamaktadir. Elde edilen bulgular, fonksiyonel gida ve yiizey-aktif ajan uygulamalarinda nanofibril
tasarimi i¢in yol gosterici niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Asidik 1sitma, emiilsifiye edici 6zellikler, ikincil yapilar, modifiye
proteinler, nanofibrilasyon
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PROPERTIES OF NANOFIBRILLATED PROTEINS

Canan KURU

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN FOOD ENGINEERING

Advisor: Assoc. Prof. Dr. ismail TONTUL
2025, 51 Pages

Jury
Assoc. Prof. Dr. ismail TONTUL
Prof. Dr. Nilgiin ERTAS
Assist. Prof. Dr. Hiimeyra CETIN BABAOGLU

The objective of this study was to generate both straight and curled nanofibrils by subjecting
proteins from different sources (whey protein, rice protein isolate, pea protein isolate and gluten) to acidic
heat treatment for defined durations, and to comprehensively evaluate the secondary structural
transformations, physicochemical characteristics and functional performance of these nanofibrillated
proteins.

FTIR and circular dichroism spectroscopy results demonstrated that the nanofibrillation process
markedly increased the B-sheet and antiparallel B-sheet contents, with whey protein and rice protein
exhibiting the most pronounced structural conversion profiles. Pea protein proved more sensitive to
elevated temperatures, whereas gluten consistently maintained its fibrillar characteristics across all
treatment times.

In terms of morphological optimization, a 36-hour heat treatment was identified as optimal for
straight fibril formation, while a 24-hour treatment yielded the most favorable curled fibrils. Extended
processing for 48 hours led to fibril degradation in certain samples.

Physicochemical analyses revealed that curled nanofibrils possessed higher surface
hydrophobicity, hygroscopicity and density values, whereas straight nanofibrils exhibited superior
flowability and lower cohesiveness. Emulsion activity and stability assays showed that whey protein
nanofibrils delivered exceptional performance, and that a 36-hour treatment maximized emulsion
stability.

In conclusion, protein source and heating duration critically govern nanofibril properties. The
findings provide guidance for nanofibril design in functional food and surface-active agent applications.

Keywords: Acidic heating, emulsifying properties, modified proteins, nanofibrillation,
secondary structures



ONSOZ

Proteinlerin ¢esitli yontemlerle modifiye edilmesi yoluyla islevsel 6zelliklerinin
tyilestirilmesi, yeni nesil gida bilesenlerinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.
Nanofibrilasyon, bu amagla kullanilan ve potansiyeli yiiksek olan bir tekniktir. Ozellikle
emiilsifiye edici 6zellikleri artirilmis, kontrollii higroskopisiteye ve istenilen yogunluk
Ozelliklerine sahip nanofibril proteinler; soslar, igecekler, et ikameleri, yiiksek proteinli
atistirmaliklar ve enkapstilasyon sistemleri gibi bir¢ok uygulamada katki maddesi veya
tasiyic1 sistem olarak degerlendirilebilir. Ayrica bitkisel protein kaynaklarinin bu
stirecle fonksiyonel hale getirilmesi, siirdiirtilebilirlik ve temiz etiketli iiriin trendleriyle
uyumlu ¢oziimler sunmaktadir. Bu baglamda calisma, protein bazli gida bilesenlerinin
yeniden yapilandirilmasi yoluyla daha stabil, fonksiyonel ve tiiketici odakli iirtinlerin
gelistirilmesine bilimsel altyap1 saglamaktadir.

Tez siirecimin her asamasinda bilgi ve deneyimleriyle bana yol gosteren degerli
hocam Dog. Dr. Ismail TONTUL’a minnettarim. Ayrica laboratuvar calismalarim
sirasinda her zaman desteklerini hissettiren Ars. Gor. Dr. Vildan EYIZ ve Dr. Merve
AYDIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismaya 1230687 numarali proje kapsaminda finansal destek saglayan
TUBITAK’1n degerli yetkililerine ve emegi gegen tiim calisanlarina tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca bana her kosulda destek olan, sevgisini ve inancini

daima hissettiren aileme goniilden tesekkiirlerimi iletirim.
Canan KURU
KONYA-2025
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar

XRD
FTIR
CD
SDS
EAI
ESI
PASPI
24NW
24CW

36NW
36CW

48NW
48CW

BPI
24NB
24CB
36NB
36CB
48NB
48CB
PPI
24NP
24CP
36NP
36CP
48NP
48CP
G
24NG
36NG
48NG

X-1s1n1 Kirinimi

Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi

Dairesel dikroizm

Sodyum dodesil siilfat

Emiilsiyon aktivite indeksi

Emiilsiyon stabilite indeksi

Peynir alt1 suyu protein izolati

24 saat 1s1tma ile elde edilmis diiz peynir alt1 suyu proteini nanofibrili

24 saat 1sitma ile elde edilmis kivrimli peynir alti suyu proteini
nanofibrili

36 saat 1s1tma ile elde edilmis diiz peynir alt1 suyu proteini nanofibrili

36 saat 1sitma ile elde edilmis kivrimli peynir alti suyu proteini
nanofibrili

48 saat 1s1tma ile elde edilmis diiz peynir alt1 suyu proteini nanofibrili

48 saat 1sitma ile elde edilmis kivrimli peynir alti suyu proteini
nanofibrili

Bezelye protein izolati

24 saat 1s1tma ile elde edilmis diiz bezelye proteini nanofibrili

24 saat 1sitma ile elde edilmis kivrimli bezelye proteini nanofibrili

36 saat 1sitma ile elde edilmis diiz bezelye proteini nanofibrili

36 saat 1s1tma ile elde edilmis kivrimli bezelye proteini nanofibrili

48 saat 1s1tma ile elde edilmis diiz bezelye proteini nanofibrili

48 saat 1sitma ile elde edilmis kivrimli bezelye proteini nanofibrili

Piring protein izolat1

24 saat 1s1tma ile elde edilmis diiz piring proteini nanofibrili

24 saat 1sitma ile elde edilmis kivrimli piring proteini nanofibrili

36 saat 1sitma ile elde edilmis diiz piring proteini nanofibrili

36 saat 1s1tma ile elde edilmis kivrimli piring proteini nanofibrili

48 saat 1s1tma ile elde edilmis diiz piring proteini nanofibrili

48 saat 1s1itma ile elde edilmis kivrimli piring proteini nanofibrili

Gluten

24 saat 1sitma ile elde edilmis diiz gluten nanofibrili

36 saat 1sitma ile elde edilmis diiz gluten nanofibrili

48 saat 1sitma ile elde edilmis diiz gluten nanofibrili

Vi



1. GIRIS

Yasamu siirdiiren faaliyetler i¢in gerekli olan makro besin maddelerinden
proteinler, yalnizca beslenme ag¢isindan degil, ayn1 zamanda yapi olusturucu 6zellikleri
ile 6nemlidir (Meng ve ark., 2022). Dogal igeriklere yonelik artan talebe yanit olarak,
yenilebilir proteinlerin yap1 olusturucu 6zelliklerinin gelistirilmesine yonelik biiyiik bir
caba harcanmaktadir. Denatiirasyon, hidroliz ve agregasyon proteinlerin ozelliklerini
degistirmektedir. Proteinlerin isleme sartlarina ve iyonik kuvvete bagl olarak 1sil
denatiirasyonu, esnek yapilar, fibriller ve nano ya da mikro boyutlu partikiiller gibi
farkli tirtinler olusturmaktadir (Mohammadian ve ark., 2018).

Yiiksek asidite ve diisiik iyonik kuvvete sahip ortamlarda, proteinlere 1sil islem
uygulanmasi oncelikle denatiirasyona neden olmaktadir. Daha sonra olusan amino asit
ve peptitler arasinda gergeklesen hidrofobik etkilesimler, elektrostatik kuvvetler,
hidrojen baglart ve van der Waals kuvvetleri sonucu kendi kendine diizenlenerek
protein fibrillerini meydana getirebilmektedir. Amiloid fibriller,diger kiiresel ya da
diizensiz protein birikimlerinden farkli olarak, yiiksek uzunluk-¢ap oranmna sahip
dogrusal ve gubuk benzeri yapilar olusturan 6zgiil denatiire protein agregatlaridir (Meng
ve ark., 2022). Amiloid fibriller, diger kiiresel veya rastgele kiimelerden farkli, dogrusal
yapilara ve yiiksek en-boy oranlarina sahip ¢ubuk seklindeki yapilar olan denatiire
protein kiimeleri olarak tanimlanabilmektedir. Protein fibrillerinin ¢ogunun c¢ap1 100
nm'den kii¢iik oldugu i¢in nanofibriller olarak da adlandirilmaktadir (Wawer ve ark.,
2019).

Gida nanofibrillerindeki ¢ok sayida capraz -tabaka ve "sterik fermuar"” yapilart,
onlara belirli gevresel kosullar altinda istenen yap1 ve ozellik stabilitesini saglamaktadir
(Riek ve Eisenberg, 2016). Bu nedenle protein fibrillerinin olusum mekanizmasinin
anlasilmasi ile fibrilasyon kosullar1 ve etkileyen faktorler konusunda bilgi sahibi olmak
olduk¢a onemlidir. Dogal proteinler ile karsilastirildiginda, protein nanofibrilleri hem
biyolojik olarak hem de viskozite, jellesme, emiilsifikasyon, kopiirme, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite gibi teknolojik ac¢idan ©nemli farkliliklar gostermektedir
(Mohammadian ve Madadlou, 2018).

Bu ¢alismanin amaci hayvansal ve bitkisel kaynakli 4 farkli proteinden diiz ve
kivrimli morfolojiye sahip nanofibrillerin eldesidir. Bu amagla farkli 1sitma siirelerinde

1s1l iglem uygulanarak 1sil islemin etkileri de incelenmistir. Elde edilen nanofibrile



yapilarin fiziksel, kimyasal ve teknolojik ozellikleri analiz edilerek, protein kaynagi,

nanofibril morfolojisi ve 1sitma siiresinin bu 6zellikler tizerine etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Proteinlerin Beslenme i¢in Onemi

Proteinler, insan beslenmesinde temel makro besin 6gelerinden biri olup,
biiyiime, gelisme, doku onarimi1 ve metabolik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde hayati rol
oynar. Amino asitlerden olusan bu biiyiik molekiiller, viicutta enzim, hormon, antikor ve
tastyict proteinlerin yapiminda kullanilir. Ozellikle kaslar, organlar ve bag dokular gibi
yapisal bilesenlerin temelini olustururlar.

Viicudumuz, 20 amino asitten 9'unu sentezleyemez. Elzem amino asitler olarak
adlandirilan bu amino asitler diyetle alinmalidir. Yeterli miktarda ve dengeli amino asit
profiline sahip proteinler, biiyiime, bakim ve sag kalim igin gereklidir. Protein kalitesi,
bir proteinin sindirilebilirligi ve elzem amino asit icerigiyle degerlendirilir. Yiiksek
kaliteli proteinler, sindirimi kolay olan ve tiim elzem amino asitleri yeterli miktarda
saglayan proteinlerdir (Calvez ve ark., 2024).

Diyetle alinan proteinler, sindirim sirasinda olusan peptitler araciligiyla istah
diizenlemesi, glukoz ve lipid metabolizmasi, kan basinci, kemik metabolizmas1 ve
bagisiklik fonksiyonlar1 gibi bircok fizyolojik siireci etkiler. Ayrica, proteinlerin
sindirimi sirasinda olusan biyoaktif peptitler, bagirsak mikrobiyotasiyla etkilesime
girerek saglik iizerinde olumlu etkiler saglayabilir (Jahan-Mihan ve ark., 2011; Shahnaz
ve ark., 2024).

Yetersiz protein alimi, Ozellikle gelismekte olan iilkelerde ciddi saglik
sorunlarima yol agmaktadir. Protein eksikligi, biiylime geriligi, bagisiklik sistemi
zay1flig1, anemi, kas kayb1 ve hatta 6liimle sonuglanabilir. Diinya genelinde yaklasik bir
milyar insanin kronik protein yetersizligi yasadigi tahmin edilmektedir (Wu 2016).

Geligsmis Tllkelerde ise protein alimi genellikle yeterli olsa da yagllar,
vejetaryenler ve veganlar gibi belirli gruplarda protein kalitesi ve miktar1 agisindan
eksiklikler goriilebilmektedir. Diisiik kaliteli protein kaynaklarina dayali diyetler, elzem
amino asitlerin yetersiz alimina ve dolayisiyla saglik sorunlarina neden olabilmektedir

(Moughan ve ark., 2024).

2.2. Proteinlerin Teknolojik Ozellikleri
Proteinler, gida endiistrisinde sadece besin 6gesi olarak degil, ayn1 zamanda
iriinlerin yapisal ve duyusal 6zelliklerini belirleyen temel bilesenler olarak da énemli

rol oynar. Bu teknolojik 6zellikler, proteinlerin fiziksel ve kimyasal davraniglarini ifade



eder ve gida firiinlerinin islenmesi, stabilitesi, dokusu ve tiiketici kabulii iizerinde
dogrudan etkilidir.

Proteinlerin teknolojik 0Ozellikleri arasinda c¢oziiniirlilk, su ve yag baglama
kapasitesi, emiilsifiye etme, kopilik olusturma ve stabilizasyon, jel olusturma yetenegi ve
viskozite gibi fonksiyonel 6zellikler bulunur (Poji¢ ve ark., 2018; Qamar ve ark., 2020).
Her ne kadar hem hayvansal hem de bitkisel proteinler ¢esitli fonksiyonel 6zelliklere
sahip olsa da genel olarak hayvansal proteinler teknolojik Ozellikler agisindan daha
stlindiir. Nitekim 6zellikle siit kaynakli peynir alti suyu proteini ve sodyum kazeinat
gibi proteinler film olusturucu, emiilsifiye edici ve kivam artiric1 6zellikleri nedeniyle
cesitli gida formiilasyonlarinda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ancak hem ucuz
olmalar1 hem de siirdiiriilebilirlik ve etiksel avantajlari nedeniyle bitki proteinlerine olan
ilgi artis gostermektedir (Day ve ark., 2022).

Ozellikle bitki bazli gidalara olan ilginin artmasi iireticileri ¢cok yonlii katki
maddelerini kullanmaya itmektedir. Nitekim hayvansal gidalara benzer yapisal
ozelliklerin saglanmasi i¢in bazi gidalarda onlarca farkli katki maddesi kullanmay1
gerektirebilmektedir (Jaeger ve ark 2024). Bu nedenle 6zellikle bitkisel proteinlerin
teknolojik ozelliklerini gelistirmek veya yenilik¢i Ozellikler kazandirmak amaciyla

cesitli islemler uygulanmaktadir.

2.3. Modifiye Proteinler

Bitkisel proteinlerin kisitli fizikokimyasal islevsellikleri, genel olarak gida
tirtinlerinde kullanimlarint sinirlamaktadir. Bir proteinin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi
gida formiilasyonuna dahil edilmesini zorlagtirmakta ve kompakt, kiimelenmis ve esnek
olmayan yapisi, ara yiizleri stabilize etme yeteneklerini sinirlamaktadir (Day ve ark.,
2022).

Hayvansal ve bitkisel proteinler arasindaki yapisal farkliliklar, duyusal 6zellikler
tizerinde biiyikk etki de dahil olmak fizere bir¢cok {iirlinde dogrudan ikameyi
engellemektedir. Ancak, proteinlere uygulanan g¢esitli islemlerle, 6zelliklerinin
degistirilmesi ve fonksiyonelliginin gelistirilmesi miimkiindiir. Boylece tiiketiciler
tarafindan  kabul edilebilirligi  yiiksek yenilik¢i bitkisel protein  ¢dziimleri
tasarlanabilmektedir (Day ve ark., 2022). Gelistirilmesi istenen teknolojik 6zellige bagh
olarak farkli modifikasyon uygulamalar1 gerekmektedir (Phillips, 2013). Nitekim

protein tek basina veya diger bilesenlerle kombinasyon halinde fiziksel, kimyasal



ve/veya enzimatik (biyokimyasal) islemlerle modifiye edilebilmektedir (Day ve ark.,
2022).
2.3.1 Fiziksel modifikasyon

Protein yapisini izole olarak veya bir gida matrisinin pargasi olarak degistirmek
icin bazi kuvvet alanlarinin uygulanmasini igeren protein modifikasyon yaklasimlari
fiziksel modifikasyon olarak siniflandirilabilir. Genellikle, bu teknikler protein
boyutunun kiigiiltiilmesine veya yeniden dagitilmasina, yapinin agilmasina veya protein
konformasyonunun kalici denatiirasyonuna sebep olmaktadir (Akharume ve ark., 2021).
Fiziksel islemler 1s1l islem, yiiksek hidrostatik basing (Balasubramaniam ve ark., 2015),
ultrason (Gharibzahedi ve Smith, 2020), basingli homojenizasyon, darbeli elektrik
alanlar1 (Zhang ve ark., 2021) veya diger kesme islemleri (Bekard ve ark., 2011) gibi
prosesleri igermektedir. Ayrica, ekstriizyon ve soguk plazma teknolojisi de fiziksel

islemlerle modifikasyon prosesine dahildir (Akharume ve ark., 2021).

2.3.2 Kimyasal modifikasyon

Kimyasal modifikasyonlar, kimyasal ajanlar kullanilarak orijinal protein
yapilariin biitiinliigiinii degistiren baglarin kirilmasi veya yeni baglarin olugmasina
neden olan reaksiyonlarla ger¢eklesmektedir. Bu yaklasimla, protein yan zincirlerinin
(amino, karboksil, distlfiir/siilfidril, imidazol, indol, fenolik ve tiyoester gibi) kimyasal
reaksiyondaki reaktifliginden yararlanilarak, protein biyofiziksel 6zellikleri ve
fonksiyonelligi diizenlemektedir. Boylece, bazi amino asit kalintilarinin e-amino
grubunu veya diger amino ve hidroksil gruplarini ikame ederek protein iizerindeki net
yik degismektir (Panyam ve Kilara, 1996). Kimyasal olarak modifiye edilmis
proteinlerin dogal molekiillere kiyasla gelismis fonksiyonel 6zellik gosterdigi
belirlenmistir. Ancak, kimyasal modifikasyon tekniklerinin ticarilestirilmesi toksik
kimyasal yan iriinlerin olusumu, maliyet ve tiikketici kabuliiniin distkligi gibi
nedenlere siirlidir (Sun-Waterhouse ve ark.,2014; Zhang ve ark., 2018). Bu nedenle,
kimyasal modifikasyon, temiz etiketli tiriinlere olan ilgiden 6tiirii, gida endiistrisinde
daha az tercih edilen bir modifikasyon teknigidir. Kimyasal modifikasyonlar
deamidasyon (Webb ve ark., 2002; Yao ve Zhao, 2015), siiksinilasyon (Delahaije ve
ark., 2014), asetilasyon (Yin ve ark., 2009) fosforilasyon (Li ve ark., 2010) ve

glikozilasyon (Akharume ve ark., 2021) reaksiyonlarini igermektedir.



2.3.3 Enzimatik modifikasyon

Bir proteinin yapisal ozelliklerini degistirmek igin proteolitik ve proteolitik
olmayan enzimlerin kontrollii uygulamasi enzimatik modifikasyon tekniklerini
olusturmaktadir. 1ilgi duyulan fonksiyonel o6zelliklere bagli olarak, enzimatik
modifikasyon, istenen fonksiyonelligi elde etmek igin bir protein yapisin1 par¢alamak
veya olusturmak igin uygulanabilir. Proteolitik enzimler (pepsin, papain, tripsin ve
alkalaz gibi) hidroliz siirecinde fonksiyonelligi degistirmek i¢in protein birincil amino
asit dizisindeki peptit baglarin1 kesmek i¢in uygulanirken, proteolitik olmayan enzimler
(transglutaminazlar gibi) capraz baglama yoluyla proteinin yapiy1r degistirmek ve
dokusal 6zellikleri iyilestimek i¢in kullanilmaktadir (Buchert ve ark., 2010). Proteolitik
enzimler, tripsin, lizin ve arginin gibi temel kalintilar1 kesip, kimotripsin, fenilalanin,
tirozin ve triptofan gibi aromatik kalintilar1 pargalarken, mikrobiyal transglutaminazlar
proteinin glutamin ve lizin kalintilarin1 ¢apraz baglamaktadir (Ma ve ark., 2005; Gaspar
ve de Goes-Favoni, 2015; Akharume ve ark., 2019). Genellikle, enzimatik
modifikasyon, hizli reaksiyon siiresi, enzimlerin 6zgilliigii ve reaksiyon kosullari
nedeniyle kimyasal modifikasyona gore daha fazla tercih edilmektedir (De Eslie ve
Cheryan, 1981; Buchert ve ark, 2010).

2.4. Nanofibrilasyon

Nanofibrilasyon genellikle karmagik hiyerarsik sistemlere entegre edilebilen ¢ok
kiiciik yapilar (1 ile 100 nm arasinda degisen Olgeklerde) iiretmek icin kullanilan
teknolojiler toplulugunu ifade etmektedir (Chen ve ark., 2001). Nanofibriller ince yapili,
genellikle 2-10 nm ¢apinda ve genellikle 1 um'den uzun olup iki veya daha fazla spiral
olarak diizenlenmis bir sekildedir.

Protein fibrillerinin olusumuna dair farkli mekanizmalar ve teoriler
gelistirilmistir. En yaygin sekilde kabul edilen “cekirdeklenmeye bagli polimerizasyon”
modeli, gecikme, gelisme ve olgunluk asamasi olmak {izere ii¢ kademeden olusmaktadir
(Chatani ve Yamamoto 2019). Fibrilasyonun ilk asamasi olarak kabul edilen gecikme
donemi, sirali yapilari olusturan kendiliginden c¢ekirdeklenme siirecini tetikler.. Bu
siirec yavas ilerlemektedir. Ikinci asama, protein veya peptitlerin fibril yapilarna
doniisme oraninin en yiiksek seviyeye ulastigl gelisme asamasidir. Bu asamada, olusan
protofilamentler siirekli bir genisleme siireciyle hizla biiyiimeye devam eder. (Sari¢ ve

ark., 2016). Protein fibrillerinin dengeye ulasmasi veya protein rezervlerinin



tilkenmesiyle sona eren ve nispeten stabil bir 6zellik gosteren asama, olgunluk asamasi
olarak tanimlanir.

Protein fibrilasyon siireci igin materyal temeline gére, monomer modeli ve
polipeptit modeli onerilmektedir. Monomer modeli, proteinlerin denatiirasyon ve
aktivasyonundan sonra fibriler protein agregatlar1 olusturabilecegini ileri siirmektedir
(Bolder ve ark., 2007). Ote yandan bazi arastirmalar, nanofibril olusumunda
bozulmamis protein monomerlerinden ¢ok, proteoliz sonucu oretaya ¢ikan peptitlerin
daha belirleyici bir rol oynadigini ortaya koymustur. Bu yaklasim ise genis ilgi goren,
polipeptit modeli olarak adlandirilmaktadir (Akkermans ve ark., 2008). Bu modele gore,
protein ilk olarak, bu islem sirasinda ¢ekirdek olarak kullanilacak peptitleri tiretmek i¢in
hidrolize olmaktadir. Fakat, daha yakin zamanda yapilan c¢aligmalarda protein
fibrilllerinin ana bileseninin, protein monomerleri ve peptitleri oldugu belirtilmistir
(Wei ve Huang, 2020).bu mekanizma ve modellere ilave olarak ikincil ¢ekirdeklenme
siireci de protein fibril olusumuna dair en sik arastirilan siireclerden biri olmustur.
Ikincil cekirdeklenme modeline gére, mevcut polimerizasyon ile olusan birincil
cekirdeklerin yiizeyine oligomerlerin eklenmesi ve bdoylece belirli bir o6lgekte
polimerlesmesi esasina dayanmaktadir. Yiiksek serbest enerjiye sahip “kritik ¢ekirdek”
olarak adlandirilan bir yapi, protein monomerlerine gore daha gii¢lii bir polimerizasyon
kapasitesiyle ¢ekirdek olusturabilmektedir. Boylece, protein monomerleri "¢ekirdegin"
ylizeyine yapisarak siirekli olarak uzamakta ve olgun protein fibrillerini olusturmaktadir
(Sekil 2.1) (Cao ve ark., 2020). Bu modelde fibril par¢alanmasi, ikincil ¢ekirdeklenme
siirecinin temel gostergelerinden biri olarak kabul edildiginden, dis kaynakli mekanik

kesme kuvvetleri kritik bir rol oynamaktadir.
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Sekil 2.1. Protein fibrillerinin olugum siirecinin ve mekanizmasinin gematik diyagrami

Notr bir pH degerinde, proteinin diisiik net yiikii daha kiiciik bir itici kuvvet
iiretir. Daha sonra, protein molekiilleri, opak graniiler jeller olusturmak i¢in hidrofobik
etkilesimler, disiilfiir baglar1 ve hidrojen baglari yoluyla rastgele agrega olusturur
(Urbonaite ve ark., 2016). pH izoelektrik noktadan uzaklastiginda, yiiksek yiiklii protein
molekiilleri nanofibriller olusturmak igin kendiliginden birlesmektedir.

Protein konformasyon degisiklikleri, hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler
ve hidrofobik etkilesimler gibi molekiiller arasi etkilesimleri kolaylastirarak protein
fibrilasyonunu tesvik eder (Adamcik ve Mezzenga, 2012). Gida proteinlerinin ¢ogu,
asidik bir kosulda (6rnegin pH 2.0) belirli bir sicaklikta veya notr pH degerinde alkoller
veya kaotropik/indirgeyici ajanlarin varhiginda fibrilasyona ugramaktadir (Jansens ve
ark., 2019; Lambrecht ve ark., 2019). Yiiksek sicaklik ve asidik kosullarda 1sitma ile
katlanmamis proteinler daha fazla hidrolize olarak fibrilasyon sirasinda 6nemli rol
oynayan peptitleri serbest birakir (An ve ark., 2022). Hayvan ve bitki kaynakli
proteinlerin yapisal 6zelliklerindeki farkliliklar, fibrilasyon siirecinde peptitlerin serbest
birakilma seklini farklilastirmaktadir. Ornegin, soya proteini izolatinin karmasik protein
bilesimi, fibrilasyon sirasinda cesitli bilesenlerin farkli hidroliz hassasiyetlerine sahip

olmasi nedeniyle ¢cok asamali peptit salimina yol agar (Tang ve Wang, 2010)



Nanofibrillerin yapilari, X-1sin1 kirmnimi (XRD), Fourier doniisiimlii kizilotesi
(FTIR) spektroskopisi ve dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi gibi teknikler ile
incelenmektedir (Riek ve Eisenberg, 2016).

2.4.1 Hayvansal Protein Fibrilleri

Stit proteinleri esas olarak kazein ve peynir alti suyu proteinlerinden
olusmaktadir. inek siitiindeki kazein, B-kazein, osi-kazein, asy-kazein ve k-kazein olmak
tizere birbiriyle iliskisiz dort protein fraksiyonunun karisimidir (Wang ve ark., 2020a).
k-kazeinin ve oasz-kazein kolayca nanofibrilasyona ugrar. Bununla birlikte, olusum
siireci klasik ¢ekirdeklenme teorisini izlemez (Lee ve ark., 2019). Ote yandan, B-kazein
ve osi-kazein, fibril agregatlarinin olusumunu etkin bigimde engelleyen ve dogru
protein katlanmasini destekleyen koruyucu ozellikler sergiler. Ancak heperan siilfatin
varliginda, bu proteinler nanofibril yapilar olusturabilmektedir. Bu durumda baglanma
tepkimesi, molekiiler diizeyde hidrojen baglar1 ve B-kazein ile gergeklesen hidrofobik
etkilesimler araciligiyla kendiligindenmeydan gelir (Wang ve ark., 2020a).

Yumurtadan elde edilen pek ¢ok protein de uygun kosullar altinda kendiliginden
birleserek fibriller olusturabilmektedir. Ovalbumin, kiiresel yapili bir glikoprotein olup,
yumurta beyazinda en bol bulunan proteindir. Ovalbuminden, pH 2.5 ve oda
sicakliginda 10 giinliik inkiibasyon ile fibriller iiretebilirken, 15 giin sonra siiper fibriler
yapilara sahip agregatlar gézlenmektedir (Pearce ve ark., 2007).

Apo-miyoglobinin fibril olusum siirecini inceleyen arastirmalar, fibril olusum
zorlugunun protein denatiirasyonunun derecesi ile iliskili oldugu sonucuna varmustir.
(Fandrich ve ark., 2003). Et isleme endiistrisinde, ¢evresel stres faktorlerine karsi
yiiksek direng gosteren ve yapisal stabilitesing siirdiirebilen apo- hemoglobin
fibrillerinin {retimi amaciyla, kandaki apo-hemoglobin fibrilasyon asamasina tabi

tutulmaktadir (Jayawardena ve ark., 2017).

2.4.2 Bitkisel Protein Nanofibrilleri
Tahil ve baklagil kaynakli birgok protein dogrudan ya da saflagtirildiktan sonra
nanofibrilasyon islemine tabi tutularak elde edilen yapilarin 6zellikleri analiz edilmistir.
Bitkisel proteinlerin nanofibril yapilar olusturmadaki potansiyelleri, yalnizca
protein fraksiyonlarinin yapisal 6zellikleriyle degil, ayn1 zamanda igerdigi amino asit
kompozisyonuyla da yakindan iliskilidir. Histidin gibi bazi amino asitler, aromatik

yapilar1 ve hidrofil yan zincirleri sayesinde fibril olusumu sirasinda protein-protein
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etkilesimlerini kuvvetlendirmekte ve olusan yapinin stabilitesini artirmaktadir. Bu
nedenle histidin agisindan zengin bitkisel proteinler (soya, bezelye, nohut gibi)
nanofibrilasyon ¢alismalarinda tercih edilen protein kaynaklar1 arasinda yer
almaktadir.(Wu, 2013; Zhou ve Regenstein, 2005)

Soya proteini, bitkisel kaynakli proteinler arasinda en erisilebilir ve yaygin
olarak kullanilanlardan biridir. Caligmalar, soya proteinin iki ana depolama proteini
olarak glisinin (11S globulin) ve B-konglisininden (7S globulin) nanofibrile yapilar
tiretilebildigi ve proteinde bulunan dahili B-yapraklarin fibrilasyon siirecinde 6nemli bir
rol oynadigii gostermistir. (An ve Li, 2020). iki protein yiiksek diizeyde sekans ve
yapisal benzerlik gostermesine ragmen, yapilan arastirmalar bu proteinlerin fibril
olusturma kapasitesinin birbirinden farkli oldugunu ortaya koymustur. B-konglisinin,
grisinine kiyasla kendi kendine fibril polimerlerini olusturma konusunda daha yiiksek
bir yetenege sahiptir ve meydana gelen fibriller daha fazla dallanma gdstermektedir
(Josefsson ve ark., 2019). Ayn1 zamanda, soya globulin fibrillerinin baz1 6zellikleri siit
proteinlerinden olan B-laktoglobuline benzerdir. Nitekim, glisin kokenli fibrillerin,
hayvansal proteinlerden elde edilen fibril yapilara kiyasla daha yiiksek kararlilik ve
dayaniklilik sergiledigi belirlenmistir (Wan ve Guo, 2019). Glisin molekiiliindeki asidik
ve bazik yap1 birimleri ayrildiginda, asidik alt birimler fibril yapilarin olusumuna daha
yatkinken, bazik alt birimler bu olusumu engellemeye egilimlidir. Soya proteini
fibrillerinin stabilitesi, 6zellikle ¢ozeltinin pH seviyesi ile dogrudan iliskilidir. Bu
ozellik, soya proteini fibrillerinin daha genis bir uygulama alanina sahip olmasini
siirlayan temel faktorlerden biridir. Wan ve Guo (2019), ¢evresel pH kosullarinin artisi
ile birlikte, SPI fibrillerinin yilizeyindeki pozitif yiikiin korunabilmesi amaciyla katyonik
polimerlerin eklenmesi Onerilmektedir.

Bezelye proteini besleyici ve hipoalerjenik 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilan bir bitki proteinidir. Albiimin ve globiilinden olusan bezelye proteininin esas
depo proteinleri, 11S (legumin) ve 7S (vicilin ve convicilin) globulinlerdir. Munialo ve
ark., (2014) sitma islemi sirasinda tiim bezelye proteinlerinin peptidler olusturmak
tizere hidrolize edildigini ve bunlarin yalnizca yarisinin protein fibrilleri olusturmak icin
kendi kendine bir araya gelebildigini gostermistir. Bezelye proteini ile hazirlanan
fibriler yapilar, kivrilmis solucan benzeri ve olduk¢a yumusak ozellikler gostermis ve
peynir altt suyu proteini fibril yapilarina kiyasla daha fazla dallanma ve kivrilma

ozelliklerine sahip olmustur.
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Liu ve Tang (2013) tarafindan gergeklestirilen arastirmada, barbunya
proteininin, mag fasulyesi ve kirmizi barbunya proteinlerine kiyasla belirgin sekilde
daha yiiksek bir fibrilasyon kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, ii¢
proteinde olusan fibrillerin sayisi, artan protein konsantrasyonu ile asamali olarak
artmistir. Barbunya fasulyesi proteini iyonik kuvvete bagli bir sekilde fibrilasyon
yetenegini bilyiik 6l¢tide gelistirirken, diger iki proteini ise hafifce etkilemistir. Wang ve
ark., (2020b) boriilce proteini, nohut proteini ve mercimek proteininden nanofibrile
protein olusumunu arastirmislardir. Asidik 1sitma kosullar1 altinda, bu baklagil
proteinleri ilk asamada denatiirasyona ugramig Ve protein yapilari bozularak
pargalanmistir. Isitma siiresinin Uzamasiyla, diisitk molekiiler agirlikli peptitlerin ¢ogu,
fibriller olusturmak i¢in daha fazla kiimelesme egilimi gostermistir. Calisma
sonuglarina gore boriilce proteini, nanofibrilasyona daha elverisli olmus bu nedenle
daha uzun esnek fibril kiimeleri gozlemlenebilmistir. Buna karsin, diger iki protein ise
yar1 esnek ve sert yapida fibriller olusturmustur (Wang ve ark., 2020Db).

Piring proteini, nétral pH degerlerinde ¢oziiniirliik gostermez. Bir arastirmada
ise, farkli cevresel faktorlerin piring kepegi protein agregatlarinin fibrilasyon dinamigi
tizerindeki etkileri incelenmistir. (Li ve ark., 2020). 90 °C ve pH 2.0 kosullarinda, piring
kepegi proteinindeki kiiresel graniiler proteinler, kademeli olarak g¢ubuk seklinde
fibrillere doniismiis ve 1sitma siiresinin artistyla birlikte bu fibriller nihayetinde lineer
agregatlara evrilmistir. Fibrillerin ortalama uzunlugu 500 nm'yi agmistir. Ayrica,
baslangictaki protein konsantrasyonunun yiiksek olmasi, agrega olusum hizinmi artirarak
fibrilasyon siirecini daha verimli hale getirmistir.pH 2.0’de elde edilen fibrillerin
kuvveti pH 7.0'de elde edilenlere gore daha giiglidiir (Zhang ve ark., 2014).

Son yillarda, zeinin kendi kendine agregasyon yoluyla olusturdugu fibril yapilar
lizerine yapilan arastirmalar Onemli bir artis gdstermistir. Zein, misirda bulunan,
biyobozunur, giivenli ve hipoalerjenik oOzelliklere sahip, amfifilik bir depolama
proteinidir. Baglica a-zein formunu igerirken, daha diisiik miktarlarda B-, y- ve 6-zein
izotiplerine de sahiptir (Sun ve ark., 2020). a-zein, belirli kosullar altinda nanofibrillerin
olusumuna olanak taniyan hidrofobik bir proteindir. Fibrillerin morfolojik yapisi,
protein ile c¢oziicli arasindaki hidrofobik ve hidrofilik etkilesimlere bagli olarak
sekillenmektedir. Bir ¢alisma, notre yakin pH degerleri ve diisiik etanol igeriginde,
kararli fibriler agregatlar olusturulabilecegini gostermistir. Dispersiyon asidik kosullar
ve yiiksek etanol bilesimi altindayken, dispersiyon icindeki hidrofobinin hidrofobik

etkilesimi ve etanoliin fibrillerin sentezini inhibe etmesi nedeniyle daha once olusan



12

fibril yapilar1 yok edilmekte ve kiiresel agregatlar elde edilmektedir (An ve ark., 2016).
Ayrica, proteinin buharlasma kaynakli kendi kendine bir araya gelme davranisi, zeinin
ikincil yapisindaki a-helikslerin B-yapraklarmma dontismesine neden olabilmektedir.
Keskin ve ark., (2020) etanol-sulu ¢oziiciisiindeki o-zein mikro yapisinin 1sil islem
uygulamalariyla nasil degistigini incelemek amaciyla atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) kullanmiglardir. 90 °C ve pH 4.0 kosullar1 altinda, 1sitma siiresinin siirekli
uzamasiyla a-zein dispersiyonunda diizensiz agregalarin yami sira diizenli kiiresel
pargaciklar ortaya ¢ikmis ve 8 saat 1sitma ile protein fibriler yapilar1 olusmaktadir.

Bugday gluteni, glutamin gruplari bakimindan zengin olup, ¢apraz B-yapilarin
olusumunu destekleyen hidrofobik etkilesimler saglayan ¢ok sayida hidrofobik amino
aside sahiptir. Ayrica B-plakalarin katlama egilimi yiiksek yapisal ozelliklere sahiptir.
Bu 6zellikler, bugday gluteninin amiloid fibrilleri olusturmak igin iyi bir yiiksek kaliteli
protein kaynagi haline getirmektedir (Zhang ve ark. 2023).

2.4.3 Nanofibrile proteinlerin teknolojik 6zellikleri

Dogal proteinlere gore iyi biyouyumluluga ve toksik olmayan 6zelliklere sahip
olan nanofibril proteinler (Mazaheri ve ark., 2015) kivam artirici, jellestirici ve
kopiirtiici 6zellikleri nedeniyle (Feng ve ark., 2018; Meng ve ark., 2022) gida bilimi,
biyotip ve nanoteknoloji gibi farkli alanlarda kullanilabilme potansiyeline sahiptir
(Wang ve ark., 2015).

Istyla indiiklenen nanofibriller, protein ¢ozeltilerinin diisiik konsantrasyonlarda
bile jel olusturmasimi saglar. Fibriller, yiiksek yiik altindaki elektrostatik itici
kuvvetlerle ince telli, seffaf veya daha az yiikte partikiiler, opak jeller olusturur (Bolder
ve ark., 2006). pH, iyonik gii¢ ve sicaklik, fibril agregasyon hizin1 ve dolayisiyla jel
morfolojisini kontrol eder. On 1sitma ve pH ayariyla elde edilen fibriller, klasik 1sitma
jellerine gére hem daha diisiik kritik jelasyon konsantrasyonuna hem de daha yiiksek
mekanik dayanikliliga ulasir (Jansens ve ark., 2019).

Nanofibriller, yag-su ve hava-su arayiizlerinde monomerlerden farkli davranig
sergiler. Fibril iceren dispersiyonlar, ylizey gerilimini daha hizli digiirebilir (Riihs ve
ark., 2013). Hem yiizey kesme hem de dilatasyon modiillerini artirarak daha elastik
filmler olusturur (Humblet-Hua ve ark., 2013). Bu 6zellik, 6zellikle pH ve iyonik gii¢
ayarlandiginda, fibrillerin yiik durumuna ve eklenen yardimci peptit veya fibril dist

materyalin varligina bagl olarak degisir (Jansens ve ark., 2019).
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Protein fibrilleri, hava—su arayiiziine hizla adsorbe olarak ince, dayanikli bir
viskoelastik film olusturur (Jansens ve ark., 2019). Bu film, drenaji yavaslatarak ve film
yirtilmasini  engelleyerek kopiik stabilitesini artirir. Nanofibriller, dogal proteinlere
kiyasla daha yiiksek kopiirme kapasitesi ve uzun siireli stabilite sunar. Bu sayede diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili kopiik ajani olarak kullanilabilir (Mohammadian ve
Madadlou, 2016).

Su i¢inde yag emiilsiyonu sistemlerinde fibriller hem arayiizde sikica yerleserek
hem de siirekli fazda viskoziteyi olusturarak damlacik koalesansini engeller (Jansens ve
ark., 2019). Fibril fragmentleri, uzun fibrillere kiyasla kiiciik damlacik yiizeylerini daha
etkin kaplayabilir. Ayrica fibril yogunlugu ve esnekligi, emiilsiyon stabilitesini optimize
ederken, yliksek sicakliklarda bile koalesans1 dnleyerek dayanikli nanoemiilsiyonlarin

elde edilmesine imkan tanir (Moayedzadeh ve Madadlou, 2015).



14

3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu calismada, dort farkli protein kaynagi olarak peynir alti suyu proteini
(Hardline Nutrition, Kocaeli, Tiirkiye), gliiten (Vatan Enzymes, Istanbul, Tiirkiye),
piring protein izolat1 (Naturiga Natural Foods, Istanbul, Tiirkiye) ve bezelye protein
izolati (Proteinocean, Ankara, Tirkiye) kullanilmigtir.. Nanofibrilasyon ve analiz
siirecinde kullanilan kimyasallar Merck Gmbh (Darmstad, Almanya)’dan temin edilmis

olup, analitik safliktadir.

3.2. Protein nanofibrillerin elde edilmesi

Nanofibrilasyon isleminde fibril morfolojisini kontrol degistirmek igin islem iki
farkli soliisyon (saf su ve 150 mM NaCl) igerisinde gergeklestirilmistir. Isil islemin
etkilerini incelemek icin 3 farkl siirede (24, 36 ve 48 saat) iiretim gergeklestirilmistir.
Glutenin 150 mM NaCl igerisinde ¢dzelmesi nedeniyle fibrilasyon gergeklesmemistir.
Buna gore 12 diiz morfolojiye ve 9 kivrimli morfolojiye sahip olmak tizere 21 farkh
nanofibrile protein 6rnegi elde edilmistir. Ayrica, dogal ornekler de denemelerde
kontrol olarak dogrudan kullanilmistir.

Protein nanofibrilleri Ma ve Jing (2020)’in yonteminden modifiye edilerek
tretilmistir. Bu amagcla, proteinler 30 mg/mL konsantrasyonunda suda veya NaCl
cozeltisinde c¢oOziindiiriilmistir. Tam ¢oziintirliik saglamak amaciyla ¢ozeltiler,
manyetik karistiricida 2 saat slireyle karnistirllmistir. Ardindan, proteinlerin tam
hidratasyonu i¢in ¢ozeltiler 4 °C’de bir gece bekletilmistir. Buzdolabindan alinan
cozeltilerin pH degeri, 6M HCI ¢ozeltisi ile 2'ye ayarlanmis ve ardindan 90 °C su
banyosunda sirasiyla 24, 36 ve 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Isil islem sonunda
karisimlar buzlu su icerisinde hizla sogutulmustur. Orneklerin pH degerleri 6M NaOH
kullanilarak 3.7’ye ayarlanmistir. Nanofibrile proteinler 0.5 cm kalinlikta olacak sekilde
dondurarak kurutucu tepsilerine aktarilmigtir. Dondurma islemi -80 °C’de 1 saat
bekletilerek saglanmistir. Dondurarak kurutma pilot 6lgekli bir dondurarak kurutucuda
(Befatek Makina, Konya, Tiirkiye) 24 saatte gergeklestirilmistir. Elde edilen nanofibrile
proteinler kahve ogiitiiciide toz haline getirildikten sonra analizlere kadar -18 °C’de

depolanmastir.
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3.3. Analizler
3.3.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi

Fourier dontistimlii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), bir maddenin kizilotesi 151k
ile etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikan absorpsiyon veya emisyon spektrumlarini analiz
etmek amaciyla kullanilan bir tekniktir. FTIR analizleri, Thermo Scientific — Nicolet
iS20 (Sunnyvale, CA, USA) cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Olgiimler, 4000-600 cm™
dalga boyu araliginda, 2 cm™ ¢6ziiniirliikk ve her spektrum i¢in 1 cm/s tarama hiz ile

yapilmis ve elde edilen verilerden spektrum grafigi ¢ikarilmistir.

3.3.2 Floresans spektroskopi

Floresans spektrumlart Agilent Cary Eclipse (Agilent, Germany) cihazi ile
belirlenmigtir. Emisyon spektrumlari, 1,0 cm'lik bir kuvars kiivette 280 nm'lik bir
uyarma dalga boyu (yarik genisligi 5 nm) ile 300-400 nm arasinda kaydedilmistir.
Olgiim yapilmadan 6nce kuvars hiicre termostatik banyoya yerlestirildikten sonra tiim

ornekler 5 dakika bekletilmistir.

3.3.3 Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi

Proteinlerin ikincil yapisindaki konformasyonel degisiklikler, oda sicakligi ve
sabit nitrojen yikamasi kosulu altinda bir Jasco-815 spektropolarimetre (Tokyo,
Japonya) ile kaydedilmistir. Spektrumlar, 100 nm/dk tarama hizi ve 1,0 nm spektral
coziintirliik ile 190-300 nm araliginda kaydedilmistir.

3.3.4 Kuru madde miktari
Orneklerin kuru madde miktari gravimetrik olarak 70 °C’de sabit tartima kadar

kurutulmasiyla belirlenmistir (Tontul ve ark. 2018).

3.3.5 Protein icerigi

Orneklerin protein icerikleri, Leco FP-828 nitrojen mikro analizérii (Leco
Corporation, St. Joseph, MI, ABD) kullanilarak belirlenmistir (Bengoechea ve ark.,
2008). Bunun i¢in aliiminyum numune kaplarina 0,15 g o6rnek tartilmis ve cihaza

yerlestirilmistir. Sonuglar yiizde azotun 5,30 ile ¢arpilmasi ile hesaplanmaistir.
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3.3.6  Yi1gin yogunlugu ve parcacik yogunlugu tayini

Omneklerin y1gin yogunlugu Beristain ve ark. (2001)’e gore belirlenmistir. Bu
amagla, bir miktar 6rnek (m) meziire tartilarak, ilk hacmi (V1) kaydedilmistir. Bu agirlik
ve hacim kullanilarak yigin yogunlugu hesaplanmistir (Esitlik 1). Daha sonra, bu meziir
30 mm mesafeden 100 kez serbest diismeye birakilarak Ornegin son hacmi (V2)
kaydedilmistir. Ornek agirhiginin kaydedilen hacme béliinmesiyle sikistirilmis yogunluk
kg/m? cinsinden belirlenmistir (Esitlik 2).

m
Yigin yogunlugu (kg/m?) = v Esitlik 1
1

m
Sikistirilmis yogunluk (kg /m?3) = 7 Esitlik 2
2

Orneklerin akiskanlik ve koheziflik 6zelliklerini tahmin etmek igin yi18in ve
sikistirtlmis yogunlugu degerleri kullanilarak Carr indeksi (Esitlik 3) ve Hausner orani
(Esitlik 4) hesaplamustir (Basyigit ve Cam, 2017).

Stkistirilmis yogunluk .
Hausner orant = — - — Esitlik 3
Yigin yogunlugu

Sikistirtlmis yogunluk — Yigin yogunlugu
Carr indeksi = > B} — & Uy 5 & Esitlik 4
Sikistirilmis yogunlugu

3.3.7 Yiizey hidrofobisitesi

Protein tozlarinin yiizey hidrofobisitesi Tontul ve ark. (2018) tarafindan
bildirilen bromfenol mavisi (BPB) baglama metodu ile spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Bu amagla 6rnekler 5 mg/mL konsantrasyonda fosfat tamponu (pH 7, 20
mM) igerisinde hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinarak 200 uLL BPB ¢o6zeltisi (1
mg/mL) ile karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Kor olarak protein
icermeyen tampon ile BPB ¢ozeltisi karistirrmi da hazirlanmistir. Inkiibasyon sonrasi
2000 g’de 10 dk santrifiij uygulanmis, siipernatant absorbansi spektrofotometre
kullanilarak fosfat tamponuna karst 595 nm’de kaydedilmistir. Orneklerin yiizey
hidrofobisitesi bagli BPB miktarindan Esitlik 5’e gore hesaplanmustir.

Abs s — Abs
Bagl BPB miktari (ug) = 200ug X ko; s ornek Esitlik 5
kor
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3.3.8 Emiilsifikasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Nanofibril protein tozlarinin emiilsifiye edici 6zellikleri Tontul ve ark. (2018)
tarafindan bildirilen yonteme goére gergeklestirilmistir. Bu amagla 3 birim protein
¢ozeltisine (saf suda %0,5) 1 birim ay¢igek yagi eklenmis ve ¢ozeltinin pH degeri 1, 7
ve 9’a ayarlanmigtir. Karigim bir IKA T25 Ultra-Turrax (Almanya) ile 1 dakika
boyunca 20000 rpm’de homojenize edilmistir. Bu emiilsiyondan 25 pL alinarak %0,1
sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi ile 5 mL’ye seyreltilmistir. Seyreltilmis
emiilsiyonun absorbansi emiilsifikasyonu takiben (Abso) ve 10 dakika bekletildikten
sonra (Absio) 500 nm’de kaydedilmistir. Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) (Esitlik 6) ve
emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) (Esitlik 7) hesaplanmustir.

EAI(m?%/g) = 16,4 x Abs, Esitlik 6
ESI(min) = —250 X 10 Esitlik 7
(mln) N AbSO - Awa SI !

3.3.9 Higroskoposite

Yaklagik 0,2 g nanofibril protein tozu ve izolatlar1 50 mL’lik cam beherlere
tartilarak ortam bagil neminin %79,5 olmasini saglayacak potasyum nitrat (KNO3)’ 1in
doymus tuz ¢ozeltisi bulunan desikatdrde oda sicakliginda (25°C) 1 hafta bekletilmistir.
1 hafta sonunda ornekler tartilmis ve Orneklerin higroskopisitesi asagida belirtilen

esitlik (Esitlik 8) kullanilarak hesaplanmistir.

X

. ] _+Wi . .
higroskoposite (%) = “1h x 100 Esitlik 8

X
tan

Bu esitlikte x bekletme siirecinde gerceklesen agirlik artigini, ah nanofibril
protein tozu ve protein izolat miktarini, Wi ise nanofibril protein tozu ve protein
izolatinin baglangigtaki nem miktarimi gostermektedir (Syamaladevi ve ark., 2012).
3.3.10 Istatiksel analizler

Uretimler 2 tekerriirlii, analizler iki paralel 6rnek iizerinde gergeklestirilmistir.
Elde edilen veriler, varyans analizi ile incelenmis ve anlaml farkliliklar, Duncan Coklu
Karsilastirma Testi kullanilarak SAS yazilimi (SAS Institute, NC, USA) ile

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi

PASPI ve nanofibrile formlarinda gergeklestirilen FTIR sepktrumlar1 Sekil
4.1°de verilmistir. Bu spektrumlara gore 2950-3700 cm™ araliginda derin bir negatif pik
gozlenmistir. Bu negatif pik kontrol Ornekleri ile kiyaslandiginda 36CW ve 24NW
orneklerinde yogun sekilde, 48NW o&rneginde ise kismen daha derindir. Diger
orneklerde ise (36NW, 24CW ve 48CW) bu derinlik dogal proteine yore daha s1g olarak
tespit edilmistir. Bu bant araligi, basta N-H ve O-H gerilme titresimleri olmak {iizere
proteinin peptid baglarindaki hidrojen bagi ve serbest hidroksil (-OH) gruplarinin
titresimsel imzasii tagir. Tipik olarak, genis bir bant halinde gdzlenen kuvvetli bir
absorpsiyon; “serbest” veya zayif birlesmis O—H/N-H gruplarina, daha yiiksek enerjili
gerilme titresimlerine isaret eder. Bu nedenle 6zellikle 36CW ve 24NW o6rneklerinde
protein yapisindaki N-H/O—H gruplarinin biiyiik oranda yeniden diizenlenerek daha

giiclii hidrojen bagi olusturma yetenegi kazandig1 anlasilmaktadir.
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Sekil 4.1. Peynir alt1 suyu proteini ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait FTIR
spektrumlari

Spektrumda ikinci dikkati ¢eken bolim 1500-1700 cm™ araligidir. Bu bant
araligi, proteinlerdeki Amid I (=1600-1700 cm™, esas olarak C=0 gerilme titresimi) ve
Amid IT (=1500-1600 cm™, N-H biikiilme + C—N gerilme titresimleri) bantlarini igerir.
Amid 1 bolgesi, peptid bag1 karbonil gruplariin H-bagi diizenine ¢ok duyarhidir ve
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ozellikle ikincil yapiyr (a-heliks, B-sarmal, B-plaka vb.) dogrudan yansitir. Amid II
bolgesi yapisal degisimlerde ikincil oneme sahip olmakla birlikte, Amid I sinyaline
kiyasla genellikle daha zayif bir bant siddetine sahiptir. Nanofibrilasyon siiresince
yogun 1s1l islem ve asidik sartlara bagli olarak yapida daha farkli degisimlerin
gerceklesmesi de beklenen bir olgudur. Bu nedenle protein yapisini ilgilendiren bu
bolime iligkin verilere Savitsky—Golay tirevlendirmelendirmesi uygulanmis olup
elde edilen grafikler Sekil 4.2°de verilmistir.

Savitsk-Golay tiirevlendirmesi sonucu elde edilen grafiklerde protein yapilari
1600-1700 cm™! araligindaki bolge tizerinden incelenmektedir. Buna gore bu grafiklerin
O6nemli bolgeleri sunlardir:

e 1610-1642 cm™! aras1 bantlar genellikle B-plaka yapilarina isaret eder

e 1643-1650cm™ araliginda bantlar, diizensiz (random coil) yapidaki
peptid dizilerine karsilik gelir

e 1650-1659 cm™ arasinda goriilen bantlar (6zellikle 1652 cm™ civar)
a-heliks yapiy1 temsil eder

e 1660 — 1699 cm™! arasi bantlar 3-doniis ve anti-paralel B-plaka yapilarina
isaret eder (Sadat ve Joye 2020; Cobb ve ark. 2020).

Buna gore 6zellikle peynir alti suyu proteininde B-plaka, a-heliks ve B-doniis
yapilart dikkati cekmektedir (Sekil 4-2). Ote yandan 24NW, 48NW ve 36CW
orneklerinin ikincil yapilar biiyiik dl¢iide dogal protein ile benzer bulunmustur. Ote
yandan 36NW, 24CW ve 48CW orneklerinin ikincil yapilarinda nemli farkliliklar
gdzlenmistir. Ozellikle 1647 cm de dogal proteinde gdzlenmeyen pik bu drneklerde
diizensiz yapilarin arttigin1 gostermektedir. Ayrica 1653 cm™! bantta goriilen pik daha da
belirginlesmistir. Buna gore bu 6rneklerde a-heliks yapilarda da artis gozlenmistir. EK
olarak 1663 ve 1684 cm' bantlarda da artis gozlenmis olup, bu bantlarin ilkinin
B-doniis, ikincisinin  ise  anti-paralel  B-plakalardan  kaynakli  olabilecegi

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2. Peynir alt1 suyu proteini ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait ikinci
tiirev spektrumlart

Dolayistyla diiz fibriller i¢in 36 saat 1sitma, kivrimli fibrillerde ise 24 veya 48
saat 1sitma sonucunda fibriler yapilarin elde edildigi sdylenebilir. Ote yandan diger
1sitma siirelerinde dogal proteine benzer yapinin elde edilmis olmasi fibriler yapinin
olusmasi i¢in yeterli 1s1l islemin uygulanmadigini ya da olusan yapinan artan 1sil stres
sonucunda pargalandigini gostermektedir.

Sekil 4.1°de dikkati ¢eken diger 6nemli bir bolge C-O, C-C, C-N gerilme
titresimlerini, aromatik halkalarini, yan zincir titresimlerini ve yapisal yan gruplar ve
baz1 omurga deformasyonlarin1 kapsayan 400-1000 cm™ araligidir. Bu boélge, protein
molekiiliindeki diisiik frekansli titresimlerin (6zellikle yan zincir hareketliligi ve fi¢
boyutlu yapisal reorganizasyon) onemli bir gostergesidir. Bu yiizden bu bolgede
gozlenen daha derin pik, proteinin dogal haliyle karsilagtirildiginda daha diizenli, siki ve
kisitlanmig yapilar kazandigini gosterir. Dolayisiyla asidik 1sitma sonucunda 24NW ve
36CW orneklerinin daha diizenli ve siki bir yapiya dontistiigii sOylenebilir.

FTIR spektrumunda dikkat ¢eken diger bir bolge ise 1950-2350 cm! araliginda
gozlenen banttir. Bu aralik, genellikle dogrudan proteinlerin omurga titresimleriyle
iligkili olmayan, ancak cevresel etkilesimler (CO: baglanmasi, karbamat olusumu,
yiizeysel grup yeniden yapilanmalari) hakkinda dolayli bilgi verir. 24NW ve 36CW

orneklerinde gozlenen negatif fark piki, nanofibrillerin daha fazla bu gruplara sahip
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oldugunu, yani yiizey fonksiyonel gruplarinda artis ve yeniden yapilanma oldugunu
gosterebilir.

Piring protein izolat1 ve bu proteinden elde edilmis nanofibrile yapilara ait FTIR
spektrumlart Sekil 4-3’te verilmistir. Peynir alt1 suyu proteinine benzer sekilde piring
protein izolatinda da 4 ana bolge dikkati ¢gekmektedir. Bu bolgeler 2950-3700 cm™,
1500-1700 cm™, 400-1000 cm™ ve 1950-2350 cm™! bant araliklaridir.

Sekil incelendiginde tiim bant boyunca 36CP, 48NP, 36NP ve 24CP 6rneklerinin
pik derinlikleri dogal piring proteinine kiyasla daha yogun sekildedir. Ote yandan 24 NP
ve 48 CP orneklerinin bant derinlikleri daralmistir. Buna gore 36CP, 48NP, 36NP ve
24CP orneklerinde etkin yeniden diizenlenme meydana geldigi sOylenebilir. Diiz
fibrillerde bu yeniden diizenlenme reaksiyonlari i¢in 36 saat ve tizeri 1sitma gerekirken,
kivrimli fibrillerde 24 saatlik 1sitma yeterli bulunmustur. Ote yandan kivrimli fibriller
36 saat 1sitma sonucunda tam olgunluga erismis, 48 saatte ise yapida bozulmalar

meydana gelmistir.

100

80

X PPI
S 60+ 24NP
2 36NP
g 48NP
O 40
X

48CP

20

T T T T T T T T
600 1200 1800 2400 3000 3600
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.3. Piring protein izolatt ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait FTIR
spektrumlari

Piring protein izolat1 ve nanofibrile formlarina ait FTIR spektrumlarinin Savitsk-
Golay tiirevlendirmesi sonucu elde edilen grafikler Sekil 4-4’te verilmistir. Elde edilen
bulgulara gore, dogal piring protein izolat1 ile kiyaslandiginda nanofibrile proteinler
B-plaka yapilarinda (1617 ve 1636 cm™) 6nemli bir artisa neden olmustur. 24NP ve
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48CP orneklerinde a-heliks yapilarini gosteren bant araligindaki (1650-1659 cm™)
piklerde genel olarak artis go6zlenmistir Bu Orneklerde nanofibrilasyonun
tamamlanmadig1 ya da yeterli diizeyde gergeklesmedigi sdylenebilir. Ote yandan bu iki
ornekte (24NP ve 48CP) 1684 bandinda da (B-doniis) artis gozlenmistir. Dolayisiyla
yapt nanofibrile proteinlerde beklenen B-plaka yapilarindan ¢ok a-heliks ve B-doniis

yapilarini igermektedir.
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Sekil 4.4. Piring protein izolat1 ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait ikinci tiirev
spektrumlari

Bezelye protein izolatt ve bu proteinden elde edilmis nanofibrile yapilara ait
FTIR spektrumlar1 Sekil 4-5’te verilmistir. Nanofibrile bezelye proteinleri ile dogal
proteinlerin FTIR spektrumlart karsilastirildiginda diger proteinlerden farkli bir seyir
gozlenmistir. Nitekim, nanofibrile proteinlerde izlenen % gegirgenlik degerleri 48CB
ornegi disinda dogal proteine kiyasla daha diisiik olarak gerceklesmistir. Ote yandan
48CB o6rnegi ile dogal protein arasinda da 400-800 cm ™' bant aralig1 disinda 6nemli bir
farklilik g6zlenmemistir. Daha 6nce de deginildigi gibi bu bolge, protein molekiiliindeki
yan zincir hareketliliginin ve ii¢ boyutlu yapisal yeniden yapilanmanin 6nemli bir
gostergesidir. 48CB orneginde bu bolgede gozlenen daha derin pikler, dogal proteine

gore daha diizenli, sik1 ve kisitlanmis yapilar igerdigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Bezelye protein izolat1 ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait FTIR
spektrumlari

Bezelye protein izolati ve nanofibrile formlarina ait FTIR spektrumlarinin
Savitsk-Golay tiirevlendirmesi sonucu elde edilen grafikler Sekil 4-6’da verilmistir.
Protein ikincil yapilarinin detayli incelemesine gore B-plaka yapilar1 6zellikle 36NB,
24NB ve 48 CB orneklerinde artis gostermistir. 48NB ve 36CB orneklerinde ise azalis
gozlenmistir. 1652-1653 cm™' bandinda goriilen pikler a-heliks yapilar 36NB disindaki
nanofibrile ornekler i¢in dogal proteine goére diismiistir. 1696 cm™ nanofibrile
proteinlerde belirgin bir pik gdzlenmis olup, bu pikin anti-paralel p-plakalardan
kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir. Dolayisiyla bezelye protein izolatlar1 igin
1sitma sicaklinin yiiksek ve caligma kapsaminda denenen en kisa 1sitma siiresi olan 24
saatin bile ¢ok uzun olabilecegi degerlendirilmistir. Yapilan bir ¢alismada 85°C’de 48
saat 1sitma ile elde edilen bezelye proteini nanofibrillerinin B-plaka ve diizensiz yapi
iceriginde artis meydana geldigi bildirilmistir (Chen ve ark. 2024). Karabulut (2025)
yaptigt calismada dogal ve nanofibrile bezelye proteinden film {iretimi
gerceklestirmistir. Bu ¢alismaya gére nanofibrile proteinle tretilen filmlerin B-plakaya
karsilik gelen bantlar daha derinlesmistir. Caligmalar arasinda meydana gelen

farkliliklarin proteinlerin igerdigi safsizliklardan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.6. Bezelye protein izolat1 ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait ikinci
tiirev spektrumlart

FTIR spektrumlar1 Sekil 4.7°de sunulan gluten ve bu proteinden elde edilen diiz
morfolojili nanofibril yapilar, spektral Ozellikler ac¢isindan diger ii¢ proteinle
karsilagtirildiginda belirgin bir farklilik gostermektedir. Glutenin nanofibrilasyonu, tiim
dalga boyu araliginda % gecirgenlik degerlerinin diismesine neden olmustur. Bu durum,
fibrilasyon siirecinin glutenin hem omurga yapisinda hem de yan zincirlerinde daha
kompakt veya yogun bir yap1 olusturdugunu géstermektedir.

Farkl1 1sitma siireleriyle elde edilen nanofibril 6rnekleri, 400—-1000 cm™ aralig
hari¢, spektrumun diger bolgelerinde benzer gegirgenlik profilleri sergilemistir. Bu da
glutenin nanofibrilasyon siirecinde zaman parametresinin oOzellikle yan zincir
titresimlerinin yer aldigr 400-1000 cm™ bolgesinde daha belirgin etkili oldugunu, buna
karsin O—H/N-H (2950-3700 cm™), amid I-Il (1500-1700 cm™) ve yiizeysel grup

etkilesimlerini temsil eden (1950-2350 cm™) bolgelerde morfolojik yapilarin ve siire
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farklarimin  gegirgenlikte sinirli  degisiklige neden oldugunu disiindirmektedir.
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Sekil 4.7. Gluten ve bu proteinden elde edilen diiz nanofibrillere ait FTIR spektrumlari

Gluten ve nanofibrile formlarma ait FTIR spektrumlarmin Savitsk-Golay
tirevlendirmesi sonucu elde edilen grafikler Sekil 4.8’de verilmistir. Buna gore
spektrumun [-plakalar1 temsil eden bdliimiinde (1600-1642 cm™) nanofibrilasyon
sonucunda 6nemli diizeyde artis meydana gelmistir. Ote yandan a-heliks yapilar1 isaret
eden boliimiinde ise (~1650 cm™) azalis meydana gelmistir. Ayrica nanofibrilasyon ile
1663 cm™ bandinda artis ile 1684 ve 1696 cm™ bantlarinda da azalis gézlenmistir. Bu
nedenle B-doniis yapilarda arti, anti-paralel B-plaka yapilarinda ise azalis oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.8. Gluten ve bu proteinden elde edilen diiz nanofibrillere ait ikinci tiirev spektrumlari

Sonug olarak FTIR analizi ile nanofibrilasyon siiresince proteinlerin baglar1 ve
ikincil yapilarindaki degisimler incelenmistir. Buna gore peynir alt1 suyu proteini ve
piring proteininde beklenen degisimler bazi 1sitma sartlarinda goézlenmistir. Gluten ise
tiim 1s1tma sartlarinda beklenen yapisal &zelliklere kavusmustur. Ote yandan bezelye
proteinden beklenen degisimler gézlenmemistir. Bu nedenle protein kaynagi ve 1sitma

sartlarinin nanofibrilasyon siirecinde 6nemli etki gosterdigi tespit edilmistir.

4.2. Floresans spektroskopi

280nm'de uyarilan floresan spektrumlari esas olarak protein ikincil yapisindaki
degisikliklere duyarli olan triptofan ve tirozin kalintilarinin floresan emisyonuna
atfedilmektedir.

Peynir alt1 suyu proteini ve bu proteinden elde edilen nanofibril yapilara ait
floresans spektrumlari, Sekil 4.9’da verilmistir. Peynir alt1 suyu proteini, bu aralikta
yalnizca tek bir karakteristik pik gostermistir. Yaklasik 280 nm'de baslayan ve 560
nm'de sonlanan bu pikin, tepe noktas1 342 nm dalga boyunda ve yaklasik 700 a.u.
siddetindedir. Bu durum, proteinin i¢ yapisinda sinirli sayida aromatik amino asidin
cozeltide aktif olarak floresans verdigini ve yapinin kompakt formda oldugunu

gostermektedir.
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24NW ve 48NW ornekleri, dogal proteine benzer spektral karakter sergilemekle
birlikte, tepe noktalariin 350 nm civarina kaydigi gézlemlenmistir. Bu kirmizi kayma,
protein yapisindaki peptit zincirlerinin uzadigina (Tong ve ark. 2022) ve o-heliks
yapilarin azaldigina (Zhang ve ark. 2021) atfedilmektedir. 36N'W 6rnegi, dogal proteine
vediger diiz morfolojili nanofibrillere gore daha yiiksek bir floresans siddeti (yaklasik
775 a.u.) sergilemistir. Bu artig, protein zincirlerinin daha diizenli bir fibril yapiya
katlandigin1 ve bu yapilarin floresans aktif gruplari daha etkin bigcimde yiizeye
cikardigimi gostermektedir. Boylece, 36 saatlik 1s1l iglemin diiz nanofibril olusumu i¢in
optimum siire olabilecegi 6ngdriilmektedir. Elde edilen bulgularin aksine Zhang ve ark.
(2021), nanofibrile peynir alt1 suyu proteinlerinin floresans siddetinin, dogal proteinden
az oldugunu ve 1sitma siiresinin uzamasi ile floresans siddetinin azaldigini bildirmistir.

Buna karsin, kivrimli morfolojiye sahip o6rneklerde spektral davranig dikkat
cekici bicimde farklilasmistir. Bu orneklerde, 200 nm civarinda baglayan genis bir
sinyal kolu goriilmekte ve bu sinyal 320 nm’de diger orneklerdeki ana pikle
birlesmektedir. Tepe noktalarinin siddeti 920 ile 1010 a.u. arasinda degismektedir, yani
dogal proteine ve diiz morfolojili nanofibrillere gore Onemli derecede artmis bir
floresans yaniti mevcuttur. Bu yapidaki genis koltuklu pik ve yiliksek siddet, kivrimli
fibrillerin hem daha fazla aromatik yap1 agiga ¢ikardigini hem de protein agregasyonuna
bagli olarak m—m etkilesimleri gibi sekonder floresans artirici faktorlerin devreye
girdigini disiindiirmektedir. Bu nedenle, kivrimli nanofibrillerin daha karmasik, ylizey

aktif ve potansiyel olarak daha fonksiyonel yapilara sahip oldugunu isaret etmektedir.
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Sekil 4.9. Peynir alt1 suyu proteini ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait floresans
spektrumlari

Sekil 4.10°da verilen dogal piring protein izolatinin floresans spektroskopi
sonugclar1 incelendiginde, spektrumda ii¢ karakteristik pik gézlemlenmektedir: 6n koltuk
(200-325 nm), ana pik (378 nm) ve son koltuk (430-630 nm). Ana pik 378 nm'de ve
siddeti 291 au olarak belirlenmistir. Bu yapi, dogal proteinlerin 06zgiin
konformasyonunu ve ortamindaki floresans veren amino asitlerin varligim
yansitmaktadir.

Diiz fibriller olan 24NP ve 36NP o6rneklerinde 6n pikin kaybolmasi dikkat
¢ekmektedir. Bu durum, protein yapisinda meydana gelen konformasyonel
degisikliklerin ve muhtemelen protein katlanmasinin bozulmasinin bir gostergesidir.
Ayrica, bu orneklerin maksimum piklerinin dogal proteine kiyasla hafifce kirmiziya
kaymasi, protein molekiillerindeki peptit zincirinin uzamasina isaret etmektedir. Siddet
degerlerinin 146 au ve 117 au olarak azalmasi ise, proteinlerin floresans yapan
gruplarinin ¢evresel etkilesimlerinde azalma ya da kismi gomiilme olabilecegini
disiindiirmektedir. Nitekim nanofibrile proteinleri konu alan bircok c¢alismada
nanofibrilasyon sonucunda floresans siddetinde azalma oldugu bildirilmektedir (Panda
ve ark. 2023, Tong ve ark. 2022, Zhang ve ark. 2021). 48NW orneginde ise spektrum
tamamen farkli bir profil sunmaktadir. Bu 6rnekte tek pik gézlemlenmis ve 361 nm'deki
maksimum siddeti 582 au olarak kaydedilmistir. Bu belirgin siddet artisi, uzun siireli
1sitma ve nanofibril olusumu sonucunda proteinlerin farkli bir yapisal diizenlemeye
ugrayarak daha yogun bir floresans sinyali olusturdugunu gostermektedir. Ayni
zamanda, pik konumundaki dogal proteine kiyasla maviye kayma (kisa dalga boyuna
dogru) meydana gelmistir. Mavi kayma polar olmayan bir ortam sagladigindan, bu daha
kompakt bir protein yapisi anlamia gelebilir. Boyle kompakt bir yapi ancak 1s1
kaynakli molekiiller aras1 etkilesimler veya agregasyon nedeniyle ortaya cikabilir
(Panda ve ark. 2023).

Kivrimli piring proteini nanofibrillerinde, 6n pik kaybolmus ve pikin tepe
noktast 378-386 nm arasinda degisirken siddet degerleri 135-180 au arasinda smirl
kalmistir (Sekil 4.10). Bu, asidik sartlarda 1sitilan ve kivrimli yap1 kazanan proteinlerin
floresans oOzelliklerinin daha stabilize oldugu ve ortaminda daha homojen bir yapi

olustugunu isaret etmektedir. Ayrica, siddet degerlerinin dogal proteinden ve diiz
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nanofibrile 6rneklerden daha diisiik kalmasi, kivrimli morfolojinin protein igindeki

floresans amino asitlerin ¢evresel etkilesimlerinde farklilik yarattigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Piring protein izolat1 ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait floresans
spektrumlari

Dogal bezelye protein izolatinin floresans spektroskopi sonuclari, dar bir pik ile
karakterize edilmistir (Sekil 4.11). Nanofibrile bezelye proteinleri ise farkli bir seyir
gostermistir. Nitekim nanofibrile proteinler daha genis bir araliga yayilan bir pik
vermistir. Bu genisleme, protein yapisinda meydana gelen konformasyonel
bozulmalarin ve yeni floresans merkezlerinin olusumunun gdstergesidir. 24NB’de
maksimum pik 360 nm’de ve 570 au siddetindeyken, 36NB’de ayni dalga boyunda
fakat 505 au siddetinde bir pik gozlenmistir. Bu yiiksek siddet degerleri, proteinlerin
isitma  siiresiyle  birlikte floresans etkinliginin arttigint  ve yapisal yeniden
diizenlenmenin yogunlugunu yansitmaktadir. 48NB Orneginde ise spektrumda iki tepe
noktas1 ortaya ¢ikmustir. Bu ¢ift pik yapisi, uzun siireli 1sitma ile proteinlerin farkli
konformasyonel bolgelerinin ya da farkli floresans kaynaklarmin ortaya ¢iktigini
gostermektedir. Ozellikle 467 nm civarindaki ikinci pik, proteinlerin cevresel
degisikliklere bagli olarak daha genis bir floresans aralig1 sundugunu isaret eder.

Kivrimli morfolojiye sahip fibrillerde, spektrum tek bir pik ile temsil
edilmektedir. Maksimum siddet veren dalga boyu 355-365 nm arasinda degisirken,

siddet degerleri 1sitma siiresine bagl olarak farklilik gostermektedir. 24 saat 1sitma



30

sonrast siddet 680 au ile en yiiksek seviyeye ulasirken, 36 saatte azalarak 362 au’ya
diismekte ve 48 saatte tekrar artig gostererek 545 au’ya g¢ikmaktadir. Bu dinamik
degisimler, kivrimli morfolojinin 1sitma siiresi ile birlikte proteinlerin yapisal
esnekliginde ve floresans amino asitlerin ¢evresindeki mikrocevredeki etkilesimlerde

degisiklikler oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.11. Bezelye protein izolati ve bu proteinden elde edilen diiz ve kivrimli nanofibrillere ait floresans
spektrumlari

Dogal glutenin floresans spektrumunda belirgin bir 6n koltuk gézlenmekte olup,
maksimum pik 345 nm’de ve yiiksek siddette (695 au) dl¢iilmiistiir (Sekil 4.12). Bu 6n
koltuk, glutenin 6zgiin yapisal konformasyonu ve floresans veren amino asitlerin
diizenli ¢evresi hakkinda bilgi vermektedir.

36NG oOrneginde spektrum yapist genel olarak dogal glutenle benzerlik
gostermekte, ancak piklerin siddeti artarak daha yogun floresans sinyalleri ortaya
cikarmaktadir. Bu durum, 36 saatlik 1sitmanin proteindeki floresans kaynaklarin1 daha
fazla aktive ettifini ya da yapisal reorganizasyona yol agtigini gdstermektedir. Ote
yandan 24NG ve 48NG oOrneklerinde 6n koltuk kaybolmus ve maksimum pik dalga
boyu 366 nm’ye kaymistir. Bu kirmiziya kayma, proteinlerin ¢evresel polaritesindeki
degisiklikleri ve konformasyonel esneklikte artisi isaret eder. Siddet degerleri ise

24NG’de 850 au ile zirve yapmis, ancak 48NG’de 570 au’ya diigmiistiir. Bu azalma,
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uzun siireli 1sitmanin protein yapisinda kismi denatiirasyon veya agregasyon etkisiyle

floresans sinyalinde azalmaya neden oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.12. Gluten ve bu proteinden elde edilen diiz nanofibrillere ait floresans spektrumlari

4.3. Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi

Dairesel dikroism spektroskopisi, ¢alismada kullanilan proteinlerden elde edilen
nanofibrillerin ikincil yapisal 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla kullanilmistir.

Sekil 4.13°de peynir ali suyu proteini ve nanofibrile formlar: i¢in elde edilen
dairesel dikroizm spektrumlar1 verilmistir. Fibrilasyon Oncesi spektrumlarda yiiksek
oranda B-doniis ve antiparalel p-plaka ile diisiikk oranda B-plaka ve diizensiz sarmal
yapilar dikkati ¢ekmektedir. Ancak diiz nanofibrillerde beklenildigi iizere B-plaka
yapilarda artis gozlenmistir (Sekil 4.13a). Nitekim dogal proteinde %7 diizeyinde
bulunan bu yapilar, 1sitma siiresine bagli olarak diiz nanofibrillerde %29.6 ile %36.0
arasinda degisim gostermistir. Nanofibrilasyon ayrica anti-paralel B-plaka yapilarinin
olusumunu da tesvik etmistir. Ancak 48 saat 1sitma sonucunda %?20.6 diizeyinde a-
heliks yapis1 olusumu gozlenmistir. Ote yandan Sekil 4.13b’de verilen kivrimli peynir
alti suyu protein nanofibrillerinde farkli bir seyir gerceklesmistir. Nitekim, bu
orneklerde 24 saat 1sitma sonunda o-heliks yapilarinda ¢ok ciddi bir artis (%61)
meydana gelmistir. Ancak 1sitma siiresinin uzamasi ile kademeli bir azalis gézlenmistir.

En yiiksek B-plaka oran1 (%23.7) 36 saat 1sitma sonucunda elde edilmistir. Ancak 1sitma
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stiresinin 48 saate c¢ikarilmasi olusan B-plaka yapilarinin B-doniis ve diger yapilara

doniismesine neden olmustur.
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Sekil 4.13. Peynir alt1 suyu proteini ve bu proteinden elde edilen (a) diiz ve (b) kivrimli nanofibrillere ait
dairesel dikroizm spektrumlari

Dairesel dikroizm spektrumlar1 bezelye protein izolatinin biiyiik dl¢iide diizensiz
yapilardan olustugunu ve diisiik oranda antiparalel B-plaka (%12.5) ile a-heliks (%10.5)
icerdigini gostermektedir (Sekil 4.14). Diiz morfolojide nanofibriller elde etmek igin
uygulanan asidik 1sitma sonucunda 6zellikle 24 veya 36 saat 1sitma ile diizensiz yapilar
tamamen ortadan kalkmis ancak 24 saatte antiparalel B-plaka (%37.1), B-doniis (%17.7)

ve o-heliks (%20.3) yapilarin olusumu, 36 saatte ise neredeyse tamamen o-heliks
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(%91.8) olusumu saglanmistir. 48 saatlik 1sitma sonucunda en yiiksek fB-plaka oranina
(%30.6) ulasilmakla birlikte diizensiz yapilar (%23.8) da tekrar ortaya ¢ikmustir (Sekil
4.14a).

Kivrimli bezelye proteini nanofibrillerinde ise 24 saat 1sitma sonunda diizensiz
yapilar %9.9 seviyesine diisiis gostermis, ancak 1sitma siiresinin uzamasina bagl olarak
tekrar artig gostererek 48 saatte %42 seviyesine ulasmistir. Bu Ornekler arasinda en
yiiksek B-plaka oranina (%41.5) 24 saatlik 1s1tma ile ulasilmistir. Ote yandan 36 saatlik

1sitma stiresinde B-plaka yapisi gozlenmemistir (Sekil 4.14b).
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Sekil 4.14. Bezelye protein izolat1 ve bu proteinden elde edilen (a) diiz ve (b) kivrimli nanofibrillere ait
dairesel dikroizm spektrumlari



34

Piring protein izolati ve bu proteinden elde edilen nanofibrile proteinlere ait
dairesel dikroizm spektrumlar1 Sekil 4.15°te verilmistir. Buna gore dogal piring protein
izolatinin ikincil yapilar1 antiparalel B-plaka (%41,6), B-doniis (%38,4) ve diizensiz
yapilardan olusmaktadir. Saf su i¢inde asidik 1sitma ile elde edilen diiz piring protein
nanofibrillerinde 1sitma siiresinin uzamasina bagli olarak B-plaka yapilarinda artis (24
saatte %21,1°den, 48 saatte %53,0) gozlenmistir. Bu 6rneklerde 36 saate kadar 1sitma
diizensiz yapilarda artisa neden olmugken, 48 saat sonunda herhangi bir diizensiz yapi
tespit edilememistir. 48 saat 1sitma ile elde edilen diiz piring proteini nanofibrilleri
tamamen paralel ve antiparalel B-plaka yapilarindan olugsmaktadir (Sekil 4.15a).

Kivrimli piring protein nanofibrillerinde ise B-plaka yapilari sadece 24 saat
1sitma sonunda (%31,9) gozlenmistir. Ancak 1sitma siiresinin uzamasina bagli olarak
antiparalel B-plaka ve a-heliks yapilarin olusumu tesvik edilmistir. 36 saat ve iizerinde

1sitma sonucunda ortamda herhangi bir diizensiz yap1 tespit edilememistir (Sekil 4.15b).
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Sekil 4.15. Piring protein izolat1 ve bu proteinden elde edilen (a) diiz ve (b) kivrimli nanofibrillere ait
dairesel dikroizm spektrumlari

Gluten ve glutenden elde edilen diiz nanofibrillere ait dairesel dikroizm
spektrumlart Sekil 4.16’da verilmistir. Gluten ikincil yap1 olarak antiparalel f-plaka
(%72,1), diizensiz yapilar (%22,1) ve B-doniis (%5,9) icermektedir. 24 saat sonunda
diizensiz yapilar ile B-doniis tamamen ortadan kalkmig ve antiparalel B-plaka (%50,4)
ve a-heliks (%49.6) yapilar olusmustur. Isitmanin 36 saate uzatilmasi ciddi oranda
(%47,5) B-plaka olusumunu tesvik etmis ancak bu sirada yine énemli oranda (%25,1)
diizensiz yapilarda gozlenmistir. Ancak 1sitma siiresinin uzamasi olusan [-plaka
yapilarin parcalanmasina ve diizensiz yapilar, antiparalel B-plaka ve B-doniis yapilarin

olusmasina neden olmustur.
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Sekil 4.16. Gluten ve bu proteinden elde edilen diiz kivrimli nanofibrillere ait dairesel dikroizm
spektrumlari

4.4. Kuru madde icerigi

Farkli protein kaynaklar1 kullanilarak farkli sartlarda asidik 1sitma uygulanarak
elde edilen nanofibrillerin kuru madde miktarlarina iliskin verilere ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir. Ham verilere gore érneklerin
kuru madde igerigi 91,9-99,9 g/100g arasinda degisim gostermistir.

Caligma sonuglart nanofibril morfolojisi ve protein kaynagina bagli olarak
istatistiksel olarak Onemli bir farkliliga neden olmadigimi gostermistir. Calisma
kapsaminda elde edilen ornekler miimkiin oldugunca benzer nem igerigine kadar
kurutulmustur. Bu nedenle farklilik gdzlenmemesi beklenen bir durumdur.

Ote yandan farkli 1sitma siirelerinde elde edilen nanofibrile proteinler arasinda
onemli farkliliklar (p<0,05) gozlenmistir. Nitekim 24 ve 36 saat 1sitma ile elde edilen
orneklerin kuru madde miktari, 48 saatte elde edilen nanofibrile proteinlere gére dnemli
diizeyde yiiksektir. Kimyasal yap1 analizlerinde detaylandirildigi iizere nanofibrilasyon
stirecinde protein yapisinda biiylik degisiklikler meydana gelmekte ve yeni yapilar aciga
cikmaktadir. Elde edilen bu yapilarin su ile etkilesimi ve higroskopisitesinde farkliliklar
olabilecegi ve bu durumunda kuru madde miktarina gézlenen bu degisimlere neden

oldugu degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.1. Nanofibrile proteinlerin kuru madde miktar1

Kuru madde miktari

Varyasyon kaynaklari N (g/100g)
Nanofibril morfolojisi  Diiz nanofibril 24 98,6+0,3a
Kivrimli nanofibril 18 98.,4+0,5a
Isitma siiresi 24 saat 14 99,2+0,2a
36 saat 14 99,5+0,1a
48 saat 14 96,9+0,6b
Protein kaynagi Peynir alt1 suyu proteini 12 97,8+0,6a
Bezelye protein izolati 12 98,9+0,3a
Piring protein izolati 12 99,0+0,2a
Gluten 6 98,3+1,3a

Ortalamazstandart hata, N: érnek sayisi, ayni varyasyon kaynagindaki farkl harfler p < 0,05 diizeyinde farklihigi gostermektedir.

4.5. Protein Icerigi

Farkli protein kaynaklar1 kullanilarak farkl: sartlar altinda tiretilen nanofibrillere
ait protein icerigi sonuclar1t Cizelge 4.2.’de verilmistir. Cizelgede goriildiigli iizere
kivrimli nanofibriller diiz nanofibrillere kiyasla daha diisiik protein icerigine sahip
olmustur. Bu durumun 1sitma siiresince meydana gelen c¢oziinmez yapilardan
kaynaklandigr degerlendirilmistir. Nanofibrile proteinlerin protein igerigi 1sitma
stiresine bagli olarak daha az degisiklik gostermistir. Buna gore 36 saat 1sitma, 24 veya
48 saat 1sitmaya kiyasla daha diisiik protein icerigine sahip olmustur. Nanofibrilasyon
proteinlerin mekanik olarak daha dayanikli hale gelmesini saglayan bir islemdir. Ancak
nanofibriller sicakliga tabi tutulduklarinda zamanla yapist pargalanarak diizeni
bozulabilmektedir. Bu nedenle nanofibrilasyon siiresinin artmasi ile protein igeriginde
azalma oldugu diistiniilmektedir. Liu ve arkadaglar1 (2024), bezelye protein izolatin1 2-
20 saat arasinda fibrilasyona tabi tutarak bir ¢alisma gerceklestirmislerdir. Isitma
siiresinin artigiyla birlikte, protein molekiillerinin kiigiik molekiiler agirlikli peptitlere
ayrildigini ve bu peptitlerin zamanla nanofibrillere doniistiigiinii belirtmislerdir.
Baslangigta fibrillerin uzunlugu 1sitma siiresiyle artarken, siirenin uzamasiyla birlikte
uzunluklarinda azalma gozlemlenmis ve bu durum fibril pargalanmasiyla

iliskilendirilmistir.

Protein kaynagi, 6rneklerin protein icerigi iizerine istatistiksel olarak 6nemli (p <
0,05) bir etki gostermistir. Nitekim protein igerigi yiiksekten diisiige dogru gluten,
PASP, piring protein izolat1 ve bezelye protein izolati seklinde siralanmustir. Farkli

kaynaklardan elde edilen proteinlerin farkli protein igerigine sahip olmasi, amino asit
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kaynaklarmin ve ikincil yapilarinin degiskenlik gostermesinden kaynaklanabilecegi
degerlendirilmistir. Ayrica glutenden kivrimli nanofibrile proteinlerin elde edilememis
olmas1 da bu sonucu etkilemistir. Nitekim kivrimli nanofibriller, diiz nanofibrillere gore
%20 oraninda daha diisiik protein igerigine sahip olmustur.

Piring glutelini, piring proteininin %80'ini olusturur ve asidik amino asit
(aspartik asit ve glutamik asit) ve hidrofobik amino asitlerce zengindir. Asidik
kosullarda 1sitildiginda protein fibrilleri eldesi i¢in uygun bir protein kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Baklagil tohumlarinin depo proteinini ise globulinler (%60-80),
albiiminler (%15-25), glutelinler ve prolaminler (%5'ten az) olusturmaktadir.
Baklagillerdeki en fazla bulunan depo proteini olan globulinler, sedimantasyon
katsayilarina gore genel olarak 7S globulin ve 11S globulin olarak alt gruplara
ayrilmaktadir. Bu proteinin sadece az bir kismi fibrilasyona katilabilmektedir (Qi ve
ark., 2023). Ciinkii gida proteinleri i¢in doniisiim orani genellikle %50 veya daha az
olup geri kalan1 ise peptitler veya amorf protein kiimeleri seklinde ger¢ceklesmektedir.

Gluten fibrillerinin olusumunda hem glutenin hem de gliadin ortak rol
oynamaktadir. Gliadinden gelen hidrofobik peptitler fibril ¢ekirdegi olarak rol
oynamaktadir. Gluten, yiiksek diizeyde glutamin ve dogal [-tabakalar (amiloid
fibrillerin kendi kendine birlesmesinde katkisi olan) igerdigi i¢in fibril olusumu igin
miikemmel bir molekiiler yapisal temele sahiptir (Jansens ve ark., 2019; Liu ve ark.,
2023). Hem glutenin hem de gliadin peptitleri, uzun ve diizgiin gluten fibrillerinin
olusumuna katkida bulunmaktadir.

B-laktoglobulin en énemli peynir alt1 suyu proteinidir. Bu proteinin pH 2'de 1s1l
islem sirasinda peptitlere hidrolize oldugu ve bu peptitlerin bir kisminin fibrillerde
mevcut oldugu gosterilmistir. Peynir alt1 suyu proteini izolatlar1 B-laktoglobulinin yani
sira a-laktalbumin ve sigir serum albiimini gibi diger kiiresel peynir altt suyu
proteinlerini de icermektedir. o-laktalbumini ve sigir serum albiimini fibril
olusturmazken, saf [-laktoglobulin c¢ozeltilerinde olusmaktadir. Esansiyel amino
asitlerin, dalli zincirli amino asit varligir proteinlerin fibril olusumunu ve mekanik
ozelliklerini etkilemektedir (Mohammadian vd 2019). Calismada kullanilan protein
izolatlarinin (gluten, peynir alt1 suyu proteini, bezelye ve pirin¢g) amino asit icerigi ve
yapisal Ozellikler bakimindan birbirlerinden farklilik gdstermesinden dolay1 protein

miktarlar1 da farkli bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Farkli protein kaynaklar1 kullanilarak farkli sartlar altinda iiretilen nanofibrillere ait protein

igerigi sonuglart

Varyasyon kaynaklari N Protein miktar

(9/1009)
Nanofibril morfolojisi  Diiz nanofibril 24 78,3+0,9a
Kivrimli nanofibril 18 63,8+0,9b
Isitma siiresi 24 saat 14 72,742, 1a
36 saat 14 70,7+2,3b
48 saat 14 72,8+2.4a
Protein kaynagi Peynir alt1 suyu proteini 12 74,5+2,7b
Bezelye protein izolati 12 66,3+2.2d
Piring protein izolati 12 72,1+1,9¢
Gluten 6 78,6+0,8a

Ortalamatstandart hata, N: drnek sayisi, ayni varyasyon kaynagindaki farkli harfler p < 0,05 diizeyinde farkliigi gostermektedir.

4.6. Yigin yogunlugu ve sikistirilmis yogunluk

Y18in yogunlugu, toz halindeki malzemenin, partikiiller aras1 bosluklar da dahil
edilerek, birim hacimdeki kiitlesinin belirlenmesi olarak tanimlanir. Sikistirilmis
yogunluk ise, tozun belirli titresim, yiliksekten birakma veya presleme islemleri
sonrasinda parcaciklarinin yeniden diizenlenmesiyle elde edilen, bosluk orani azaltilmig
yogunluk degeridir. Bu degerler, tozun paketleme ve islenme asamasindaki
davraniglarin1 anlamada kritik rol oynar (Ortega-Rivas, 2009; Tontul ve Topuz, 2018).

Protein tozlar1 i¢in bu yogunluk degerleri, lriiniin akiskanligi, paketlenme
verimliligi ve yeniden ¢oziinme Ozellikleri agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Yiiksek
y1gin yogunlugu, tasima ve depolama sirasinda daha az hacim kaplamasini saglarken,
sikigtirtlmis yogunluk tozun mekanik islem ve tasima sirasinda nasil yerlesecegini;
akigkanligini, topaklanma egilimini ve nihai tiikketici deneyimini etkiler (Ortega-Rivas,
2009). Ozellikle protein tozlarinda, yogunluk olgiimleri, kalite kontrol ve iiretim
optimizasyonu acisindan belirleyici olup, {irlinlin son kullanim performansini
tyilestirmede temel referanslar olarak kullanilmaktadir.

Calisma kapsaminda test edilen deneysel faktorlerden nanofibril morfolojisi ve
protein kaynagi yigin yogunlugu ve sikistirilmis yogunluk degerleri iizerinde
istatistiksel olarak onemli (p < 0,05) etki gosterirken, 1sitma siiresi ise herhangi bir etki
gostermemistir  (Cizelge 4.3). Kivrimli nanofibrile proteinlerin, diiz nanofibrile
proteinlere gore yigin yogunlugu ve sikistirilmis yogunluk degerleri yaklasik 1,5 kat
daha yiiksek olarak bulunmustur. Diiz nanofibriller oldukg¢a yiiksek en/boy oranina
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sahiptir, bu nedenle yigin halde iken toz partikiillerinin arasinda daha fazla bosluk
kalmakta ve bu nedenle daha diisiik agirliga sahip olmaktadir. Ote yandan daha siki
paketlenmis yapidaki kivrimli fibrillerde daha az hava boslugu kalmaktadir.

Protein kaynaklar1 arasinda en biiyiik farklilik glutende goériilmiistiir. Glutenden
yalnizca diiz fibrillerin elde edilmis olmasi nedeniyle diger protein kaynaklarina kiyasla
daha diisiik y1gm yogunlugu ve sikistirilmis yogunluk degerlerine sahip olmustur. Ote
yandan peynir alti suyu proteininden elde edilen nanofibrillerin y18in yogunluk ve
sikistirilmis yogunluk degerleri bezelye proteinine goére onemli diizeyde diisiik olarak
tespit edilmistir. Hayvansal bir protein olan peynir altt suyu proteininin bitkisel
proteinlere gore daha diisiik yigin yogunlugu ve sikistirilmis yogunluk degerlerine sahip
olmasinin hayvansal proteinlerin daha yiiksek en/boy oranina sahip nanofibrillerin elde
edilmesine imkan vermesinden kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir. Ancak bu

durumun dogrulanmasi i¢in goriintiilleme analizlerinin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Cizelge 4.3. Farkli protein kaynaklar1 kullanilarak farkli sartlar altinda tiretilen nanofibrillerin yigin ve

sikistirilmig yogunluk degerleri

Yigin yogunlugu Sikistirilmig
Varyasyon kaynaklari N (Ke/m?) yogunluk
(kg/m?)
Nanofibril Diiz nanofibril 24 128,8+14,2b 200,7+£22.9b
morfolojisi Kivrimlt nanofibril 18 268,8£19.8a  495,1+36,0a
Isitma siiresi 24 saat 14 182,0+29,5a 295,1+£56,2a
36 saat 14 177,7+£19,2a 314,1+40,7a
48 saat 14 206,5+33,2a 371,5+60,1a
Protein kaynagi Peynir alt1 suyu -,
proteini 160,6+27,7b 285,8+51,5b
Bezelye protein izolati 12 251,5+23,4a 423,8+49,6a
Piring protein izolati 12 212,1+28 5ab  381,1+57,3ab
Gluten 6 73,0+17,5¢ 106,9+20,3c

Ortalamasstandart hata, N: érnek sayisi, ayni varyasyon kaynagindaki farkli harfler p < 0,05 diizeyinde farkliligi gostermektedir.

4.7. Akiskanhk ve koheziflik

Carr indeksi, tozlarin akigskanlik oOzelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilan
onemli bir parametredir. Bu indeks, tozun serbest haldeki yigin yogunlugu (bulk
density) ile sikistirilmis veya taplanmis yogunlugu (tapped density) arasindaki farkin,

taplanmis yogunluga oranlanmasiyla hesaplanir. Diigiik Carr indeksi, tozun daha iyi
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akabildigine isaret ederken, yiiksek degerler yiiksek topaklanma egilimi anlamina
gelmektedir (Juarez-Enriquez ve ark., 2022).

Hausner orani ise ayni iki yogunluk degeri kullanilarak tozun kohezifligini
degerlendirmede kullanilir. Diisiik Hausner orani (<1,11), tozun diisiik koheziflige ve bu
nedenle iyi akigkanliga sahip oldugunu gosterirken; 1,35’in iizerindeki degerler zayif
akigkanlik ve yiiksek koheziflik anlamina gelir (Juarez-Enriquez ve ark., 2022). Bu
parametreler, 6zellikle protein tozlar1 gibi gida iirlinlerinde, {iretim, paketleme ve son
kullanim o6zelliklerini optimize etmek, topaklanmayi engellemek ve iirtin kalitesini
garanti altina almak igin kritik 6neme sahiptir (Diisenberg ve ark., 2023).

Cizelge 4.4.’te nanofibrile orneklerin ortalama Carr indeksi ve Hausner orani
degerleri goriilmektedir. Carr indeksi degerleri 33,6 ile 45,8 Hausner orani ise 1,57 ile
1,85 arasinda degismistir. Bu degerler elde edilen toz proteinlerin akis 6zelliklerinin ¢ok
zayif oldugunu ve cok yiiksek oranda kohezif bir yapida oldugunu gostermektedir.

Calisma kapsaminda test edilen deneysel faktorlerin tamami akigkanlik ve
koheziflik degerini etkilemistir. Diiz fibriller kivrimli fibrillere gore daha iyi akis ve
koheziflik o6zellikleri gostermistir. Ayrica 1sitma siiresinin uzamasi akis Ozelliklerini
olumsuz etkilemistir. Kivrimli morfoloji ve 1sitma siiresinin artmasina bagli olarak
olusan diizensiz ikincil yapilar partikiiller arasi etkilesimi artirict etki gostermesi
nedeniyle bu sonucun elde edildigi diisiiniilmektedir.

Protein kaynaklar1 arasinda en 1yi akis 6zellikleri glutende tespit edilmistir. Bu
durumun daha kétii akigkanlik ve koheziflik 6zelliklerine sahip kivrimli morfolojinin bu
protein i¢in liretilememesi ile iligskilendirilmistir. Diger ii¢ protein arasinda bezelye

protein izolat1 kismen daha 1yi akiskanlik ve koheziflik 6zellikleri saglamistir.

Cizelge 4.4. Farkli protein kaynaklari kullanilarak farkli sartlar altinda iiretilen nanofibrillerin akigkanlik

ve koheziflik degerleri
. . Hausner

Varyasyon kaynaklari N Carr indeksi oran
Nanofibril Diiz nanofibril 24 35,242.2b 1,59+0,06b
morfolojisi Kivrimli nanofibril 18 45,8+0,5a 1,85+0,02a
Isitma siiresi 24 saat 14 34,0+3,1c 1,56+0,08¢c

36 saat 14 40,6+2,1b 1,71+0,06b

48 saat 14 44.7+1,9a 1,83+0,05a
Protein kaynag1 Peynir alt1 suyu -,

proteini 42,1+1,7a 1,74+0,05a

Bezelye protein izolati 12 38,4+2,9b 1,66+0,07b
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Piring protein izolati 12 41,843,0a 1,76+0,08a
Gluten 6 33,6+5,7¢C 1,57+0,16¢

Ortalamasstandart hata, N: drnek sayisi, ayni varyasyon kaynagindaki farkli harfler p < 0,05 diizeyinde farkliligi gostermektedir.

4.8. Higroskopisite

Higroskopisite, bir malzemenin ¢evresindeki nemi ¢ekme egilimini ifade eder.
Ince pargaciklardan olusan protein tozlarinda bu 6zellik, su molekiillerinin partikiil
ylizeyine adsorbe olmasiyla ortaya cikar ve malzemenin yapisal diizenini bozarak
topaklanma, akigskanlik kayb1 ve ¢dziinme performansinda azalma gibi problemlere yol
acabilir. Partikiil boyutu, yiizey alam1 ve kimyasal yapr gibi faktorler higroskopik
davranigin siddetini belirler ve iirliniin fiziksel stabilitesi lizerinde dogrudan etki yapar
(Tontul ve Topuz 2018). Nurhadi ve ark., (2012) %20'den daha az higroskopisite
degerine olan tozlarin diisiik higroskopik olarak siniflandirilabilecegini belirtmistir.

Cizelge 4.5’te verilen higroskopisite degerleri %18,3 ile %49 arasinda degisim
gostermistir. Kivrimli morfolojiye sahip nanofibriller diiz olanlara kiyasla ¢ok daha
yiiksek higroskopisite degerlerine sahip olmustur. Bu durumun nanofibrilasyon
sirasinda olusan genis ylizey alant ve higroskopisitesi yiiksek bilesenlerin aciga
¢ikmasindan kaynaklandigi degerlendirilmistir. Isitma siiresinin uzamasi higroskopisite
degerlerinde kismi artisa neden olmus ve 48 saatlik 1sitma ile iiretilen nanofibriller diger
1sitma siirelerine gore daha yiliksek higroskopisite degerleri saglamistir. Dolayisiyla
1sitma  siiresinin uzamast hidrofilik amino asitlerin yiizeye tasinmasini sagladig
sOylenebilir. Protein kaynaklari arasinda ise kivrimli nanofibril iiretilemeyen gluten en
diisiik higroskopisite degerlerine sahip olmus, diger proteinler arasinda ise énemli bir
farklilik gézlenmemistir. Dolayistyla higroskopisite lizerine protein kaynaginin etkisinin

diisiik oldugu degerlendirilmistir.

Cizelge 4.5. Farkl protein kaynaklar1 kullanilarak farkl: sartlar altinda iiretilen nanofibrillere ait
higroskopisite sonuglari

Varyasyon kaynaklar1 N Higroskopisite (%)
Nanofibril morfolojisi  Diiz nanofibril 24 23,2+1,3b

Kivrimli nanofibril 18 49,0+2,3a
Isitma stiresi 24 saat 14 32,743,6b

36 saat 14 33,7+3,5b

48 saat 14 36,4+5,1a

Protein kaynagi Peynir alt1 suyu proteini 12 34,6+3,0ab
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Bezelye protein izolati 12 37,1+£3,3a
Piring protein izolati 12 39,1+6,0a
Gluten 6 18,3+0,7¢c

Ortalamasstandart hata, N: érnek sayisi, ayni varyasyon kaynagindaki farkl harfler p < 0,05 diizeyinde farklihigi gostermektedir.

4.9. Yiizey hidrofobisitesi

Yiizey hidrofobisitesi, protein tozlar1 gibi malzemelerin yiizeyinin su
molekiillerini itme egilimini tanimlar. Bu 06zellik, partikiillerin yiizeyinde bulunan
hidrofobik gruplarin aciga ¢ikmasiyla iliskilidir. Yiizey hidrofobisitesi, protein
molekiiliiniin boyutuna ve sekline, amino asit bilesimine ve dizisine ve ayrica herhangi
bir molekiil i¢i veya molekiiller arasi ¢capraz baga bagl degisim gostermektedir (Jiang
ve ark., 2015). Isil islem gibi uygulamalar protein yapisinda kismi agilmaya neden
olarak normalde gomiilii olan hidrofobik bdlgeleri ortaya c¢ikarir ve ylizey
hidrofobisitesini artitir. Bu durum tozun suda ¢oziinme, dispersiyon ve paketleme
ozelliklerini dogrudan etkileyerek, {iriiniin fonksiyonelliginde belirleyici rol oynar.

Orneklerin yiizey hidrofobisitesi degerleri Cizelge 4.6.’da verilmistir. Buna gore
kiveimli fibriller, diiz fibrillere gore daha yiliksek yiizey hidrofobisitesine sahip
olmustur. Bu durumprotein yapisinin merkezinde gomiilii olan hidrofobik amino
asitlerin ~ kivrimli  nanofibrillerin  iiretimi  sirasinda  daha  fazla  ylizeyde
konumlanmasindan kaynaklanmaktadir. Isitma siliresinin uzamast da ylizey
hidrofobisitesini artirmis olup, en yiiksek deger 48 saat 1sitma sonucunda gézlenmistir.
Protein kaynagi da ylizey hidrofobisitesi iizerine istatistiksel olarak Onemli etki
gostermistir. Nitekim piring proteini en yiiksek ylizey hidrofobisitesine sahipken bunu
bezelye proteini izlemistir. Bu durumun proteinlerin igerdigi amino asit iskeletlerinden

kaynakli oldugu degerlendirilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli protein kaynaklari kullanilarak farkli sartlar altinda iiretilen nanofibrillere ait yiizey
hidrofobisitesi sonuglari

Yiize
Varyasyon kaynaklari hidrofobisi t(}%]si (1g)
Nanofibril morfolojisi  Diiz nanofibril 24 63,0+4,9b
Kivrimli nanofibril 18 102,9+4,7a
Isitma siiresi 24 saat 14 72,049,7b
36 saat 14 81,8+7,7a
48 saat 14 86,5+6,4a

Protein kaynagi Peynir alt1 suyu proteini 12 63,3+6,0c



44

Bezelye protein izolati 12 85,349,6b
Piring protein izolati 12 100,9+7,2a
Gluten 6 61,5+8,5¢C

Ortalamazstandart hata, N: érnek sayisi, ayni varyasyon kaynagindaki farkli harfler p < 0,05 diizeyinde farkliligi gostermektedir.

4.10. Emiilsifikasyon ozellikleri

Proteinler, yag-su arayiiziinde hizla adsorbe olarak yag damlaciklarinin etrafinda
viskoelastik bir tabaka olusturabilen dogal emiilsifikatorlerdir. Amfifilik yapilari, yani
hidrofobik ve hidrofilik bolgelerin varligi, yilizey gerilimini azaltarak ince, kararli ve
homojen bir emiilsiyon filmi meydana getirir. Bu islevsellik; protein kaynagi, ortam pH
degeri, iyonik giic ve uygulanan 1sil veya mekanik islemlere bagli olarak degisir.
Proteinin araylizdeki konformasyonel degisimleri ve agilan hidrofobik bdlgeler,
damlacik stabilitesini dogrudan etkileyerek koalesans ve faz ayrismasini engeller (Kim
ve ark., 2020).

Calisma kapsaminda emiilsifiye edici ozellikler 1, 7 ve 9 olmak iizere 3 farkli
pH degerinde belirlenmistir. Bu amagla hem emiilsiyon aktivite indeksi hem de
emiilsiyon stabilite indeksi hesaplanmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.7.°de
verilmigtir. Farkli pH degerleri arasinda en iyi emiilsiyon aktivite indeksi pH 7’de,
emiilsiyon stabilite indeksi ise genel olarak pH 1°de tespit edilmistir. Emiilsiyon aktivite
indeksi agisindan kivrimli nanofibriller, diiz nanofibrillere gére daha iyi sonuglar
saglamistir. Ancak pH 7 disinda emiilsiyon stabilite indeksi agisindan onemli bir
farklilik gozlenmemistir. pH 7’de ise diiz nanofibriller, kivrimlilara gore daha iyi
stabilite saglamistir.

Isitma siireleri karsilastirildiginda pH degerinden bagimsiz olarak istatistiksel
olarak en iyi emiilsiyon stabilite indeksi degeri saglayan 1sitma siiresi 36 saat olarak
tespit edilmistir. Emiilsiyon stabilite indeksi acisindan ise pH 1 ve pH 9°da en yiiksek
degeri 24 saat 1sitma saglarken, pH 7°de 48 saat saglamistir. pH degerinin protein
yapisina etkisinden dolay1 bu bulgularin gézlendigi degerlendirilmektedir. Dong ve ark.
(2023) calismalarinda, farkli siirelerde elde edilen yumurta aki protein fibrillerinin
emiilsiyon aktivite aktivitesinin 8 saate kadar artis gosterdigini, daha uzun 1sitma
siirelerinin ise azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Ancak emiilsiyon stabilite indeksi

ise 1sitma siiresinin uzamasi ile artis gdéstermistir. Bu calismada bildirilen emiilsiyon
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aktivite ve stabilite indeksi degerleri mevcut calismada elde edilen degerlere gore
oldukca diisiiktiir.

Protein kaynaklar1 arasinda hem emiilsiyon aktivite indeksi hem de emiilsiyon
stabilite indeksi agisindan en i1yi degerleri peynir alti suyu proteini saglamistir. Peynir
alt1 suyu proteinin yiizey aktif 6zellikleri halihazirda bilinmekte ve gida endiistrisinde
emiilsifiye edici Ozellikleri nedeniyle siklikla kullanilmaktadir (Yamauchi ve ark.,
1980). Emiilsiyon stabilitesi agisindan ise peynir alti suyu proteini nanofibrilleri ile
bezelye protein izolati nanofibrilleri arasinda onemli bir farklihik gozlenmemistir.
Gluten ise pH 7 disindaki pH degerlerinde oldukea diisiik emiilsiyon aktivite ve stabilite

indeksi degerleri saglamistir.



Cizelge 4.7. Farkli protein kaynaklar1 kullanilarak farkli sartlar altinda iiretilen nanofibrillerin emiilsifikasyon 6zellikleri

Emiilsiyon aktivite indeksi

Emiilsiyon stabilite indeksi (dk)

(m*/g)

Varyasyon kaynaklari N 1pH 7 pH 9pH 1 pH 7 pH 9pH

Nanfibril Diiz nanofibril 24

morfolojisi 4,1£0,6b 82+0.8b 4,9+1,0b 445,4+98,3a 487,0£127,8a 246,7+56,2a
Kivrimli nanofibril 18 7,240,8a 9,6+1,0a 6,1+0,8a 309,0+151,6a 159,2+57,8b 408,6+170,7a

Isitma stiresi 24 saat 14 4,7+0,7b 6,8+0,5b 4,3+1,2b 568,0+193,3a 271,6+72,5ab 424,2+179,6a
36 saat 14  6,0+1,1a 10,0+1,3a 7,3+1,3a 439,2+148,6ab 195,9+44,8b 278,8+137,5a
48 saat 14  6,1+1,0a 9,7+1,2a 4,7+0,7b  153,6+51,5b 572,1+218,8a 245,2+86,6a

Protein kaynagi Peynir alt1 suyu proteini 12 83+1,1a 13,8+1,3a 10,3+1,2a 436,0£187,8a 326,1+84,9a 592,7+210,8a
Bezelye protein izolati 12 5,6+0,6b 6,4+0,5b 3,2+0,7c 522,8+173,3a 443,2+218,1a 335,2+157,2ab
Piring protein izolati 12 4,7+0,6b 7,0+0,4b 4,7+0,3b 379,6+149ab 212,7+85,2a 147,0+33,5b
Gluten 6 04+0,3c 7,3+0,4b 1,7+1,1d 31,8+6,7b  461,6+291,3a 63,0+11,9b

Ortalamasstandart hata, N: érnek sayisi, ayni varyasyon kaynagindaki farkli harfler p < 0,05 diizeyinde farkliligi gostermektedir.
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4.11. Genel degerlendirme

Yapilan analiz ve arastirma sonuglarina gore protein igerigi agisindan 48 saat 1s1l
islem uygulanmis diiz nanofibril gliitenin, en fazla protein oranina sahip 6rnek oldugu
gorilmektedir.

Yigin yogunlugu ve sikilastirilmis yogunluk analiz sonuglarma gore,
depolamada ve paketlemede avantaj saplayacak 0rnegin 48 saat 1s1l islem uygulanmis
kivrimli bezelye nanofibril proteini oldugunu soyleyebiliriz.

Sektor kullaniminda 6nemli bir veri olan akigskanlik ve koheziflik analizine gore,
en iyi akiskanlik saglayan 6rnegin 24 saat 1s1l islem uygulanmis diiz nanofibril gluten
proteini oldugu anlasilmaktadir.

Sektor kullaniminda bir diger 6nemli parametre olan, ortam nemini g¢ekme
egilimini gosteren higroskoposite analiz sonuclarina bakildiginda, bu konuda en
kullanigh 6rnegin 24 saat 1s1l islem uygulanmig diiz nanofibril gluten 6rnegi oldugu
goriilmektedir.

Suda ¢oziinme, dispersiyon ve paketleme Ozelliklerinde etkisi olan ylizey
hidrofobisi analizine gore en avantajli 6rnek, 48 saaat 1s1l islem uygulanmis kivrimh
nanofibril bezelye proteinidir.

Gida endiistrisinde onemli bir 6zellik olan emiilsifiye etme kabiliyetinin,
amiilsifikasyon analzi sonuclarina gore asidik gidalarda kullanim i¢in en uygun 6rnegin
48 saat 1s1] iglem uygulanmis kivrimli nanofibril peynir alt1 proteini oldugu, bitkisel
altenatifin de hemen onun ardindan gelen bezelye proteini oldugu goriilmektedir. Daha
notr ve notre yakin gidalarda, bitkisel olarak 36 saat 1sil islem uygulanmis kivriml
gluten proteini kullanima uygun bulunmustur. Bazik gidalarda ise emiilsifikasyon
aktivite agisindan hayvansal gidaya alternatif olarak 36 saat 1sil islem uygulanmis
kivrimli piring proteini en uygun ornek olarak goriilmektedir.

Bir karisimin emilsiifiye edilmesi kadar emiilsifikasyon sonrasi stabil kalmasi da
onem arz etmektedir. Emiilsifikasyon stabilitesi sonuglarma bakildiginda asidik
gidalarda kullanilmak iizere hayvansal proteine altenatif olarak en uygun 6rnegin, 24
saat 151l islem uygulanmis diiz piring proteini oldugu sdylenebilir. Notr ve notre yakin
gidalarda kullanima en uygun ornek 48 saat 1s1l islem uygulanmis diiz gluten 6rnegi
iken bazik gidalarda ise emiilsifikasyon stabilitesini korumak i¢in kullanilabilecek,
hayvansal proteine alternatif olabilecek 6rnek 24 saat 1sil islem uygulanmis diiz

nanofibril bezelye 6rnegidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu c¢alismada farkli kaynaklardan elde edilen proteinlerin (peynir altt suyu
proteini, piring proteini izolati, bezelye proteini izolati ve gluten) asidik kosullarda
farkli siirelerde 1sitilmasiyla diiz ve kivrimli morfolojilere sahip nanofibril yapilar
olusturulmus, bu yapilarin yapisal, kimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri ¢ok yonlii olarak
degerlendirilmistir.

FTIR ve dairesel dikroizm analizleri, nanofibrilasyon islemi sonucunda
proteinlerin ikincil yapilarinda 6nemli degisikliklerin meydana geldigini ortaya
koymustur. Ozellikle B-plaka ve antiparalel B-plaka yapilarinda anlamli artig gézlenmis,
bu durum nanofibril olusumunun belirgin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.
Peynir alt1 suyu ve piring proteini bu yapisal doniisiim agisindan daha basarili sonuglar
vermistir. Gluten tiim 1sitma siirelerinde istenilen fibril yap1 6zelliklerini gosterirken,
bezelye proteini izolat1 yliksek 1siya karsi daha duyarli bir yapi1 sergilemis ve fibril
olusumu agisindan daha siirli bir potansiyel géstermistir.

Nanofibril morfolojisi ve 1sitma siiresi, proteinlerin fizikokimyasal ve
fonksiyonel ozellikleri iizerinde belirleyici etkilere sahip olmustur. Diiz nanofibriller
genellikle 36 saatlik 1sitma sonucunda optimum yapiya ulasirken, kivrimli yapilar icin
24 saatlik siire yeterli bulunmustur. 48 saatlik 1sitma baz1 orneklerde fibril yapinin
bozulmasina neden olmus, bu durum floresans spektroskopi ve dairesel dikroizm
sonuglartyla da desteklenmistir.

Protein igerigi, kuru madde miktar1 ve fiziksel yogunluk ol¢iimleri, protein
kaynagina ve nanofibril morfolojisine bagli olarak degiskenlik gostermistir. Genel
olarak kivrimli fibrillerin daha diislik protein icerigine sahip oldugu, bunun ise 1sitma
siiresince meydana gelen ¢oziinmez yapi olusumlari ve kismi peptit ayrigmalar ile
iligkili oldugu degerlendirilmistir.

Yiizey hidrofobisitesi, higroskopisite, y1gin yogunlugu ve sikistirilmis yogunluk
gibi teknolojik 6zellikler incelendiginde, kivrimli nanofibriller diiz yapilara kiyasla daha
yiiksek degerlere ulasmistir. Bu durum kivrimlhi yapilarin daha fazla yilizey alani
sunmasi1 ve protein i¢indeki hidrofobik gruplarin agiga ¢ikmasiyla agiklanmistir. Buna
karsilik, diiz fibriller daha iyi akigkanlik ve diisiik koheziflik 6zellikleri sergileyerek

endiistriyel isleme acisindan daha avantajli bulunmustur.
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Emiilsifiye edici potansiyel bakimindan en basarili sonuglar peynir alti suyu
proteininden elde edilen nanofibrillerde gozlenmistir. pH 7’de en yiiksek emiilsiyon
aktivitesi saglanirken, emiilsiyon stabilitesinde ise kivrimli nanofibriller avantajli
bulunmustur. Isitma siiresi agisindan ise 36 saatlik islem emiilsiyon stabilitesini
maksimum diizeye ulagtirmistir. Glutenin, pH 7 disindaki degerlerde diisiik performans
sergilemesi ve kivrimli yapilarinin olusturulamamis olmasi bu farkliligi agiklamaktadir.

Bu c¢alisma, protein kaynagi ve fibrilasyon kosullarinin nanofibril yapilarin
olusumu ve fonksiyonel ozellikleri iizerinde belirleyici oldugunu gostermistir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda, nanofibrilasyon islemlerinde protein tipi ve 1sitma siiresi

gibi degiskenlerin dikkatle optimize edilmesi gerektigi anlagilmaktadir.

5.2. Oneriler

Gelecekte yapilacak caligmalarda, nanofibril olusum mekanizmasinin daha iyi
anlagilmas1 amaciyla ileri gorlntileme teknikleri (SEM, TEM) ile morfolojik
analizlerin desteklenmesi Onerilmektedir. Ayrica enzimatik on islemler, ultrasonik
uygulamalar veya c¢apraz baglayici ajanlar gibi farkli tekniklerle ozellikle bitkisel
proteinlerin fibril verimliliginin artirllmasi miimkiindiir. Endiistriyel uygulamalar
acisindan, emiilsifiye edici oOzelligi yiiksek ve disiik higroskopisiteye sahip
nanofibrillerin, fonksiyonel gida formiilasyonlari, igcecek sistemleri, enkapsiilasyon
teknolojileri ve farmasdtik tastyict sistemler gibi alanlarda genis kullanim potansiyeline

sahip oldugu degerlendirilmektedir.
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