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OZET

SUSAM KEPEGINDEN PROTEIN OZUTLENMESINDE ENZIMIN VE
ULTRASES ISLEMININ ETKILERININ BELIRLENMESI

Ahmet GORGUC
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damgmani: Prof. Dr. Cavit BIRCAN, Dr. Ogr. Uyesi Fatih Mehmet YILMAZ

2018, 104 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda, bir gida atig1 olan susam kepeginden protein
oztitlenmesinde iki farkli enzimin (viskozim L ve alkalaz), ultrases isleminin ve
enzim ile ultrases kombine isleminin etkileri belirlenmistir. Her bir islem, protein
verimi, toplam fenolik madde miktar1 ve iki farkli antioksidan kapasite sonuglari
ele alinarak degerlendirilmistir. Optimum islem parametreleri viskozim L i¢in
%0,58 enzim, 6,0 pH, 51 °C, 117 dk.; alkalaz i¢in %0,52 enzim, 9,8 pH, 51 °C, 68
dk.; ultrases i¢in 630 W gii¢, 54 °C, 86 dk.; kombine islem igin ise %0,62 enzim,
836 W gii¢, 43 °C ve 98 dk. olarak belirlenmistir. Islemler sonucu, viskozim L ile
%44,8, alkalaz ile %78,9 ve ultrases ile %61,7 protein verimine ulagilmustir. En
yiiksek protein verimi ise kombine islemde (%88,8) elde edilmistir. Alkalaz ile
oziitleme isleminde elde edilen oziitte 9 kDa’un iizerinde protein varligi
gozlenmemigtir. Uygulanan oziitleme islemlerinin susam kepeginin hiicresel
yapisim etkiledigi goriilmiig; hiicresel boyutta en fazla deformasyonun ise
kombine islem sonucu elde edilen susam kepeginde gerceklestigi gézlenmistir.
Sonug olarak, ¢aligmalarda kullanilan 6ziitleme yontemlerinin susam kepeginden
protein oziitlemede standart alkali 6ziitleme yontemine (%24,5) kiyasla ¢ok daha
etkili olduklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Susam, Gida yan iiriinii, Protein, Oziitleme, Enzimatik
Ozitleme, Alkalaz, Viskozim L, Ultrases, Fenolik madde






ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF ENZYME AND
ULTRASOUND TREATMENT ON THE EXTRACTION OF PROTEIN
FROM SESAME BRAN

Ahmet GORGUC
Master of Science Thesis, Food Engineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Cavit BIRCAN, Assist. Prof. Dr. Fatih Mehmet YILMAZ

2018, 104 pages

In this thesis study, the effects of two different enzymes (viscozyme L and
alcalase), ultrasound process and enzyme and ultrasound combination on the
protein extraction from sesame bran -which is a food waste- have been
determined. Each treatment was evaluated by considering the protein yield, total
amount of phenolic compounds and the two different antioxidant capacity results.
Optimum processing parameters were 0.58% enzyme, 6.0 pH, 51 °C, 117 min for
viscozyme L; 0,52% enzyme, 9,8 pH, 51 °C, 68 min for alcalase; 630 W, 54 °C,
86 min for ultrasound; 0.62% enzyme, 836 W power, 43 °C and 98 min for the
combined treatment. The obtained protein yield results were 44.8% with
viscozyme L, 78.9% with alcalase and 61.7% with ultrasound. The highest protein
yield was obtained in the combined treatment (88.8%). There was no protein
presence over 9 kDa in the extract obtained by the extraction with alcalase. It was
observed that the applied extraction processes affected the cellular structure of
sesame bran; the maximum deformation in the cellular structure was observed in
the sesame bran obtained with combined treatment. As a result, it was determined
that the extraction methods used in the study were highly effective than standard
alkaline extraction method (24.5%) on the protein extraction from sesame bran.

Keywords: Sesame, Food by-product, Protein, Extraction, Enzymatic extraction,
Alcalase, Viscozyme L, Ultrasound, Phenolic compound
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1. GIRIS

Susam, kullanimi eski zamanlardan beri siiregelen ve besinsel agidan degerli bir
gida olup, en yaygin kullanim alanlar1 susam yagi, tahin ve tahin helvasi liretimidir
(Batu ve Elyildirrm, 2009). Ulkemizde susam iiretim miktar1 ¢ok yiiksek
olmamasina ragmen Ozellikle kavrulmus susam ve tahin {ireticisi firmalar
tarafindan yogun olarak kullanilan hammaddedir. Bu nedenle Tiirkiye, diinyada en
fazla susam ithalat1 yapan iilkeler arasinda yer almaktadir (FAOSTAT, 2017).

Son donemlerde hayvansal kaynakli proteinlere erisimin daha zor olmasi, dini
veya vejetaryenlik gibi kisisel tercihler ve kimi saglik endiselerinden kaynakli
beslenme bigimlerinin degismesi gibi nedenlerle bitkisel proteinlere olan ilgi giin
gectikce artmaktadir (Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Giiniimiizde en yaygin
olarak kullanilan bitkisel protein kaynagi soya olmasina karsin, farkli bitkisel
materyallerden protein Oziitlenmesi ile ilgili ¢aligmalar da giin gectikce hiz
kazanmaktadir (Nehete vd., 2013; Nguyen ve Dao, 2017). Bu kapsamda,
literatiirde piring kepegi ve yagi alinmis aygicegi posasi gibi gida atiklarindan
protein Oziitlenmesi ile ilgili ¢ok¢a c¢alismalara rastlanmaktadir (Hourigan vd.,
1997; Dabbour vd., 2018).

Protein Oziitleme c¢aligmalarinda enzim, ultrases, vurgulu elektrik alan ve
mikrodalga gibi verimi artirmaya yonelik uygulamalar da mevcuttur. Farkli
bitkisel kaynaklardan karbohidraz ve proteazlar ile enzimatik &ziitleme, ultrases
destekli dziitleme ve siiperkritik akiskan 6ziitleme gibi islemlerin, kontrol yontemi
olan alkali oziitlemeye kiyasla protein oOziitleme verimini artirdigi rapor
edilmektedir (Reyes vd., 2009; Wu vd., 2014). Protein 6ziitleme verimini artiric
etkisi bulunan uygulamalarin kombine etkileri de bir¢ok farkli materyal ve hedef
madde i¢in arastirilmaya baslanmugtir.

Susam tohumlari, islenmeden 6nce susamin %15 — 18’ini olugturan kepek
kismindan ayrilmaktadir (Yazicioglu, 1953). Boylelikle kavrulmus susam ve tahin
iiretimi esnasinda yogun olarak susam kepegi aciga ¢ikmakta ve agiga ¢ikan bu
susam kepegi ise atik olarak goriilmektedir. Oysaki susam kepegi, %10 — 20
protein icerigiyle katma deger elde edilebilir bir kaynak olarak gbze carpmaktadir.
Ayrica susam proteinleri, metiyonin ve sistein gibi kiikiirt igeren amino asit

icermesi ile diger bitkisel proteinlere kiyasla dnemli bir alternatif olugturmaktadir



(Bandyopadhyay ve Ghosh, 2002). Ancak, literatiirde yagi alinmig susam
posasindan protein Oziitlenmesi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma olsa da (Latif ve
Anwar, 2011; Achouri vd., 2012), susam kepeginin bir protein kaynagi olarak
degerlendirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

Bu tez calismasinin amaci, iilkemizde kavrulmus susam ve tahin iretim
asamalarindan atik olarak cikan ve halihazirda degerlendirilmeyen susam
kepeginden bitkisel protein dziitleme kosullarinin arastirilmasidir. Bu kapsamda,
seliilotik bir enzim karigimi olan viskozim L, bir proteaz olan alkalaz, ultrases
islemi ve enzim ile ultrases kombine islemlerinin susam kepeginden protein
ozlitlenmesindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmis; her bir uygulamaya ait
islem parametreleri dikkate alinarak optimum islem kosullarinin belirlenmesi de

hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Susam Bitkisi

Susam (Sesamum indicum L.), Pedaliaceae familyasina ait, diploid (2n = 46) ve
cift cenekli, tropik ve sicak bolgelerde yetisen bir bitkidir. Susamin ait oldugu
Sesamum cinsi otuzdan farkl: tiirii icermesine karsin, en fazla tarimi yapilan tiir
Sesamum indicum’dur. Susam, yag elde edilen en eski tohumlardan olup, tarimi
5.000 yildir 6zellikle Asya ve Afrika’da yaygin bir sekilde yapilmaktadir (Warra,
2011; Wei vd., 2011; Akbar vd., 2012). Susamin Orta Afrika’dan Misir, Hindistan,
Orta Dogu ve Cin’e, oradan da tiim diinyaya yayildigi belirtilmektedir. Susam
bitkisinin faydali 6zellikleri eski donemlerden beri bilinmekte olup, Antik Misir
doneminden susam bitkisinin tibbi ag¢idan Oneminin ifade edildigi papiriisler
bulunmustur (Namiki, 2007).

Susam bitkisi yillik bir bitki olup bilylime periyodu genellikle 3 - 4 aydir, ancak
ciceklenme evresi 30 - 40 giin sonra baslamakta ve bitki olgunlagincaya dek
devam etmektedir. Olgunlagsma sonunda susam tohumlar1 kapsiiller igerisinden
ayrilmaktadir. Tohum rengi, ¢eside bagli olarak kahverengi, kiremit kirmizisi,
siyah, sar1, bej, gri ve beyaz tonlarinda olabilmektedir. (Elleuch vd., 2007; Namiki,
2007). Susam bitkisi, genelde agik sar1 renkte cigeklere sahiptir; ancak bazi
tiirlerde ¢igek rengi mor ve mavi olabilmektedir. Bitki boyu 50 — 100 cm arasinda
degismektedir. Meyve kismi igerisinde 3 cm boyutunda kapsiiller ve bu kapsiiller
igerisinde ise ¢ok sayida susam tohumu yer almaktadir. Her bir susam bitkisi 70 ila
100 tohum igeren 15 — 20 adet meyveye sahiptir (Anilakumar vd., 2010). Kabuk
ve kepek kismindan ayrilmig susam tohumlari, genel olarak agik krem renginde ve
yumurta seklinde fiziki bir goriiniime sahip olup, yaklasik olarak 2,5 - 3 mm
uzunluk ve 1,5 mm genislige sahiptir. Bin adet susam tohumunun agirligi ise
yaklagik 3 g gelmektedir (Mukhopadhyay ve Ray, 1999; Asghar vd., 2014).
Yiiksek yag icerigine sahip susam tohumlari, serin ve kuru ortamlarda
depolanmali, depo sicakliginin 20 °C ve nisbi neminin de %75’in altinda olmasi
gerekmektedir (Sahin, 2014).



Sekil 2.1. Susam bitkisi ve tohumlar1

2.1.1. Susam Uretimi

Susam tarimi temel olarak Cin, Hindistan, Myanmar, Sudan, Orta Amerika ve
diger tropik ve subtropik bolgelerde yapilmakta olup, 2002 yilinda diinya
capindaki tretimi 2,8 milyon ton, 2014 yilinda ise 6,2 milyon ton olarak
gerceklesmistir (FAOSTAT, 2017). Diinyada toplam susam ekim alan1 ise 2014
yil1 itibari ile 11 milyon hektara ulasmstir. Son 10 y1l incelendiginde, susam ekili
arazi alaninin ve toplam susam liretiminin diinyada arttig1 ve halen de artmakta
oldugu gozlenmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Diinya genelinde yillara bagli susam ekim alan1 ve toplam susam iiretimi
(FAOSTAT, 2017)

Cizelge 2.1. Susam iireticisi tilkeler (FAOSTAT, 2017)

Yillara Gore Uretim (bin ton)

Sira no Ulkeler

2010 2011 2012 2013 2014
1 Tanzanya 144 357 456 1050 1139

2 Hindistan 893 810 685 636 811

3 Sudan 248 363 187 562 721

4 Cin 587 605 639 624 630

5 Myanmar 868 901 522 540 519

32 Tiirkiye 24 18 16 16 18




Tiirkiye, diinya genelinde en fazla susam ithalati yapan iilkeler arasindadir.
Ozellikle tahin ve tahin helvasi iiretiminde yogun olarak kullanilan bir hammadde
olan susam, Nijerya, Etiyopya, Sudan, Pakistan, Hindistan ve Cin gibi iilkelerden
yiiksek miktarlarda ithal edilmektedir. Ulkemizde yillik ithal edilen susam miktart
yaklasik 110.000 ton olup, bu susamlarin ekonomik degeri 150 milyon dolar
civarindadir (FAOSTAT, 2017). Cizelge 2.2’de en fazla susam ithalati yapan
iilkeler gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Susam ithalatgisi tilkeler (FAOSTAT, 2017)

Yillara Gore ithalat (bin ton)

Sira no Ulkeler
2009 2010 2011 2012 2013
1 Cin 311 391 389 396 441
2 Japonya 129 161 164 159 142
3 Tiirkiye 92 102 101 116 107
4 Gliney Kore 73 78 82 73 78
5 Hindistan 9 9 0,1 10 77

2.1.2. Susamin Besin Bilesimi

Susam tohumlari, yag (%44 - 58), protein (%18 - 25) ve karbonhidratga (%13 -
20) zengin bir besin olup geleneksel olarak dogrudan tiiketilebilmektedir. Susam
tohumunun besin bilesimi Cizelge 2.3’te; amino asit ve yag asidi kompozisyonu
ise Cizelge 2.4’te verilmistir.

Susam, icerigindeki doymamis yag asitleri ve antioksidan bilesiklerden dolay1 6zel
bir yere sahiptir. Esansiyel bir yag asidi olan ve dolayisiyla viicutta
sentezlenemeyen, gidalarla alinmasi gereken a-linoleik asit, susamdaki doymamus
yag asitlerinin yaklasik yarisini teskil etmektedir (Asghar vd., 2014). Aycigek yagi
ve musirdzii yagi gibi en yaygin tiiketilen bitkisel yaglara kiyasla susam yagi daha



Cizelge 2.3. Susam tohumunun besin bilesimi (100 g’da) (Namiki, 2007)

Nem (%) 47 Fosfor (mg) 540
Yag (g) 51,9 Demir (mg) 9,6
Protein (Q) 19,8 Sodyum (mg) 2

Karbonhidrat (g) 18,4 Potasyum (mg) 400
Lif (9) 10,8 Karoten (png) 17

Kiil (g) 5,2 Vitamin B1 (mg) 0,95
Kalsiyum (mg) 1200 Vitamin B2 (mg) 0,25
Magnezyum (mg) 370 Niasin (mg) 51

Cizelge 2.4. Susamin amino asit ve yag asidi kompozisyonu (Anilakumar vd.,

2010)

Amino asitler (g/16 g N) Yag asitleri (%)
Treonin 3,1-37 Palmitik asit (16:0) 11,7
Valin 39-46 Stearik asit (18:0) 5,2
Sistein + metiyonin 28-4.8 Oleik asit (18:1) 41,4
izolsin 40-42 Linoleik asit (18:2) 39,4
Fenilalanin + tirozin 6,4-9,6 Linolenik asit (18:3) 0,4
Histidin 2,7 Aragidik asit (20:0) 0,4
Triptofan 1,3-15 Behenik asit (22:0) 0,6
Lisin 26-27

Arjinin 12




yiiksek antioksidan madde icerigine sahip olup, oleik, linoleik, palmitik ve stearik
asit yoniinden de zengindir (Lee vd., 2005; Wei vd., 2011).

Susam, sesamin ve sesamolin gibi zengin antioksidan madde iceriginden dolay1
antiseptik, bakterisit ve dezenfektan gibi iiriinlerde de kullanilmaktadir. Susamda
yer alan ve kimyasal olarak metilendioksifenil grubu iceren sesamin, episesamin,
sesaminol ve sesamolin gibi lignanlarin obeziteyi dnleme, kandaki kotii kolesterol
(LDL) diizeyini disiirme, antikanserojen Ozellik gosterme gibi saglik iizerine
olumlu etkileri rapor edilmistir (Sarkis vd., 2015). Susamda en yaygin bulunan
lignan glikozitleri ise sesaminol triglikozit ve sesaminol diglikozittir. (Jeong vd.,
2004; Warra, 2011). Susam, hidrofilik 6zellikteki pinoresinol ve sesamolinol
glikozitleri gibi antioksidan bilesikler de igermektedir (Sarkis vd., 2014). Susam
%0,63 igerigiyle, keten tohumu ile birlikte en zengin bitkisel lignan kaynagi olarak
kabul edilmektedir. Tokoferoller, fitosteroller ve resveratrol de susamda yer alan
diger biyoaktif bilesenlerdendir (Latif ve Anwar, 2011). Susam, giinliik mineral
ihtiyacinin karsilanmasi adina da degerli bir besindir. Yiiz gram susam, giinliik
manganez ve potasyum ihtiyacinin %100’inii, fosfor ve demir ihtiyacinin %57 —
65’ini, ¢inko, kalsiyum ve demir ihtiyaciin ise %13 — 35’ini karsilamaktadir
(Asghar vd., 2014).

2.1.3. Susamin Kullanim Alanlar1

Susamdan elde edilen iirlinler arasinda en yaygmn kullanim alami bulan {irlin,
tohumundan elde edilen yagdir. Susam yagi eldesinde temizleme, kavurma,
ogitme ve presleme asamalari olup, iretimde rafinasyon islemi
uygulanmamaktadir. Rafinasyon uygulanmamasi nedeniyle besinsel bilesenlerin
kayb1 diisiik orandadir. Susam yagimin aroma ozellikleri de uygulanan kavurma
islemi ile dogrudan iligkilidir (Warra, 2011). Sesamin, episesamin, sesaminol ve
sesamolin gibi lignanlarca zengin olan susam yagi, yiiksek oksidasyon stabilitesi
ile gida olarak tiiketiminin yaninda parfiimeri, kozmetik, ilag, boya ve parlatici
gibi birgok sektorde de kullanilmaktadir (Yoshida ve Takagi, 1997; Warra, 2011).
Susam tohumlar1 genel olarak 1stya maruz birakilmaksizin kullanilirken Dogu
Asya lilkelerinde tohumlar kavrularak ekmek, biskiivi gibi tiriinlerde; tilkemizde
ise yaygin olarak simit ve pogaca gibi firmcilik tiriinlerinde kullanilarak iiriinlere



0zgiin bir lezzet kazandirmaktadir. Susamin ezilmesi ile elde edilen susam macunu
ve hamuru ise diinyanin birgok bolgesinde salata, piring pilavi, haslanmis et vb. ile
birlikte bircok yoresel yemekte kullanilmaktadir. Endiistriyel {iretim olarak
incelendiginde ise susam yag1 disinda susamdan en yaygin olarak {iretilen Uriinler
tahin ve tahin helvasidir (Namiki, 1995).

Tahin; susam tohumlarinin uygun teknikle kabuklar1 ve kepekleri ayrildiktan sonra
kavrulup, degirmende ezilmesi ile elde edilen bir iiriindiir. Tahin, %60 yag, %26
protein ve zengin B kompleks vitaminleri iceriginden dolay1 degerli bir gida olarak
sayilmaktadir (Batu ve Elyildirim, 2009). Farkli gida {iiriinlerinde ve yemeklerde
kullanilmasina karsin en yaygm kullamim alan1 tahin helvasi {retimidir.
Tiirkiye’de 15 bin civarinda tahin ve tahin helvasi {ireten igsletme bulunmaktadir.
Bu nedenle tahin ve helvasi isletmeleri, yerel ekonomiye katkida bulunmasi ve
istthdam kaynagi yaratmasi agisindan da oneme sahiptir. Tahin helvasimin ana
bilesenlerini tahin ve seker olusturmaktadir. Bunlarin disinda helva {iretimi igin
sitrik asit, ¢coven 0ziitli, vanilya; ¢esnili helvalar i¢in ise yaygin olarak kakao, antep
fistig1 ve kuru meyveler ilave edilmektedir. Tahinin en belirgin karakteristik fiziki
ozelligi, uzun siireli depolama sonucunda yogunluk farki nedeniyle gerceklesen
yag fazi ayrilmasi ve partikiil sedimantasyonudur (Evlogimenou vd., 2017).
Tirkiye’de 1980°li yillarda yilda 35 — 40 bin ton civarinda tahin helvasi
tiretilmekte iken, giiniimiizde bu deger 80 bin tondan yiiksek seviyelerdedir (Batu
ve Elyildirim, 2009).

2.1.4. Susam Kepegi

Susam tanesinin %15 - 18’i tahin iretim prosesinde kabuk ve kepek olarak
ayrilmaktadir. Geriye kalan kisim ise o6giitiilerek tahin iiretilmektedir. Boylelikle
100 kg susamdan 82 - 85 kg tahin elde edilebilmektedir (Yazicioglu, 1953). Tahin,
tiretimi esnasinda kabuk ayirma isleminden dolayr mineral madde, o6zellikle
kalsiyum kaybina ugramaktadir. Kabuk ve kepek kismu yiiksek oranda oksalik asit
(>%3), kalsiyum ve selenyum igeriginden dolay1 aci bir tada sahiptir. Ay
zamanda %1,44 (kb) oraninda bulunan fitalatlar ve fitik asit (>%2), ¢inko, demir
ve kalsiyum gibi metallerle kompleks olusturmaktadir. Béylelikle bu mineraller
sindirim sisteminde absorbe edilememektedir. Bu nedenlerle tahin iiretiminde
kullanilacak susamlar kabuk kismindan arindirilmaktadir (Lokumcu, 2000;
Bandyopadhyay ve Ghosh, 2002; Liu ve Chiang, 2008; Cano-Medina vd., 2011).
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Kepek kismindan arindirilmamis susamlardan elde edilen yaglarin, daha yiiksek
stabiliteye sahip oldugu; bu duruma da susam kepeginde yer alan antioksidan
ozellikli bilesiklerin neden oldugu bildirilmektedir (Jeong vd., 2004). Ayni
nedenle kabuk ve kepek ayirma isleminin, susam tohumunun depolama siiresini de
azalttig1 ifade edilmektedir.

Susam tohumundan kabuk ve kepek ayrimu, 1slak ve kuru hat ad1 verilen iki farkl
yontem ile gerceklestirilmektedir. Geleneksel olarak kullanilan 1slak hat
yonteminde susam tohumlar1 oOncelikle igme suyu igerisinde birka¢ saat
bekletilmektedir. Bu esnada susam tanesinin en dis katmani olan kabuk, siserek
taneden ayrilmaktadir. Ardindan dista kalan kepek katmanini ayirmak igin susam
taneleri siral1 iki tuzlu su igeren havuzlarda bekletilmekte ve boylelikle kepekler
de uzaklastiritlmaktadir. Daha yeni ve sinirlt kullanimi olan kuru hat yonteminde
ise su havuzlan kullanilmamakta, kabuk ve kepek katmanlari mekanik siyiricilar
yardimi ile susam tanesinden ayrilmaktadir. Kepek ayirma asamasinda toplam
susamin %5 - 6’st kepek olarak ayrilmaktadir. Islak hatta islenen ve su
havuzundan ¢ikan susamlar, 1slak halde mikrobiyal gelisime agik olduklarindan
kurutulmalar1 gerekmektedir. Kabuk ve kepek ayrimi yapilan susam tanelerinin
kurutulmasi, dogal olarak ek bir kurutma maliyetini de beraberinde getirmektedir
(Anilakumar vd., 2010).

Sonug olarak, iilkemizde yillik toplam islenen susam miktar1 (~130.000 ton) goz
Oniine alindiginda, yillik yaklagik 7.800 ton susam kepegi degerlendirilmeden
atilmaktadir. Susam kepeginin %15 toplam protein igerigi hesaba katildiginda ise,
sadece lilkemizde yillik 1.200 tona yakin dénemli bir bitkisel protein kaynaginin

degerlendirilmeden atildig1 anlasilmaktadir.
2.2. Bitkisel Protein Kaynaklari

Beslenmenin saglikli yasam ile iliskili olmasiyla ilgili farkindaligin artmasi,
tireticileri besin 6gelerince zengin, yiiksek kalitede gida iirtinleri iiretmeye tesvik
etmistir. Diger yandan, gida iretiminde kullanilmak {izere yetistirilen
hammaddelerin, eski zamanlara kiyasla esansiyel mineral ve vitaminleri daha az
oranda icerdikleri ifade edilmektedir. Bu durumun nedenleri arasinda artan diinya

niifusunu besleyebilmek icin verim artisi amaciyla yapilan hatali tarim
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uygulamalar1 gosterilebilir (Sikiric vd., 2003). Proteinler, viicut i¢in gerekli temel
gida bilesenlerindendir. Yeni doku olusumu i¢in yapisal bir kaynak olmasindan
dolay1 proteinlere, viicutta karbonhidrat, vitamin ve minerallere kiyasla daha
yiiksek miktarlarda ihtiyag duyulmaktadir. Proteinler, tiim organizmalarda bulunan
biyolojik makro molekiillerdir. Tiim proteinler amino asitlerden meydana gelen
polimerlerdir ve temelde 20 farkli L-a-amino asitten olusurlar. Genel olarak 40’tan
az sayida amino asit i¢eren molekiiller, peptid olarak isimlendirilmektedir.
Proteinlerin biyolojik fonksiyonlarini etkin bir sekilde gergeklestirebilmeleri igin,
en az 50 amino asit alt {initesine sahip olmalar1 gerektigi ifade edilmektedir. Temel
olarak primer (birincil), sekonder (ikincil), tersiyer (ii¢iinciil) ve kuarterner
(dordiinciil) olmak iizere dort farkli protein yapist bulunmaktadir (Ghaly ve
Alkaoik, 2010). Gida proteinlerinin fonksiyonel 6zellikleri, molekiil biiytikliigi,
iyonik yiik dagilimi ve ii¢ boyutlu yapiya baglilik gostermektedir. Proteinlerin
yapisal ve fonksiyonel oOzellikleri, kompleks gida sistemlerinde diger gida
bilegenleriyle etkilesimlerini de dogrudan etkilemektedir (Ma vd, 2018). Diinya
niifusunun artisiyla gida ve gida hammaddelerine olan talep her gecen giin
artmaktadir. Diinya genelinde 500 milyondan fazla insanin proteince eksik
beslendigi bildirilmektedir (Dando, 2012). Proteince eksik beslenme, Onemli
saglik sorunlarina neden olmaktadir (Ghaly ve Alkoaik, 2010). Protein eksikligi,
ozellikle cocuklarda biiyiime bozukluklarina ve hastalik oranlarinda artiglara
neden olmaktadir. Beslenme eksikliginin oldugu durumlarda viicuttaki protein
enerji i¢in kullanilabilmekte, ancak viicut diger besin 6gelerini (karbonhidrat, yag)
enerji kaynagi olarak sonrasinda bulsa da kaybedilen protein viicuda yeniden
kazandirilamamaktadir (Pimentel vd., 1975).

Artan diinya niifusu ve proteince zengin beslenmeye olan egilimlerden dolayi
bitkisel proteinlere olan ilgi glin gectikce artmaktadir. Son yillarda dini, kiiltiirel
veya vejetaryen/vegan beslenme bigcimi gibi kisisel tercihler ile tiiketici
tercihlerinin degisim gostermeye baslamasi da bitkisel kaynakli proteinlere olan
ilgiyi artiran faktorlerdendir (Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Giinlimiizde diinya
niifusu, protein ihtiyacinin %70’ini bitkisel kaynaklardan karsilamaktadir.
Hayvansal proteinlerin besleyici 6zelligi, bitkisel proteinlere kiyasla daha fazladir.
Bunun nedeni de sekiz esansiyel amino asiti daha fazla oranda igermeleri ve
biyoyararlliklarinin daha yiiksek olmasidir. Bitkisel proteinler ise ¢ogu durumda
lisin ve metiyonin icerigi bakimindan fakirdir. Ornegin piring, bugday ve musir,

diisiik miktarda lisin icerigine sahiptir (Pimentel vd., 1975); ancak hayvansal
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protein kaynaklarina gore esansiyel olmayan amino asitleri daha fazla miktarda
icermektedirler. Referans protein kaynagi olarak tavuk yumurtas: ile
kiyaslandiginda bitkisel proteinler, esansiyel amino asitleri %62 — 81 oraninda,
esansiyel olmayan amino asitleri ise %111 — 129 oraninda igermektedir
(Krajcovicova-Kudlackova vd., 2005). Yiiksek miktarda hayvansal kaynakli gida
tiikketimi, baz1 saglik sorunlari ile iliskilendirilmektedir. Ornegin yiiksek serum
kolesterolii ile iligkilendirilen koroner kalp hastaligi riskinin, hayvansal kaynakli
gida tiiketimi ile arttig1 gozlenmistir. Bu duruma da hayvansal kaynakli gidalarin
bitkisel olanlara kiyasla daha fazla kolesterol ve doymus yag asidi igermesi neden
olmaktadir (Pimentel vd., 1975). Bunun yaninda bitkisel proteinlerin serum
kolestroliinii diigiiriicii etkileri gozlemlenmistir (Jenkins vd., 2000). Sonug¢ olarak
bitkisel proteinler, yenilenebilir ve ¢ok daha bol miktarda bulunan hammadde
kaynag1 nedeniyle hayvansal proteinlere iyi bir alternatiftir (Moure vd., 2006).
Bitkisel proteinler ayn1 zamanda gida takviyesi, aroma artirici, gidalarin besinsel
acidan zenginlestirilmesi ve fonksiyonel gida iiretimi gibi bircok amagcla
kullanilmaktadir (Bandyopadhyay vd., 2008). Gida bileseni olarak gida
formiilasyonlarinda yer alan proteinlerin ¢esitli fonksiyonel &zellikleri vardir.
Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri, gidalarin isleme ve depolama kosullarini da
etkilemektedir. Su tutma ve kopiik baglama kapasitesi, yaglarin emiilsifikasyonu,
aroma tutuculugu ile ¢oziiniirlik ve jellesme Ozellikleri 6rnek olarak verilebilir
(Kanu vd., 2007; Yavuz ve Ozgelik, 2016; Rodsamran ve Sothornvit, 2018).
Yapilan c¢aligmalarla giin gectikge daha fazla aydinlatilan bitkisel proteinlerin
fonksiyonel o&zellikleri, ticari olarak siklikla kullanilan peynir alti suyu

proteinlerine de alternatif olugturmaya baglamistir (Clemente, 2000).

Esansiyel amino asitlerce zengin proteinlerin ekonomik olarak {iretilmesinde
bitkisel proteinler biiyiilk énem tasimaktadir (Young ve Pellett, 1994). Soya,
bugday, musir, piring ve aycicegi gibi yliksek miktarda iiretimi yapilan iriinlerin
atiklarindan bitkisel protein iiretilmektedir (Nehete vd., 2013). Gida endiistrisinde
protein 6ziitlerinin kullanimi, yiiksek protein icerigi, etkin fonksiyonellik ve diisiik
anti-beslenme  faktorii (fitik asit vb.) igeriginden dolayr giin gectikce
yayginlagsmaktadir (Singharaj ve Onsaard, 2015). Protein Oziitleri fonksiyonel
ingrediyent, aroma artirict ve gida zenginlestirici olarak; sekerleme, kozmetik,
atistirmalik, sos, et Triinleri ve gazsiz igecekler gibi birgok {iriinde
kullanilmaktadir (Bandyopadhyay ve Ghosh, 2002). Protein oziitleri, 6zellikle
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saglik iizerine olumlu etkileri 6n planda olan peptidleri igerdikleri i¢in birgok
calismaya da konu olmaktadir. Hidrolize proteinlerden elde edilen kisa zincirli
peptidlerin, daha yiiksek besleyici 6zelliklere sahip oldugu ve viicut tarafindan
serbest amino asitlere kiyasla daha etkin bir sekilde degerlendirilebildigi rapor
edilmistir. Protein 6ziitleri ayrica, yash ve bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerin
beslenmesinde de kullanilabilmektedir (Gao vd., 2014).

Tahillar ve yaglik tohumlar, iki temel bitkisel protein kaynagi grubunu teskil
etmektedir (Erickson, 2015). Tahillar, yaglik tohumlara kiyasla %10 — 12 daha az
oranda protein igerigine sahip olmasina karsin, iiretim miktarlarinin daha fazla
olmasi ile en az yaglik tohumlar kadar 6nemli bir bitkisel protein kaynagi olarak
one ¢ikmaktadir. Yagi alinmis yaglik tohum kiispelerinde ise protein miktar1 %35
— 60 oranlarina degismektedir. Bitki yapraklar ve bitki iizerinde yer alan algler de
dogada bol miktarlarda bulunmalar1 nedeniyle protein eldesi agisindan yiiksek
potansiyele sahiptir (Erickson, 2015). Diinyada en yaygin kullanilan bitkisel
protein soya proteinidir (Nguyen ve Dao, 2017). Soya disinda bugday gluteni,
musir, kolza, pamuk, aygicegi ve yer fistig1 proteinleri, yaygin olarak kullanilan
diger bitkisel proteinlerdendir (Moure vd., 2006). Giiniimiizde ayrica kinoa ve
ceviz gibi kaynaklardan elde edilen bitkisel proteinler mevcuttur (Poveda vd.,
2016). Tarim sektoriinde iiretilen proteinin yalnizca %35°1 gida olarak
kullanilmaktadir. Kalan protein ise yem veya gida dis1 sektorlerde kullanim alani
bulmaktadir; hatta bir kismu attk  olarak aciga ¢ikmakta ve hig
degerlendirilmemektedir (Sari vd., 2015). Bu nedenle, ileri atik degerlendirme
calismalari ile hem israfin 6nlenmesi, hem de yiiksek miktarlarda bitkisel protein

iiretimi miimkiin hale gelebilecektir.

2.2.1. Susam Proteinleri

Susam proteinleri, diger bitkisel proteinlere kiyasla esansiyel amino asitlerden
metiyonin ve triptofan1 Onemli oranda igermektedir; ayrica diger bitkisel
kaynaklarda olduk¢a az bulunan ve insan metabolizmasi i¢in 6nemli oldugu
belirtilen kiikiirt igeren amino asitlere (metiyonin ve sistein) sahiptir. Bu
nedenlerle, susam proteininin diger bitkisel protein kaynaklar1 arasinda dnemli bir
yere sahip oldugu vurgulanmaktadir (Bandyopadhyay ve Ghosh, 2002; Gandhi ve
Srivastava, 2007; Karatas, 2015). Bulundugu gidalarin besinsel degerine katkida
bulunan susam proteinleri, fizikokimyasal ve diger yapisal 6zelliklerini yansitan
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birgok fonksiyonel o&zelliklere sahiptir. Susam proteinleri kullanimi, gida
tiriinlerinde kopiik, emiilsiyon ve jel ozelliklerini de gelistirebilmektedir. Bu
nedenle, daha cazip iiriinlerin iiretilmesi adina susam proteinlerinin fonksiyonel
Ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢aligsmalar hizla artmaktadir (Cano-Medina
vd., 2011). Susam proteinleri, siit, yer fistig1 ve yumurta proteinlerinde oldugu gibi
bazi bireyler icin alerjen oOzellik gostermektedir. Susam proteinlerinden 2S
alblimin, 7S globiilin, 11S globiilin alt iiniteleri ve oleosin izoformlarinin,
alerjenite olusturabildigi rapor edilmistir (Achouri vd., 2012). Susam tiiketiminin
ozellikle son yillarda artmasiyla birlikte Avrupa’da susam tiiketimi kaynakli
alerjik vaka sayisinda ve siddetinde artis gozlenmistir. Bu duruma ise susam
proteinlerinin neden oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle susam, Avrupa Birligi ve
Kanada’da oncelikli alerjenler listesine eklenmistir. (Fremont vd., 2002; Achouri
ve Boye, 2013).

Susamin baglica kullanim alam1 susam yagi eldesidir. Bu nedenle, yag eldesi
sonucu Onemli miktarlarda yagsiz susam posasi agiga ¢ikmaktadir. Bu yan iiriin,
genelde hayvan yemi veya giibre olarak degerlendirilmektedir (Gandhi ve
Srivastava, 2007). Susamdan protein Oziitleme caligmalari incelendiginde ise,
genelde hammadde olarak yagsiz susam posasinin kullanildigi goriilmektedir.
Kullanilan &ziitleme yontemine bagli olarak protein igerigi %50’lere kadar
varabilen susam posasindan protein eldesi, 6ziitleme islemi ile baslayan bir takim
stirecleri kapsamaktadir. Cozgen olarak siklikla distile su veya tuzlu su ¢ozeltisi,
pH degerinin alkali hale getirilmesi igin ise sodyum hidroksit, sodyum karbonat ve
sodyum bikarbonat gibi bilesiklerin kullanildig1r goériilmektedir (Escamilla-Silva
vd., 2003). Susamdan yag eldesi sonucu agiga ¢ikan yagsiz susam kiispesinde,
varligi istenmeyen bilesiklerden fitik asit %2’den %S5’e; ham lif miktar1 ise
%05,3’lere ¢ikabilmektedir. Bu dezavantajlara ragmen yiiksek protein igeriginden
dolay1 susam proteinleri kullanim alani bulmaktadir (Cano-Medina vd., 2011).
Susam kepegi de %15,2 protein, %7,6 besinsel lif ve %6,84 nem igerigine sahip,
o6nemli bir protein kaynagidir. Susam kepegi, susamin bir yan {iriinii olarak agiga
cikmakta ve genellikle hayvan yemi olarak kullamilmaktadir. Endiistriyel atik
olarak kanalizasyon sistemlerine hatta denizlere de dokiilebilmekte ve cevre
kirliligine neden olmasinin yan1 sira degerli bir protein kaynagi kaybedilmektedir
(Farran vd., 2000). Ancak, literatiirde heniiz susam kepeginden protein

Oziitlenmesi ile ilgili herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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Susam protein izolat veya konsantreleri, ¢cogunlukla izoelektrik g¢oktiirme ile
hazirlanmakta olup, %2,5 — 4 metiyonin ve %3,8 — 5,5 kiikiirtlii amino asit
icerigine sahiptir. Protein fraksiyonunu ise %67,3 globulin (%80 «-globulin ve %
20 B-globulin), %8,6 albumin, %6,9 glutelin ve %1,4 prolaminler olusturmaktadir.
Bu izolatlarin icecek ve ekmek gibi iiriinlerde kullanimi rapor edilmistir (Sharma
vd., 2016; Poveda vd., 2016). Elde edilen Oziitlerden susam proteini bazh
yenilebilir film {iretimi ile ilgili calismalar da literatiirde mevcuttur (Sharma ve
Singh, 2016).

2.2.2. Gida Atiklarindan Bitkisel Protein Uretimi

Artan niifusla birlikte gida endiistrisinde islenen iiriin miktart ve gesitliligin
artmasi, ag13a c¢ikan atik miktarinin artisini da beraberinde getirmektedir. Ozellikle
son yillarda bitkisel iiriinlerin iglenmesinin ardindan olusan yan iiriinlerden protein
icerigi  yiiksek atiklarin  degerlendirildigi  caligmalara agirhk  verildigi
goriilmektedir. Bugday kepegi, piring kepegi, yulaf kepegi, aycicegi kiispesi ve
susam kiispesi, protein iiretilen kaynaklardan bazilaridir (Hanmoungjai vd., 2001;
Latif ve Anwar, 2011; Nehete vd., 2013; Gao vd., 2014). Gida atiklarindan protein
oOziitleri genel olarak yagsiz hammaddeden uygun 6ziitleme/coktiirme yontemi ile
iiretilmektedir. Bitkisel kaynaklardan protein Oziitlemek igin yaygin olarak
kullanilan ~ yontemler alkali oziitleme/izoelektrik ¢oktiirme, asit
oziitleme/izoelektrik ¢oktiirme, suyla oOziitleme/izoelektrik ¢oktiirme, tuzla
Oziitleme/misel ¢oktiirme ve ultrafiltrasyondur (Boye vd., 2010; Poveda vd., 2016;
Sharma vd., 2016). Literatiirde kabuk ve kepek kismindan armndirilmig gida
materyallerinden ¢ozgen (genellikle su) yardimi ile protein 6ziitii elde edilen
bircok ¢alisma bulunmaktadir. Islem genel olarak alkali yontem ile
gerceklestirilmektedir. Cogu bitkisel protein alkali ortamda ¢6ziinmekte (Johnson
vd., 1979); bu nedenle alkali ortam saglanip siipernatanttan protein Oziitii elde
edilmektedir (Escamilla-Silva vd., 2003; Demirhan vd., 2011). Alkali yontem ile
elde edilen protein verimi daha diisikk oldugundan, siipernatanttan proteinleri
ayirmak i¢in izoelektrik noktada ¢oktiirme islemi de siklikla ek bir basamak olarak
uygulanmaktadir (Gandhi ve Srivastava, 2007; Sharma vd., 2016; Sharma ve
Singh, 2016; Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Alkali yontem haricinde gida
atiklarindan protein 6ziitlenmesinde enzim, ultrases, mikrodalga, vurgulu elektrik
alan ve stiperkritik akigkan ile 6ziitleme gibi verimi artirmaya yonelik yaklagimlar
da mevcuttur.
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2.3. Protein Oziitleme Verimini Artirmak I¢in Kullamlan Yontemler

Protein  Oziitlemesinde  alkali  yontem  digindaki  uygulamalardan da
faydalanilmaktadir. Yapilan calismalar yeni teknolojilerin kullaniminin, protein
oziitleme verimliligini artirdigini isaret etmektedir (Sarkis vd., 2015). Enzim,
ultrases, mikrodalga, wvurgulu elektrik alan ve siiperkritik akigkan gibi
uygulamalarm farkli gida atiklarindan protein 6ziitlenmesinde etkilerini inceleyen
calismalarin sayist da hizla artis gostermektedir. Cizelge 2.5’te bu konuda

literatiirden derlenen bazi galigmalara yer verilmistir.

Enzimatik, ultrases, vurgulu elektrik alan (PEF), mikrodalga, yiiksek voltaj ve
stiperkritik akigkan (SFE) gibi tekniklerin ayrica 6ziitleme islem siiresini azalttigi,
iriin kalitesini artirdignt ve Maillard tepkimelerini kontrol altinda tuttugu
belirtilmektedir (Ohshima vd., 1995). Modern tekniklerden birisi olan mikrodalga
destekli oziitlemede, bitki hiicre matriksi biinyesinde bulunan su, mikrodalga
enerjisini absorbe etmektedir. Boylece hiicrenin igten 1sinmasi saglanarak hiicre
parcalanmasi hizlanmakta ve hiicre yapisinda bulunan bilesenlerin matriks digina
gecis hizi artmaktadir (Wang ve Weller, 2006). Islem, iyonik kondiiksiyon ve
dipol rotasyon olmak tizere iki mekanizma sayesinde gerceklesmektedir.
Mikrodalga destekli 6ziitleme performansini etkileyen temel parametreler ¢oziicii
tipi, mikrodalga giicii, islem siiresi ve sicaklik olarak tanimlanmaktadir (Madej,
2009). Mikrodalga destekli 6ziitleme yontemi ile susam (Papadakis vd., 2006),
kabak ¢ekirdegi (Jiao vd., 2014), astragalus (Xiao vd., 2008), elma (Wang vd.,
2007) ve piring kepegi (Khan vd., 2011) gibi farkli materyaller ile yapilan
calismalar mevcuttur. Bir diger protein Oziitleme teknigi olan ultrafiltrasyon ile
proteinler partikiil biiyiikligii veya molekiil agirliklarina goére ayrilmaktadir
(Romero-Baranzini vd., 1995). Vurgulu elektrik alan uygulamasinda hiicre
membranlarina kritik elektriksel potansiyel uygulanmakta, boylelikle doku
parcalanmast ve doku gecirgenliginin artis1 ile birlikte proteinlerin hiicre disina
transferi hizlanmaktadir. Yiiksek voltaj ile Oziitleme isleminde de benzer bir
mekanizma s6z konusudur; iki elektrot arasinda iiretilen yiiksek voltajli elektrik
bosalmasi ile bitkisel dokuya dogrudan yogun bir enerji akis1 saglanarak kiitle
transferi hizlandirilmaktadir (Rosello-Soto vd., 2015).
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Cizelge 2.5. Gida atiklarindan protein 6ziitleme calismalarina 6rnekler

< Oziitleme Oziitleme Verimi
Gida Atig Yéntemi (%) Kaynak
Piring kepegi Enzimatik 25,9-57,9 Hourigan vd. 1997
Kayist Alkali 135183 Sharma vd. 2010
cekirdegi
.. .. . Phongthai vd.
Piring kepegi Mikrodalga 22,1 2016
Aygicegi posasi Ultrases 28,0 - 54,3 Dabbour vd. 2018
Susam posast Alkali 15,0 - 20,0 Achouri vd. 2012
Zeytin posasi Enzimatik 30,0 Vioque vd. 2000

Bitkisel kaynaklardan farkli maddelerin 6ziitlenmesinde kombine iglemlerin etkisi
de yaygin olarak arastirilmaktadir. Enzim ve ultrases isleminin bir arada
kullanildig1 bir ¢aligmada, ultrases dalgalarinin immobilize enzimlerin substratlari
ile bulusmasmi kolaylagtirarak Oziitleme igleminin etkinligini artirdigr rapor
edilmistir (Mason vd., 1996). Bir baska calismada ise ayni kombine uygulama
sonucu bugday kepeginden arabinoksilan 6ziitlenmesinde verimin kontrole kiyasla
yiiksek oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2014). Seliilaz, pektaz ve papain enzimleri
ile ultrases isleminin bir arada kullanilmasi ile balkabagindan polisakkarit
Oziitlemesinin ele alindigi da goriilmektedir (Wu vd., 2014). Literatiirde farkh
hammaddelerden mikrodalga destekli enzimatik 6ziitlemenin yapildig1 ¢aligmalar
da mevcuttur. Baliklardan arsenik ve selenyum minerallerinin 6ziitlenmesinin ele
alindig1 bir ¢alismada, enzim ve mikrodalga kombinasyonunun &ziitleme siiresini
o6nemli dlgilide (20 saatten 30 dk.’ya) diisiirdiigii rapor edilmistir (Reyes vd., 2009).
Gorildugii tizere, alkali yonteme kiyasla protein dziitleme verimini artiricr etkisi
bulunan uygulamalarin kombine etkileri de bir¢ok farkli materyal ve hedef madde
i¢in arastirilmaktadir.

Sonu¢ olarak mikrodalga ve ultrases gibi yeni olarak adlandirilan teknikler,
oziitleme islemlerinde alkali yonteme gore daha yiiksek verim saglamaktadir.
Farkli gida atiklar1 ve Oziitleme teknikleri ile yapilacak ileri ¢aligmalarla gida
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atiklarindan protein eldesi igin kullanilabilecek en uygun ydontem ve islem
parametreleri belirlenebilecektir.

2.3.1. Ultrases Destekli Oziitleme

Ultrases, 20 kHz ile 1 GHz araliginda frekansa sahip ses dalgalarin1 kapsamaktadir
(Davies, 1959). Ultrases, kavitasyon sonucu bitki hiicre duvarmin etkilenmesini
saglayarak, bitki matriksinde bulunan bilesenlerin hiicre disina gegisini
hizlandirmaktadir (Alupului vd., 2009). Ultrases dalgalarimin meydana getirdigi
ultrasonik enerji, sivi ortama niifuz ederek i¢ basinci artirmakta ve hizla kiigiik
kabarciklarin olusumunu saglamaktadir. Bu kabarciklarin patlamasi esnasinda ise
kabarciklarin i¢ ylizeyinde ¢ok yliksek sicaklik ve basing degerlerine ulasilmakta
(Jambrak vd., 2009), boylelikle hedef analitin  matriksten salinimi
kolaylagsmaktadir. Ultrases dalgalar1 Oziitleme islemi esnasinda 1s1 ve kiitle
aktarimin1  hizlandirarak bitki hiicre duvarindan protein ve polifenol gibi
bilesiklerin agiga ¢ikmasimi saglamaktadir (Rosell6-Soto vd., 2015). Polifenol,
antosiyanin, aromatik bilesikler, polisakkarit ve diger bilesiklerin 6ziitlenmesinde
ultrases igleminin kullanildig1 ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Vilkhu vd., 2008).
Ornek olarak Moulton ve Wang (1982), 20 kHz ve 3 W/g degerlerinde uygulanan
ultrases islemlerinin soya proteini 6ziitleme verimini kontrole kiyasla sirasiyla

%353 ve %23 oranlarinda artirdigini rapor etmislerdir.

Ultrases teknolojisinin gida endiistrisine entegrasyonunun artirilmasi ile 6zellikle
bitkisel materyallerden katma degeri yiliksek biyoaktif Ozellikteki bilesenlerin
Oziitlenmesinin daha yaygin hale getirilebilecegi diigiiniilmektedir.

2.3.2. Enzimatik Oziitleme

Enzim uygulamasi, bitkilerden protein 6ziitlenmesinde kullanilan yontemlerden
biridir. Ozellikle karbohidrazlarm (selillaz, pektinaz, viskozim L), bitki
materyallerinde polisakkarit matrikse bagli bulunan proteinleri serbest hale
getirerek Oziitleme verimini artirdigr belirtilmektedir (Hourigan vd., 1997).
Ornegin ksilanaz enzimi, hiicre duvari polisakkaritlerinden birisi olan ksilani

hidrolize ederek kisa zincirli ksilo-oligosakkaritlere par¢alamaktadir. Boylece
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polisakkarit matriks igerisindeki baglar parcalanarak hiicre icerisinde bulunan
protein gibi molekiiller serbest hale gegmektedir (Hourigan vd., 1997).
Karbohidrazlarin haricinde protein 6ziitleme verimini artirmaya yonelik alkalaz
(Hanmoungjai vd., 2001; Jiang vd., 2010; Demirhan vd., 2011), flavorzim
(Klompong vd., 2007; Kanu vd., 2009) ve protizim (Sharma vd., 2002) gibi
proteaz enzimlerinin kullanildigi da  goriilmektedir. Oziitleme verimini
artirmasinin yaninda daha diisiik sicakliklarda islem yapilabilmesi, patlayici
nitelikte coziicii kullanimi gerekmemesi ve zararli atik madde iiretilmemesi,
enzimatik oziitlemenin avantajlar1 arasinda gosterilebilir (Hanmoungjai vd., 2001).
Enzimatik 6ziitleme ile elde edilen bitkisel proteinlerin, diisiik viskozite ve yliksek
¢Oziiniirlik gibi ozelliklerinden dolay1 birgok gida iiriiniinde fonksiyonel olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir (Adler-Nissen, 1979).

Literatiirde bitkisel kaynaklardan protein elde edilmesi konusunda enzimatik
islemin uygulandig1 calismalar incelendiginde, karbohidrazlarin ve proteazlarin
ayr1 ayn ele alindig1 calismalara rastlanmaktadir. Bu g¢alismalar detayli olarak
incelendiginde, karbohidrazlardan viskozim L’nin ve proteazlardan alkalaz
enziminin farkli bitki matrikslerinden protein 6ziitlemede en verimli karbohidraz
ve proteaz olduklari anlasilmaktadir. Viskozim L enzimi, arabanaz, seliilaz,
hemiseliilaz ve ksilanaz gibi birden fazla farkli karbohidrazlar igermektedir
(Hourigan vd., 1997). Alkalaz enzimi ise optimum olarak 7 — 9 pH ve 30 — 65 °C
sicaklik araliklarinda ¢aligan bir proteolitik enzimdir. Tez ¢aligmasi kapsaminda
kullanilan bu enzimlerle ilgili ¢alismalar incelenecek olursa; Kanu vd. (2009),
susamdan protein dziitlemede farkli proteolitik enzimlerin etkinliklerini incelemis
ve verimlilik agisindan en verimli enzimi alkalaz olarak bildirmislerdir. Benzer
sekilde ¢ay yapragindan protein Oziitlemesini ele alan Shen vd. (2008), farkli
proteolitik enzimler arasinda en verimli enzimi alkalaz olarak bildirmislerdir. Latif
ve Anwar (2011) ile Ribeiro vd. (2013) susam posasi ve keten tohumundan protein
oziitlemede en verimli ilk iki enzimi viskozim L ve alkalaz olarak ayr1 ayr1 rapor
etmislerdir. Bu ¢alismalarda viskozim L’nin alkalaza kiyasla protein 6ziitlemede
daha etkili enzim oldugu belirtilmesine ragmen, Hanmoungjai vd. (2002) viskozim
L’ye kiyasla alkalazin piring kepeginden protein 6ziitlemede daha etkili enzim
oldugunu yaptiklari ¢aligsmanin sonucunda bildirmislerdir. Nguyen ve Dao (2017)
ile Minh (2015) ise soya fasulyesinden protein oOziitlemede farkli proteaz
enzimlerini ele aldiklar1 ayr1 ayri ¢alismalarda en etkili enzimi alkalaz olarak rapor
etmislerdir. Cizelge 2.6’da ise farkli gida hammaddelerinden enzimatik protein
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Oziitlemesi ile ilgili ¢alismalar, kullanilan enzimler ile elde edilen verimlerin

yiiksekten diisiige siralamasi ile verilmistir.

Cizelge 2.6. Farkli gida hammaddelerinden enzimatik protein 6ziitleme ¢aligmalari

Hammadde Oziitleme Verimi Siralamasi Kaynak
Susamunu  Alkalaz>Protameks>Notraz>Flavorzim Kanu vd. 2009
Susam posast Viskozim L>Alkalaz>Protameks Latif ve Anwar 2011
Piring kepegi Alkalaz>Viskozim L Hanmoungjai vd. 2002
Soya fasulyesi Alkalaz>Protameks Nguyen ve Dao 2017

Keten tohumu Viskozim L>Alkalaz>Flavorzim>Notraz Ribeiro vd. 2013

Cay Alkalaz>Protameks>Notraz>Flavorzim Shen vd. 2008

Sonug olarak enzimatik 6ziitleme teknikleri, kullanilabilecek enzim gesitliliginin
getirdigi avantajin yani sira, Oziitleme verimine olumlu etkileri sayesinde bir¢ok

Oziitleme uygulamalarinda kullanilma potansiyeline sahiptir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan atik susam kepegi, Celikler Gida San. Tic. Ltd. Sti.
(Gaziantep, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Oziitleme islemleri ve
analizlerde kullanilan sodyum hidroksit (Tekkim Kimya — 100418163001) ve
stlfirik asit (Tekkim Kimya — 080118171001) teknik saflikta; diger tim
kimyasallar ise analitik saflikta olup tedarik edilen firma ve katalog numaralar ile
birlikte belirtilen sekildedir: Kjeldahl katalizor tablet (Ekiciler Kimya — 3,5 ¢
potasyum siilfat + 400 mg bakir siilfattan olusan tabletler), borik asit (Merck —
1.00165.1000), metilen kirmizis1 (Sigma-Aldrich — 32654-25G), metilen mavisi
(Sigma-Aldrich — 66720-100G), hidroklorik asit (Merck — 1.00317.2501), aseton
(Merck — 1.00014.2511), etanol (Tekkim Kimya — 020118185001), metanol
(Sigma-Aldrich — 24229-2.5L-R), Folin-Ciocalteu ayraci (Merck — 1.09001.0500),
sodyum karbonat (Merck — 1.06392.1000), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
(Aldrich — D9132-1G), 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)
(Roche Diagnostics — 10102946001), potasyum persiilfat (Merck — 1.05091.1000),
monobazik sodyum fosfat (Sigma-Aldrich — S0751-100G), dibazik sodyum fosfat
(Sigma-Aldrich — 04272-1KG), sodyum kloriir (Merck — 1.06404.1000), viskozim
L (Novozymes), alkalaz (Novozymes), protein isaretleyici (Sigma — 94964-
500UL), akrilamid (Sigma — A3553-100G), N’N’-bis-metilen-akrilamid (Sigma —
M7279-25G), sodyum dodesil siilfat (Sigma — L3771-25G), tris baz (Roche —
10708976001), gliserol (Sigma — G2025-100ML), bromfenol mavisi (Sigma —
B0126), B-merkaptoetanol (Sigma — M3148-25ML), glisin (Sigma — G8898-
500G), amonyum persiilfat (Sigma — A3678-25G), 1,2-bis (dimetilamino) etan
(TEMED) (Sigma — T9281-25ML), coomassie brilliant blue (Sigma — B8647-
1EA), metanol (Sigma — 1060081000), asetik asit (Sigma — 695092-2.5L).

3.2. Yontem

Calisma kapsaminda, Oziitleme verimini artirmaya yonelik tekniklerin etkileri
incelenmis ve her bir iglem i¢in en verimli 6ziitleme teknigi belirlenmistir. Bu
kapsamda seliilotik enzim karigsimi olan viskozim L ile enzimatik 6ziitleme (1),
proteolitik enzim olan alkalaz ile enzimatik Oziitleme (2) ve ultrases destekli

oziitleme (3) islemlerinin oziitleme verimine etkileri incelenmistir. Ayrica, bu
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asamada elde edilen sonuglar baz alinarak yeni bir deneysel plan olusturulmus ve
etkinligi yiiksek olan enzim kullanilarak enzimatik ve ultrases kombine igleminin
Oziitleme verimine etkileri de incelenmistir. Bu agamalarin her birinde yanit ylizey
yontemi (RSM) kullanilmistir. Oziitleme tekniklerinin verimlilikleri, islemler
sonunda elde edilen oziitlere toplam protein, toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasite (DPPH ve ABTS yontemleri ile) analizleri uygulanarak belirlenmistir. Bu
asamada elde edilen oOziitlerin 6zellikleri hem kendi aralarinda hem de kontrol
yontemi olan alkali 6ziitleme ile elde edilen 6ziitiin 6zellikleri ile kiyaslanmustir.
Her bir oziitleme teknigi ile elde edilen optimum kosullarda iiretilen protein
oziitlerine ise SDS-PAGE ile protein fraksiyonu analizi ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile goriintiileme analizi uygulanmistir.

3.2.1. Susam Kepegine Uygulanan On Islemler

Endiistride kavrulmus susam ve tahin iiretim asamasinda suda bekletilerek sisen
susam kabugunun susamdan ayrilmasinin ardindan, kabugu soyulmus susamlar
farkli tuz konsantrasyonlarinda (%20 ve %10 - 12) sirali iki su havuzunda belirli
siire bekletilerek susam kepeginin susam g¢ekirdeginden ayrilmasi saglanir.
Uygulanan diger bir teknolojide ise susam kepegi, mekanik siyiricilar ile kabugu
soyulmus susamdan ayrilmaktadir. Bu asamada prosesten ayrilan ve gida yan
iriind olarak goriilen ve degerlendirilmeyen susam kepekleri kavrulmus susam ve

tahin tireticisi firmadan temin edilmistir.

Tedarik edilen susam kepe@i, Adnan Menderes Universitesi Gida Miihendisligi
laboratuvarlarina tasinmis ve ilk etapta hizla tas ve toz gibi yabanct maddelerden
ayristirilmistir. Ardindan fanli tepsili kurutucuda (60 + 2 °C; 1,4 m/s hava akis
hizi; <%10 bagil nem) nem igerigi %5’in altina diisene dek kurutulmustur.
Kurutma sonrasi kepekler 500 mikronluk elekten gecirilmis ve <500 pm partikiil
boyutuna sahip kepekler hava gecirmez polietilen torbalar igerisine alinarak
islemlere dek buzdolabinda (+4 °C) depolanmustir.
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Sekil 3.1. Calismalarda kullanilan kurutulmus ve 6giitiilmiis susam kepegi
3.2.2. Susam Kepegine Uygulanan Analizler

Kurutulmus ve 6giitiilmiis susam kepegine temel fiziki 6zelliklerinin belirlenmesi
agisindan toplam kuru madde, toplam mineral madde ve toplam protein analizleri
uygulanmgtir.

3.2.3. Susam Kepeginden Fenolik Madde Oziitleme islemleri

Oziitleme islemi laboratuvarda gegmis calismalarda uygulanan ydnteme gore
gercgeklestirilmistir. Susam kepeginden fenolik madde 6ziitleme amaciyla asetonun
%70’lik sulu ¢ozeltisi kullanilmstir.

Oziitleme islemi igin otoklav siselerine susam kepeginden 10 gram alinarak, 92
mL %70’lik aseton c¢ozeltisi (v/v) ile kanigtirnllmistir. Boylelikle 1:10 (w/v)
kati/¢ozgen orani elde edilmistir. Susam kepeginin lifli yapis1 géz oniline alinarak
Oziitleme verimini artrmak amaciyla ayrica %0,1 oraninda hidroklorik asit
eklenmistir. Ardindan karisim, 1 saat calkalamali su banyosunda (Daihan
Scientific Maxturdy-30, Korea) (50 rpm; 55 °C) bekletilmistir (Sekil 3.2).
Homojenat 6000 rpm’de 15 dk. santrifiij (Centurion Scientific K241, Birlesik
Krallik) edildikten sonra siipernatant kismi falkon tiiplere aktarilmig ve analizlere
dek -20 °C’de depolanmistir (Y1lmaz, 2017).
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Sekil 3.2. Calkalamali su banyosunda fenolik madde 6ziitleme islemi

Elde edilen oziitlere ise toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasite
(DPPH ve ABTS yontemleri ile) analizleri uygulanmstir.

3.2.4. Susam Kepeginden Bitkisel Protein Oziitleme Calismalar

Susam kepeginden bitkisel protein 6ziitleme iglemleri; alkali yontem ile, viskozim
L ve alkalaz ile enzim destekli, ultrases destekli ve enzim + ultrases destekli olmak
iizere bes farkli sekilde ve iki tekerriir halinde gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. Alkali yontem ile dziitleme

Protein 6ziitleme islemi, ilk olarak bitkisel protein iiretiminde en yaygin kullanilan
ve konvansiyonel yontem olan alkali dziitleme ile gergeklestirilmistir. Islem igin
kapakli cam sise igerisine 10 g susam kepegi tartilmis ve tizerine 92 mL deiyonize
su eklenmistir; boylelikle 1:10 (w/v) oraninda bir karisim elde edilmistir.
Karisimin pH degeri, 2 N NaOH ¢ozeltisi ile 9,5’e ayarlanmis ve ¢alkalamali su
banyosunda (45 °C sicaklik ve 50 rpm hizinda) 120 dk. bekletilmistir. Ardindan
kaba filtre kagidi ile filtre edilip, 4000 g’de 30 dk. santrifiij edildikten sonra
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stipernatant kismi toplanmigtir (Cano-Medina vd., 2011; Guan ve Yao, 2008). Elde
edilen oziitler, analizlere dek -20 °C sicaklikta depolanmistir.

3.2.4.2. Enzimatik oziitleme

Susam kepeginden enzimatik protein dziitlenmesinde seliilotik enzim karigimi olan
viskozim L ve bir proteolitik enzim olan alkalazin etkileri belirlenmistir. Her iki
tiir enzimin calistigi pH degerleri farklilik gostermektedir. Bu kapsamda, her iki
enzimin de oziitleme verimine etkileri ayr1 ayr incelenmistir. Enzimatik 6ziitleme
isleminde enzim oraninin, pH degerinin, islem sicakliginin ve siiresinin etkileri
yanit yiizey metodu (Response surface methodology, RSM) kullanilarak merkezi
timlesik dizayn (Central composite design, CCD) ile incelenmis ve ayrica
optimum enzimatik islem kosullar1 da belirlenmistir.

Enzimatik 6ziitleme islemlerinde kullanilan merkezi tiimlesik dizayna ait bagimsiz

degiskenler ile onlarin kodlanmis seviyeleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Enzimatik 6ziitleme isleminde ilk olarak kapakli cam siselere 10 g susam kepegi
tartilmus, {lizerine 92 mL deiyonize su eklenerek 1:10 (w/v) oraninda bir karigim
elde edilmistir. Karisimin pH degeri, deneme planina gére 2 N HCI veya NaOH
cozeltisi ile ayarlandiktan sonra yine deneme planina gore enzim (kepegin yiizdesi
cinsinden) ilave edilmistir (Sekil 3.5). Karisim, c¢alkalamali su banyosunda
deneme sicakliginda (25 — 55 °C) 50 rpm hizinda deney planinda belirlenmis siire
boyunca (10 — 120 dk.) bekletilmistir. Ardindan karisimin pH degeri 9,5’
ayarlanip calkalamali su banyosunda 50 rpm ve 45 °C’de 30 dakika daha
bekletilmistir. Son olarak karisim kaba filtre kagidi ile filtre edilip, 4000 g’de 30
dakika santrifiij edilmis ve silipernatant kismi toplanmustir. Siipernatantlar,
analizlere dek -20 °C’de bekletilmistir.
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Cizelge 3.1. Enzimatik oziitleme agamasina
kodlanmis seviyeler

ait yanit yiizey yoOntemi igin

Bagimsiz Degiskenler Birim -1 +1 -alfa +alfa
Enzim miktar1 % 0,29 0,76 0,05 1
Sicaklik °C 33 48 25 55
Siire dk. 38 93 10 120
pH? 3,4 51 2,5 6
pH degeri
pH® 7.3 9,8 6 11

pH?: Viskozim L enzimi ile 6ziitleme islemine ait degisken

pr: Alkalaz enzimi ile 6ziitleme iglemine ait degisken

Sekil 3.3. Alkali ve asidik pH degerlerine sahip 6ziitlerin genel goriiniimii
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3.2.4.3. Ultrases destekli oziitleme

Susam kepeginden ultrases destekli protein Oziitlenmesinde kullanilan ultrases
cihazi, 35 kHz sabit frekansta farkli giiglerde (528 — 1232 W) ultrases giicii
saglayabilmektedir. Bu 0Ozelligi sayesinde, literatiirde c¢alismalarda sikca
kullanildig1 goriilen klasik laboratuvar tipi ultrases cihazlarindan (~375 W) ¢ok
daha etkin ultrases etkisi gostermektedir. Ayrica Oziitleme islemi esnasinda,
entegre sicaklik kontrol sistemi sayesinde sicaklik degeri de kontrol

edilebilmektedir. Cihaza ait gorsel, Sekil 3.4’te verilmistir.

[

Sekil 3.4. Calismada kullanilan ultrases cihazi

Ultrases igleminin oziitleme islemine etkisi RSM ile CCD kullanilarak
belirlenmistir. Ultrases destekli dziitleme isleminde kullanilan merkezi tiimlesik
dizayna ait bagimsiz degiskenler ile onlarin kodlanmis seviyeleri Cizelge 3.2°de

verilmistir.
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Ultrases uygulamasinda ilk olarak cam sise icerisine susam kepegi ve deiyonize su
1:10 (g/mL) oraninda karistirilmigtir. Ultrases cihazinda yer alan 5 L saf su
icerisine cam siseler yerlestirilmistir. Ardindan deneme planina gore farkli ultrases
giiclerinde (528 — 836 W), farkl sicakliklarda (25 — 55 °C) ve siirelerde (10 — 120
dk.) oziitleme islemleri gergeklestirilmistir. Ardindan karigimin pH degeri 9,5’¢
ayarlanip ¢alkalamali su banyosunda 50 rpm ve 45 °C’de 30 dk. bekletilmistir.
Son olarak kaba filtre kagidi ile filtre edilen karisim, 4000 g’de 30 dk. santrifiij
edilip silipernatant kismi toplanmustir. Siipernatantlar, analizlere dek -20 °C’de

depolanmustir.

Cizelge 3.2. Ultrases destekli 6ziitleme asamasina ait yanit ylizey yontemi igin
kodlanmis seviyeler

Bagimsiz Degiskenler Birim -1 +1 -alfa +alfa
Ultrases giicii W 550 704 528 836
Sicaklik °C 31 49 25 55
Siire dk. 32 98 10 120

3.2.4.4. Enzim + ultrases destekli oziitleme

Enzimatik ve ultrases destekli kombine 6ziitleme uygulamasinda her iki islem g6z
oniinde bulundurularak yeni bir deneme plani olusturulmustur. Kombine yeni bir
islem oldugu ve bagimsiz degiskenlerin karsilikli etkilesimleri yeni durumda
farklilik gdsterebilecegi icin her iki etki i¢in ayr1 ayr1 denenen bagimsiz
degiskenler tekrardan bu asamada ele alinmistir. Enzim + ultrases destekli
Oziitleme isleminde, viskozim L ve alkalaz enzimleri arasinda daha verimli olan

alkalaz enzimi kullanilmistir.

Bu asamada yine RSM ile CCD kullanilarak olusturulan deneme plani Cizelge

3.3’te verilmistir.

Bu asamada, cam sise igerisine susam kepegi ve deiyonize su 1:10 (w/v) oraninda

karigtirilmig ve deneme planina gore enzim ilave edilmistir. Ardindan cam siseler,
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icerisinde 5 L saf su bulunan ultrases cihazi igerisine yerlestirilmis ve deneme
planinda yer alan ultrases giicii ve sicakliginda, yine deneme planindaki siire
boyunca isleme tabi tutulmustur. Ardindan karigimin pH degeri 9,5’e ayarlanip
calkalamali su banyosunda 50 rpm ve 45 °C’de 30 dk. bekletilmistir. Son olarak
kaba filtre kagidi ile filtre edilip 4000 g’de 30 dk. santrifiij edildikten sonra
siipernatant kismu almmustir.  Siipernatantlar, analizlere dek -20 °C’de

bekletilmistir.

Cizelge 3.3. Enzimatik ve ultrases destekli Oziitleme agamasina ait yanit yiizey
yontemi igin kodlanmig seviyeler

Bagimsiz Degiskenler Birim -1 +1 -alfa +alfa
Enzim miktar1 % 0,29 0,76 0,05 1
Ultrases giicii w 550 704 528 836
Sicaklik °C 33 48 25 55
Siire dk. 38 93 10 120

3.2.5. Protein Oziitlerine Uygulanan Analizler

Viskozim L ve alkalaz ile enzim destekli, ultrases destekli ve enzim + ultrases
destekli oziitleme yontemleri ile elde edilen protein Oziitlerine, toplam protein
miktari, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasite (DPPH ve ABTS
yontemleri ile) analizleri uygulanmigtir. Ayrica, Oziitlerin “% protein verimi”

degerleri hesaplanmustir.
3.2.5.1. % protein verimi

Orneklerin % protein verimleri, toplam protein miktar1 tayini sonrasi elde edilen
veriler yardimi ile hesaplanmistir. Yiizde protein verimi, Oziitleme islemleri
sonrasinda susam kepeginde yer alan proteinin ylizde kaginin 6ziitlenebildigini
ifade etmektedir.
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3.2.5.1.1. Alkali ve ultrases destekli oziitlerin % protein verimi

Alkali ve ultrases destekli 6ziitleme yontemleri ile elde edilen dziitlerin % protein
verimi degerleri, asagidaki esitlik yardimi ile hesaplanmustir.
(Vg) (%protein,ézijt)

% protein verimi= x 100
P (ms) (%protein,kepek)

V,: Oziitlemede kullanilan ¢6zgen miktari, mL
Woproteinszir: O7iitlin protein igerigi, %
ms: Oziitlemede kullanilan susam kepegi miktari, g

Yoproteinkepek: Susam kepeginin protein igeridi, %

3.2.5.1.2. Viskozim L, alkalaz ve enzim + ultrases destekli 6ziitlerin % protein
verimi

Viskozim L, alkalaz ve enzim + ultrases destekli 6ziitleme yontemleri ile elde
edilen Oziitlerin % protein verimi degerleri, asagidaki esitlik yardimi ile
hesaplanmistir. Hesaplamalarda, oziitlemede kullanilan enzimden gelen protein
¢ikarilmistir.

(VC) (%protein,bzut) = (Ve) (%protein,enzim) X

100
(ms) (%protein,kepek)

% protein verimi=

V,: Oziitlemede kullanilan ¢8zgen miktari, mL

Poprotein,szi: Ozitiin protein igerigi, %

V.: Oziitlemede kullanilan enzim miktar1, %

Wprotein,enzim: Oziitlemede kullanilan enzimin protein icerigi, %
ms: Oziitlemede kullanilan susam kepegi miktar1, g

Yproteinkepek: Susam kepeginin protein icerigi, %
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3.2.6. Optimum Kosullarda Elde Edilen Protein Oziitlerine Uygulanan
Analizler

Viskozim L ve alkalaz ile enzim destekli, ultrases destekli ve enzim + ultrases
destekli 6ziitleme islemleri ile elde edilen 6ziitlerin protein verimi, toplam fenolik
madde miktar1 ve antioksidan kapasite sonuglar1 g6z dniine alinarak optimizasyon
ve verifikasyon caligmalar1 yapilmistir. Her bir islem i¢in belirlenen optimum
kosullarda tiretilen 6ziitlerin, SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat — poliakrilamid
jel elektroforezi) analizi ile protein fraksiyonlar1 belirlenmis ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile goriintiileme analizleri yapilmustir.

3.2.7. Analizler
3.2.7.1. Toplam kuru madde miktar1

Toplam kuru madde analizi igin ilk olarak kullanilan tartim kaplari, sabit tartima
gelmeleri i¢in etiivde (Lab. Companion ON-11E, Giiney Kore) 105 °C’de iki saat
bekletilmis ve desikatorde sogutulmustur. Ardindan 2 + 0,01 g tartilan susam
kepegi, etiivde (105 °C) sabit tartima ulagincaya dek bekletilmis, etiivden ¢ikarilip
desikatorde sogutulduktan sonra yeniden tartilmistir (AOAC, 1998). Sonuglar
%KM (kuru madde) cinsinden, asagidaki esitlik yardimu ile hesaplanmustir.

%KM = [(mz'mo)/(ml'mo)] x 100
Mg: Tartim kabi daras1 (g)
m;: Kurutma 6ncesi tartim kab1 darasi + 6rnek agirligi (g)

m,: Kurutma sonrasi tartim kabi darasi + drnek agirligi (g)
3.2.7.2. Toplam mineral madde miktari

Toplam mineral madde miktar1 (kiil) tayini, AOAC (1988) resmi metoduna gore
yapilmigtir. Porselen krozeler, sabit tartima gelmeleri icin etiivde (105 °C) iki saat
bekletilmis ve desikatorde sogutulmustur. Ardindan kroze igerisine 1 + 0,01 g
ornek tartilmig, kiil firminda (MagmaTherm MT1110-E4, Tirkiye) 550 °C



32

sicaklikta 6 saat yakildiktan sonra kalan agirlik {izerinden toplam mineral madde
(kiil) miktar1 yiizdesel olarak belirlenmistir.

3.2.7.3. Toplam protein miktari

Toplam protein miktar1 tayini, Kjeldahl yontemine (AOAC, 1998) gore
yapilmigtir.  Analizler, yar1 otomatik Kjeldahl sistemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analiz; yakma, distilasyon ve titrasyon olmak {iizere ii¢
asamadan meydana gelmektedir.

[lk asamada Kjeldahl yakma tiipiine 1 g 6rnek, bir adet katalizor tablet (3,5 g
potasyum siilfat ve 0,4 g bakir siilfattan olusan) ve 25 mL konsantre siilfiirik asit
eklenmis; ardindan tiipler yakma iinitesine (Velp Scientifica DK6, Italya)
yerlestirilmistir (Sekil 3.5 (a)). Bu asamada 420 °C’de bir saat yakma islemi
gerceklestirilmis ve tiipler bir saat oda sicakliginda sogumaya birakilmstir.

Ikinci asamada tiipler, distilasyon iinitesine (Velp Scientifica UDK132, italya)
yerlestirilmistir. Distilasyon tnitesinde ornekteki azotlu bilesiklerin toplanacagi
diger kismina bir erlen igerisine 50 mL %4’liik borik asit ¢ozeltisi ve 2 — 3 damla
indikator (etanolli % 0,3’lik metilen kirmizisi : etanollii %0,1°lik metilen mavisi,
1:1 (v/v)) eklenmis ve baglama komutu verilmistir. Distilasyon islemi esnasinda
oncelikle yakma tiipii igerisine 50 mL saf su, ardindan 100 mL %33’liik sodyum
hidroksit (w/v) ¢ozeltisi eklenmis ve 5 dk.’lik distilasyon islemi baslatilmistir. Bu
islem esnasinda yakma tiipii i¢erisinde kaynayip buharlagan ve ardindan yogusan

azotlu bilesenler, erlen icerisinde borik asit tarafindan hapsedilmistir (Sekil 3.5

(b)).

Son asamada ise biiret igerisine titrant olarak ayarli 0,01 N hidroklorik asit
coOzeltisi doldurulmus ve distilasyondan c¢ikan, erlen igerisindeki yesil renkli
¢ozelti titre edilmistir. Olugan renk sogan kabugu rengine dondiigii an titrasyon
islemi durdurulmus ve harcanan 0,01 N hidroklorik asit miktar1 not edilmistir
(Sekil 3.6).
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(@) (b)

Sekil 3.5. (a) Kjeldahl yakma iinitesi igerisinde yer alan 6rnekler; (b) Kjeldahl
yontemi igin distilasyon asamasi

Sekil 3.6. Titrasyon islemi 6ncesi ve sonrasinda 6rneklerin genel goriiniimii
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Sonuglar agagidaki esitlik yardimi ile “% protein miktar1” cinsinden ifade edilmis
ve hesaplamada azot donilisim faktorii ‘6,25° olarak alinmistir (Johnson vd.,
1979).

(0,014) (HCl normalitesi, N)(Titrasyonda harcanan HCl miktari, mL)(6,25)
(Ornek miktari, g veya mL)

x 100

% Protein=

3.2.7.4. Toplam fenolik madde miktari

Toplam fenolik madde analizi, Sarkis vd. (2014)’nin 6nerdigi yonteme gore, bazi
modifikasyonlar ile spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir. Oziitlerden 30
puL alinip, 2,37 mL deiyonize su ve 150 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ile oda
sicakliginda karistirilmis ve karanlikta 8 dk. bekletilmistir. Ardindan 450 pL
doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenmis ve vortekslenerek karigtirilmustir.
Etiivde 40 °C sicaklikta 30 dk. bekletilen karisimin 750 nm dalga boyundaki
absorbans degeri UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu V-1800, Japonya) ile
Olciilmiistiir. Olusturulan kalibrasyon egrisi i¢in protein o0ziitli yerine farkli
konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri kullanmilmis ve analiz ayni sartlarda
gerceklestirilmistir. Sonuglar, elde edilen kalibrasyon egrisi ve Orneklerin
absorbans degerleri kullanilarak “mg gallik asit esdegeri (GAE)/g 0Ornek”
cinsinden ifade edilmistir. Olusturulan kalibrasyon egrisi, Ek 3-1’de verilmistir.

3.2.7.5. Antioksidan kapasite

Orneklerin antioksidan kapasite degerleri, DPPH ve ABTS yontemlerine gore
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. DPPH yontemi igin kalibrasyon egrisi,
ornek yerine farkli konsantrasyonlarda troloks kullanilarak, aym analiz
kosullarinin gerceklestirilmesi ile edilmistir. ABTS yontemi i¢in kalibrasyon egrisi
ise, troloksun farkli konsantrasyonlarina kars1 yiizde inhibisyon sonuglar1 ile elde
edilen egri ile olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrileri ile 6rneklerin
absorbans ve yiizde inhibisyon sonuglart kullanilarak, antioksidan kapasite
degerleri “umol Troloks esdegeri (TE)/g 6rnek” cinsinden ifade edilmistir. DPPH
ve ABTS yontemleri i¢in olusturulan kalibrasyon egrileri, siras1 ile Ek 3-2 ve Ek

3-3’te verilmistir.
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3.2.7.5.1. DPPH yontemi ile antioksidan kapasite

DPPH yontemi ile antioksidan kapasite tayini, Grajeda-Iglesias vd. (2016)’ne
gbre, baz1 modifikasyonlar ile yapilmistir. Oncelikle 0,1 mL 6ziit {izerine 2,9 mL
0,1 mM etanolde hazirlanmis DPPH ¢ozeltisi eklenip c¢alkalanmis ve oda
sicakliginda, karanlikta 30 dk. bekletilmistir. Ardindan absorbans degeri, 517 hm
dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede (Shimadzu V-1800, Japonya)
Olciilmiistiir.

3.2.7.5.2. ABTS yontemi ile antioksidan kapasite

ABTS yontemi ile antioksidan kapasite tayini, Cemeroglu (2010)’na gore, bazi
modifikasyonlar ile yapilmistir. ABTS radikalinin hazirlanmasi igin ilk olarak
0,0384 g ABTS tartilip, bir miktar saf suda ¢oziindiiriilerek kayipsiz bir sekilde 10
mL’lik bir balon jojeye aktarilmigtir. Ayrica hazirlanan 12,25 mM potasyum
persiilfat ¢ozeltisinden 2 mL alinarak bu balon jojeye ilave edilmistir. Ardindan
balon joje, saf su ile hacmine tamamlanmstir. Elde edilen karisim oda sicakliginda
ve karanlikta 12 — 16 saat bekletilmis ve boylelikle, 2,45 mM potasyum persiilfat
iceren 7 mM ABTS radikal ¢6zeltisi elde edilmistir. PBS (Phosphate buffer saline:
tuzlu fosfat tampon, pH 7,4) ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle ise 19 mL 0,2
M monobazik sodyum fosfat ¢ozeltisi ile 81 mL 0,2 M dibazik sodyum fosfat
¢ozeltileri karistirtlmistir. Ardindan bu karisima 8,77 g sodyum kloriir eklenip, 1

L’lik balon joje igerisinde saf su ile hacmine tamamlanmstir.

Analiz i¢in oOncelikle ABTS radikal c¢ozeltisi, PBS ¢ozeltisi ile UV-VIS
spektrofotometrede (Shimadzu V-1800, Japonya) 734 nm dalga boyunda
absorbans degeri 0,700 (+0,02) olana dek seyreltilmistir. Seyreltilen ABTS radikal
cozeltisinden spektrofotometre kiivetine 2,98 mL aktarilip, baslangic (0. dk.)
absorbans degeri not edilmistir. Ardindan radikalin bulundugu kiivete 20 pL 06ziit
ilave edilip kronometre baslatilmistir. Alt1 dakika sonunda 734 nm dalga
boyundaki absorbans degeri (6. dk.) de not edilmis ve yiizde inhibisyon degeri,
asagidaki esitlik yardimu ile hesaplanmistir.

% inhibisyon = [((0. dk. absorbans) — (6. dk. absorbans)) / (0. dk. absorbans)] x
100
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3.2.7.6. SDS-PAGE ile protein fraksiyonu

Optimum iglem parametrelerinde elde edilen Oziitlerin protein fraksiyonlari,
Laemmli (1970)’ye gore poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlenmistir.

Oncelikle proteinlerin yiiriitiilecegi jelleri hazirlama islemleri gerceklestirilmistir.
[k olarak akrilamid/bis ¢dzeltisinin hazirlanmasi icin 87,6 g %29,2’lik akrilamid
ile 2,4 g %0,8’lik N’N’-bis-metilen-akrilamid karistirilmis ve deiyonize su ile 300
mL’ye tamamlanmistir. SDS ¢ozeltisi ise %10 (w/v) konsantrasyonunda
hazirlanmistir. Ust jelde kullanilmak iizere 27,23 g %18,15’lik tris bazi 80 mL
deiyonize su ile karigtiritlmig, pH degeri 6 N HCl ile 8,8’e ayarlandiktan sonra son
hacim 150 mL’ye tamamlanmistir. Boylelikle 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 elde
edilmigtir. Alt jelde kullanilmak {izere ise 6 g tris bazi ile 60 mL deiyonize su
karistirilmig, pH degeri 6 N HCI ile 6,8’e ayarlanmistir. Son hacim 100 mL’ye
tamamlanarak 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 elde edilmistir. Ornek tamponu, 3,55 mL
deiyonize su, 1,25 mL 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 2,5 mL gliserol, 2 mL %10’luk
SDS, %0,5 (w/v)’lik bromfenol mavisi karistirilarak toplamda 9,5 mL olacak
sekilde hazirlanmustir. Elektroforez sistemine dokiilecek elektrot tamponu igin ise
30,3 g tris bazi, 144 g glisin ve 10 g SDS ile karstirilip son hacim 1 L’ye

tamamlanmustir.

Jeller, alt jel (yiiriitme jeli) %17°lik ve iist jel %4 liik olacak sekilde hazirlanmistir.
Bu kapsamda, hazirlanan ¢ozeltilerden ist jelin eldesi igin 6,1 mL deiyonize su,
1,3 mL akrilamid/bis, 2,5 mL 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) ve 0,1 mL %10’luk SDS
karistirllmis ve 50 pL %10’luk amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi ile 5 plL
TEMED eklenmistir. Alt jelin eldesi igin ise 1,7 mL deiyonize su, 5,7 mL
akrilamid/bis, 25 mL 1,5 M Tris-HC1 (pH 8,8) ve 0,1 mL %10’luk SDS
karistirtlmis ve 50 pL %10’luk amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi ile 10 pL
TEMED eklenmistir. Ornek tamponu, kullanim &ncesi 95:5, v/v oraninda P-
merkaptoetanol ile karistirilmigtir. Karigimlar sonucu elektroforez sistemine once
alt, sonra ist jelin dokiiliip donmas1 beklenmistir. Jeller donduktan sonra {ist jelde
yer alan tarak hafifge ¢ikarilmis ve 6rneklerin yiiklenecegi oyuklar elde edilmistir.

Elektroforez sistemine yliklenecek Ornekler ise, drnek tamponu:oziit (1:1, v/v)
oraninda karistirilmistir. Elde edilen Ornekler, denatiirasyon islemi yapilarak (95
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°C sicaklikta 5 dk. boyunca) ve yapilmadan olmak iizere iki farkli sekilde jele
yiiklenmistir.

Jelde yer alan oyuklara 25’er pL 6rnek yiiklendikten sonra elektroforez sistemi
(Bio-rad PowerPac Basic, ABD) 90 V akimda bir saat galistirilarak proteinler
elektrik alanda yiriitilmiistiir. Yirtitiilen jel, coomassie brilliant blue igerisinde bir
saat boyunca hafifce calkalanmis ve ardindan boya ¢ikarma c¢ozeltisi (asetik

asit:metanol:su, 1:4:5, v/v/v) igerisinde de ¢alkalayicida 12 saat bekletilmistir. Son
olarak ise protein bantlarinin elde edildigi jel fotograflanmigtir. Standart olarak ise,
11-245 kDa kiitle araliginda protein isaretleyicileri kullanilmistir.

Sekil 3.7. Orneklerdeki proteinlerin elektroforez sisteminde yiiriitiilmesi
3.2.7.7. SEM ile hiicre yapisinin goriintiilenmesi

Calismada hammadde olarak kullanilan susam kepegi ile Oziitleme islemleri
sonucu elde edilen susam kepekleri, taramali elektron mikroskobu (Zeiss Gemini
Sigma 300 VP, Almanya) ile goriintiilenerek kepeklerin hiicre yapilar
incelenmistir. Ornekler, goriintiileme dncesi altin ile kaplanmis ve 1000X biiyiitme

ile fotograflanmistir.
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3.2.8. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiki Analizler

Verilerin istatistiki degerlendirilmesi SPSS paket programi (SPSS 7.0, ABD)
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen verilerde, sonuglar {izerine parametrelerin
etkisi varyans analizi (ANOVA) ile tespit edilmis ve ortalamalar arasindaki
farklilik  (P<0,05) Duncan c¢oklu Kkarsilastirma testi ile belirlenmistir.
Optimizasyon, Design-Expert (Design-Expert 7.0, USA) adli istatistik programi
kullanilarak yanit yiizey metodu (Response Surface Methodology, RSM)
uygulanarak yapilmistir. Deneysel veriler ikinci derece polinom modeline
oOrtiistiiriilmiis ve regresyon katsayilar1 coklu dogrusal regresyon ile elde edilmistir:

k k k1 k
Y=0p+ Z BiX; +Z BiiXiz + Z Z Bij XiX;
i=1 i=1

i=1 j=2

i<j
Burada Y tahmin edilen bagimli degisken; X; ve X|, Y degerini etkileyen bagimsiz
degiskenler (i # j); Bo, Bi, Bii» Pij sirastyla kesisim, dogrusal, ikinci dereceden ve
etkilesim terimlerinin regresyon katsayilaridir; k ise degisken sayisimi ifade
etmektedir.

Modelin dogrulugu, programin ANOVA c¢iktilar1 olan uyum eksikligi (lack of fit),
uyum katsayisi (R®) ve Fisher test degerine (F-degeri) gore degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Oziitleme Islemlerinde Kullamlan Susam Kepeginin Analizleri

Oziitleme islemlerinde hammadde olarak kullanilan kurutulmus ve &giitiilmiis
susam kepegine, bazi temel Ozelliklerinin belirlenmesi agisindan toplam kuru
madde, toplam mineral madde (kiil), toplam protein, TFM ve DPPH ile ABTS
yontemleri ile gerceklestirilen TEAK (troloks esdegeri antioksidan kapasite)
analizleri uygulanmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir. Oziitleme
islemlerinde kullanilan susam kepeginin %11,4 protein igerigine sahip oldugu
belirlenmistir. Susam kepegi, Oziitleme ¢aligmalarina en fazla konu olan
kepeklerden yulaf kepegi (%17,6) (Guan ve Yao, 2008), piring kepegi (%12,6)
(Jiamyangyuen vd., 2005) ve bugday kepegi (%15,9) (Noort vd., 2010) ile
karsilastirilabilir protein igerigine sahiptir. Bu nedenle, 6zellikle susam yagi ve
tilkemizde tahin tiretim proseslerinden atik olarak ¢ikan susam kepegi de, bitkisel
bir protein kaynagi olarak degerlendirilebilme potansiyeline sahiptir.

Zhou ve Yu (2004), bugday kepeginden fenolik madde oziitlenmesinde farkli
¢Ozgenlerin etkilerini incelemislerdir. Caligmalarinda %70’lik metanol, % 70’lik
etanol ve %50’lik aseton ¢ozeltileri icin TFM degerlerini sirasiyla 1,00, 0,84 ve
2,63 mg GAE/g; TEAK (ABTS) degerlerini ise sirasiyla 7,83, 9,23 ve 15,26 pmol
TE/g olarak bulgulamiglardir. Sonug¢ olarak, en uygun ¢ozgenin %50°lik aseton
cozeltisi oldugunu rapor etmislerdir. Bir baska calismada, farkli piring kepegi
orneklerinde yapilan TFM analizleri sonucunda elde edilen degerlerin ise 2,51 —
3,59 mg GAE/g araliginda oldugu rapor edilmistir (Igbal vd., 2005). Literatiir
bulgular1 ile kiyaslandiginda susam kepeginin TFM ve TEAK (ABTS)
degerlerinin, bugday ve piring kepegi gibi farkli gida atiklari veya yan
iiriinlerinden daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.1. Uygulamalarda kullanilan susam kepeginin bazi fiziksel ve kimyasal

ozellikleri

Analiz Birim Deger*

Kuru madde % 96,4 + 0,07
Mineral madde % 20,8 +0,11
Protein % 11,4 +0,31
TFM mg GAE/g 6,03 £0,25
TEAK (DPPH) umol TE/g 4,96 + 0,09
TEAK (ABTS) umol TE/g 42,1+0,12

*Degerler "ortalama + standart sapma" olarak verilmistir (n=3).

4.2. Alkali Yontem ile Elde Edilen Oziite Ait Analiz Sonuclar

Alkali 6ziitleme teknolojik olarak bitkisel materyallerden protein dziitlenmesinde
kullanilan yontemdir. Alkali 6ziitleme, ayni zamanda, bitkisel materyallerden
protein Oziitleme calismalarinda kontrol yontemi olarak kullanilmaktadir (Shen
vd., 2008). Bu 6ziitleme tekniginde enzim, ultrases veya mikrodalga gibi 6ziitleme
verimini  olumlu veya olumsuz yonde etkileyen herhangi bir islem
uygulanmamakta; hammaddedeki proteinler bir ¢ozgen igerisinde, alkali ortam
saglanarak oziitlenmektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan farkli 6ziitleme
tekniklerinin etkinlik agisindan kiyaslanmasi amaciyla alkali yontem ile protein
oziitleme islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen alkali oziite, diger Oziitleme
uygulamalarinda da gerceklestirilen toplam protein, TFM ve TEAK (DPPH ve
ABTS yontemleri ile) analizleri uygulanmis, analiz sonuglar1 ise Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Hourigan vd. (1997), piring kepeginden alkali yontem ile 6ziitleme islemi sonucu
protein veriminin %25,4 oldugunu rapor etmislerdir. Bir baska calismada ise
bugday kepeginden alkali 6ziitleme sonucu elde edilen protein veriminin %18,5
oldugu bildirilmistir (Zhou vd., 2010). Kim vd. (2006), farkli bugday
kepeklerinden alkali 6ziitleme sonucunda serbest fenolik asitler i¢in 0,10 — 0,15
mg GAE/g ve bagh fenolik asitler igin ise 2,15 — 2,33 mg GAE/g araliginda
degerler elde ettiklerini rapor etmislerdir. Torre vd. (2008) ise musir kogani
kullanarak elde ettikleri alkali 6ziitte TFM miktarm1 5,00 mg KAE/g olarak
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bildirmislerdir. Literatiir sonuglar1 dikkate alindiginda, susam kepeginden alkali
Oziitleme sonucu elde edilen protein verimi ve fenolik madde miktarinin, farkl
kepek ve gida atigi tiirlerinden edinilen degerler ile benzestigi goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Alkali yontem ile elde edilen 6zitlere ait analiz sonuglari

Analiz Birim Deger*

Protein % verim 24,5 +3,94
TFM mg GAE/g 3,45+0,22
TEAK (DPPH) umol TE/g 2,53 +0,02
TEAK (ABTS) umol TE/g 35,1 +0,89

*Degerler "ortalama + standart sapma" olarak verilmistir.

4.3. Susam Kepeginden Protein Oziitlemede islem Parametrelerinin
Etkilerinin Belirlenmesi ve Optimizasyon Calismalari

Calisma kapsaminda, susam kepeginden protein 6ziitlemede enzimatik 6ziitleme
(viskozim L ve alkalaz ile), ultrases destekli oziitleme ve enzim ile ultrases
kombine 6ziitleme islemlerinin etkileri, her bir yonteme ait islem parametrelerinin
etkileri degerlendirilereck RSM ile belirlenmistir.

Susam  kepeginden  protein Oziitleme islemlerinin etkinliklerinin
degerlendirilmesinde  kullamilan  bagimli  degiskenler, yapilan literatiir
¢aligmalarinin incelenmesi sonucu belirlenmistir. Protein verimi, hammaddede
mevcut olan toplam protein miktarinin 6ziitleme islemi sonucunda ne kadarlik bir
kisminin (% cinsinden) elde edilebildigini ifade eden bir kavram olup, protein
oziitleme caligmalarinda siklikla kullanilan bir parametre oldugu goézlenmistir
(Wani vd., 2008). Bu nedenle protein verimi, Oziitleme islemlerinde
degerlendirilmek iizere bir bagimli degisken olarak secilmistir. Protein 6ziitleme
islemleri esnasinda hammaddeden ¢6zgene, protein disinda bilesenlerin de gectigi
bildirilmektedir (Wang vd., 2006). Ozellikle saglik iizerine olumlu etkiler ile
iligkilendirilen bu bilesenler, elde edilen protein dziitlerine fonksiyonel 6zellikler
de katabilmektedir (Dai ve Mumper, 2010). Bu bilesenlerden birisi olan fenolik
maddelerin de protein oziitleme caligmalarinda degerlendirilen bir parametre
oldugu goézlenmis ve toplam fenolik madde miktari, diger bir bagimli degisken
olarak segcilmistir. Antioksidan bilesiklerin, viicutta oksidasyon tepkimelerini
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engelleme ve yaslandirmay1 geciktirme gibi saglik {izerine olumlu etkilere sahip
olduklar1 bildirilmektedir (Kogyigit vd., 2018). Antioksidan kapasite ise,
antioksidan 6zellikteki bilesen miktarinin troloks veya gallik asit gibi referans bir
bilesik cinsinden ifade edildigi bir analiz yontemidir (Proestos vd., 2006). Bu
nedenle, ¢caligmalarda antioksidan kapasite (DPPH ve ABTS yontemleri ile) degeri
de bir diger bagiml degisken olarak degerlendirilmistir.

Ayrica, her bir yontemle elde edilen sonuglar baz alinarak yapilan optimizasyon
calismalari ile en uygun islem parametreleri belirlenmistir. Her bir 6ziitleme islemi
icin iglem parametrelerinin etkisinin  belirlenmesinin  ardindan, islem
parametrelerinin  optimum degerleri Design Expert programi kullanilarak
belirlenmistir. Optimizasyon siirecinde, 6ziitlerde en yiiksek protein ve fenolik
madde miktarini saglayan islem parametre degerlerine ulasilmaya calisilmistir. Bu
nedenle, programda TFM, TEAK (DPPH) ve TEAK (ABTS) degerlerinin
maksimuma yakin oldugu optimum islem parametresinin  bulunmasi

amaclanmustir.
4.3.1. Viskozim L ile Enzimatik Oziitlemede Islem Parametrelerinin Etkisi

Viskozim L, asidik kosullarda optimum faaliyet gosteren seliilotik bir enzim
karigimudir (Rosset vd., 2012). Literatiirde viskozim L’nin farkli gida yan iirtinleri
veya atiklarindan, protein ve yag gibi farkli bilesenlerin Oziitlenmesinde
kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur (Guan ve Yao, 2008; Agarwal ve Bosco, 2014).
Tez c¢alismasi kapsaminda, viskozim L ile enzimatik oOziitleme islemine ait
bagimsiz degiskenler enzim orani (susam kepeginin yiizdesi cinsinden), pH degeri,
islem sicakligl ve islem siiresi olarak belirlenmistir. Bu islemlerde kullanilan pH
araligl, viskozim L’nin optimum calisma kosullart géz Oniinde bulundurularak

belirlenmistir.

Merkezi tiimlesik tasarima gore programin belirledigi toplam 28 deney igin
bagimsiz degiskenlerin degerleri ve bagimli degiskenler olarak deneyler sonucu
elde edilen sonuglar, Cizelge 4.3’te verilmistir. Sonuglar incelendiginde, protein
veriminin %31,0 ile %44,8; TFM miktarinin 1,57 ile 2,88 mg GAE/g; TEAK
(DPPH) degerinin 0,49 ile 4,96 umol TE/g; TEAK (ABTS) degerinin ise 19,8 ile
35,7 umol TE/g arasinda degistigi goriilmektedir.
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TEAK degerleri ele alindiginda, antioksidan kapasite sonuglarinin kullanilan
yonteme bagl olarak degisiklik gosterebildigi bildirilmektedir (MacDonald-Wicks
vd., 2006). Her gidada yer alan antioksidan ve oksidan bilesenler farkli tepkime
hiz1 ve sabitlerine sahip olup, analizin gergeklestirildigi kosullar, gidanin tipi ve
kullanilan Olglim yontemi de antioksidan kapasite sonuglarimi etkileyen
faktorlerdir (MacDonald-Wicks vd., 2006). Ornek olarak, gidalalarda DPPH ve
ABTS yontemleri ile elde edilen antioksidan kapasite sonuglarindaki korelasyonun
meyve ve igeceklerde yiiksek, ancak sebzelerde ise diisiik oldugu bildirilmektedir
(Floegel vd., 2011). Bir¢ok sebzede DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan
kapasite degerlerinin, ABTS yontemi ile elde edilene kiyasla ¢ok daha diisiik
oldugu bulgulanmistir. Bu iki yoOntem ile yapilan Ol¢iim sonuglarindaki
farkliliklarin nedenlerinden birisi olarak DPPH’in sadece hidrofobik sistemlerde,
ABTS radikalinin ise hem hidrofilik hem de hidrofobik antioksidan sistemlerde
uygulanabilmesi gosterilmektedir (Floegel vd., 2011). Ayrica, proteinlerin glukoz
ve diger indirgen sekerler ile enzimatik olmayan tepkimelerinden olusan protein
glikasyon firtinlerinin, ortamda serbest radikal olusumunu artirarak antioksidan
kapasite degerlerini etkiledigi bildirilmektedir (Kim ve Kim, 2003). Bu bulgular,
tez calismast kapsaminda DPPH ve ABTS yontemleri ile elde edilen TEAK
degerlerindeki farkliliklarin nedenleri arasinda gosterilebilir.

Viskozim L ile deneysel tasarima ait model regresyon katsayilar1 ve tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir. Uyum katsayisi
(R?) degeri, bir modelin matematiksel agidan tutarliligin1 gosteren bir deger olup 0
ile 1 arasinda bir sayidir; saymin bire yaklagmasi, modelin tutarliligim
artirmaktadir (Liu vd., 2008). Uyum katsayilar1 (R?) protein verimi i¢in 0,9730;
TFM i¢in 0,9962; TEAK (DPPH) i¢in 0,9992 ve TEAK (ABTS) i¢in 0,9683
olarak  bulunmustur. Bir model {izerinden sonucglarin  yorumlanip
yorumlanamayacaginin belirlenmesinde kullanilan uyum eksikligi (lack of fit)
testine (Silva vd., 2007) gore tim bagimli degiskenlerin uyum eksikligi, istatistiki
acgidan onemsiz (P>0,05) olarak belirlenmistir. Bu da modelin deneysel veri igin
uygunlugunu gostermektedir.

Cizelge 4.4 incelendiginde, herbir bagimsiz degiskenin (enzim orani, pH, sicaklik
ve siire) de protein verimi iizerinde etkili oldugu (P<0,001) goriilmektedir. Islem
parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise enzim oram x pH
(P<0,05)’nin negatif, enzim orant x stire (P<0,01) ve sicaklik x siire (P<0,001)’nin

pozitif etkilesimleri, protein verimi iizerine istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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Deneysel tasarimda yer alan dort bagimsiz degiskenin (enzim orani, pH, sicaklik
ve siire) TFM miktar1 iizerinde de etkili oldugu (P<0,001) goriilmiistiir. Islem
parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise enzim oram x pH
(P<0,001), enzim orani x sicakitk (P<0,001) ve enzim orani x stire (P<0,001)’nin
negatif, pH x siire (P<0,05) ve sicaklik x siire (P<0,01)’nin ise pozitif
etkilesimleri, TFM miktar iizerine istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Enzim orani, pH, sicaklik ve siire parametrelerinin, TEAK (DPPH) degerini de
etkiledigi (P<0,001) goriilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri
incelendiginde ise tim etkilesimler, TEAK (DPPH) iizerine istatistiki olarak
anlaml1 (P<0,001) bulunmustur.

Islem parametrelerinden enzim oran1 (P<0,05), pH (P<0,001), sicaklik (P<0,001)
ve siirenin (P<0,001) TEAK (ABTS) degerini de etkiledigi goriilmiistiir. Islem
parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise pH x siire (P<0,05) ve
sicaklk x stire (P<0,01)’nin pozitif etkilesimleri, TEAK (ABTS) degeri tizerine
istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Yanit ylizey yonteminde bagimli degiskenler olan protein verimi, TFM, TEAK
(DPPH) ve TEAK (ABTS) degerlerine ait model denklemleri, enzim orani (A), pH
(B), islem sicakligi (C) ve iglem siiresine (D) bagh olarak ve yalnizca istatistiki
olarak anlamli (P<0,05) model parametreleri kullanilarak sirasiyla asagida

verilmistir:

Y (Protein verimi) = 2,64905 + 16,60539x(A) + 11,95802x(B) — 0,17179x(C) —
0,048834x(D) — 2,31880x(AXB) + 0,10134x(AXD) + 0,00427576x(CXD) —
8,81440x(A% — 0,75714x(B?) — 0,000687190x(D?)

Y (TFM) = -2,56100 + 5,70840x(A) + 0,91690x(B) — 0,00130513x(C)
0,013375x(D) — 0,40602x(AXB) — 0,038246x(AXC) — 0,00660287x(AXD)
0,000857143x(BXD) + 0,000154545x(CXD) — 1,15051x(A?%) — 0,048844x(B?)
0,000512963x(C?) — 0,000132094x(D?)

+ + o+
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Cizelge 4.3. Viskozim L enziminin etkisini belirlemede kullanilan merkezi
timlesik tasarim ve analizler

degiskenlere ait degerler

sonucu elde edilen bagimlh

Bagimsiz degiskenler

Bagiml degiskenler

Deney No* Enzim orani Sicaklik  Sire  Protein verimi TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTS)
(%) PH (°C) (dk.) (%) (mg GAE/qg) (umol TE/g) (umol TE/g)
1 0,53 43 40 65 38,1 2,56 2,66 29,9
2 0,29 34 33 38 31,0 1,57 3,00 232
3 0,53 2,5 40 65 32,5 1,99 4,06 23,0
4 0,53 43 40 10 34,7 2,00 4,49 254
5 0,53 6,0 40 65 41,8 2,82 4,96 27,0
6 0,53 43 55 65 41,8 2,99 0,49 357
7 0,29 34 33 93 315 1,69 2,03 19,8
8 0,53 43 40 65 39,1 2,53 2,62 28,6
9 0,29 51 48 93 39,9 2,88 3,02 332
10 0,76 34 48 93 41,0 2,54 1,67 31,8
11 0,29 51 33 38 38,8 2,19 4,05 25,8
12 0,76 51 48 38 39,5 2,69 2,60 28,6
13 0,53 43 40 120 40,2 2,31 2,45 31,0
14 0,29 34 48 93 35,6 2,19 2,17 30,3
15 0,76 34 48 38 35,2 2,51 3,42 26,7
16 0,76 51 48 93 44,8 2,85 1,61 36,1
17 0,53 43 40 65 39,7 2,55 2,64 26,7
18 0,29 34 48 38 32,9 1,95 4,15 26,7
19 0,76 51 33 38 38,8 2,65 3,78 24,5
20 0,53 43 40 65 39,2 2,54 2,64 28,9
21 0,76 34 33 38 35,2 2,32 3,65 251
22 0,29 51 48 38 38,0 2,52 4,30 28,4
23 0,29 51 33 93 37,0 2,35 3,67 24,1
24 0,76 34 33 93 36,8 2,30 2,93 218
25 0,76 51 33 93 40,0 2,67 3,64 24,9
26 1,00 43 40 65 40,0 2,66 2,86 29,5
27 0,05 43 40 65 35,0 1,93 3,62 26,4
28 0,53 43 25 65 37,8 2,35 1,47 22,4

*Harmanlanmig sira
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Cizelge 4.4. Viskozim L enziminin yanit yiizey metoduna (RSM) ait istatistiki
analiz sonuglar1 ve model katsayilar

Model parametreleri Katsayr Proteinverimi  TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTS)
Kesisim Bo  2,64905" -2,56100™" -6,76135™" 9,74179™
Dogrusal

Enzim orani, A B 16,60539™" 5,70840"" 8,21146™" 4,68344"

pH, B B, 11,95802"" 0,91690™" -3,58964" 10,58983""
Sicaklik, C Bz -0,17179" -1,30513x10%""  0,86063"" -0,25202""
Siire, D Bs  -0,048834™" 0,013375™" -0,044052™" -0,41369™
Etkilesimli

Enzim oram x pH, A x B B -2,31880" -0,40602" -1,12180™" -0,86617
Enzim oram x Sicakhk, A x C Bz 0,059298 -0,038246™ -0,19614” 0,044211
Enzim oram x Siire, A x D B 0101347 -6,60287x10%™"  9,66507x10°™"  0,064689

pH x Sicaklik, Bx C Bz -0,024286 -2,19048x10°  -0,032476"" 0,012952

pH x Siire, Bx D B2a  -0,010208 8,57143x10"  6,83117x10°""  0,023117"
Sicaklik x Siire, C x D Bsa  4,27576x10°7"  154545x10*%"  -1,14848x10°"  8,73939x10°%"
ikinci derece

Enzim oram x Enzim orani, A’ B -8,814407 -1,15051"" 2,82364™" -4,28070

pH x pH, B? B  -0,757147 -0,048844™ 0,62272"" -1,272117
Sicaklik x Sicaklik, C? Bz 1,36111x107° 5,12963x10™"  -7,21296x10%™"  5,74074x10™
Siire x Siire, D? Bas  -6,87190x10™"  -1,32094x10*""  2,86639x10*  -2,38292x10*
R? 0,9730 0,9962 0,9992 0,9683
Ayarlanmis R? 0,9440 0,9922 0,9983 0,9342
p-degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-degeri 3351 245,36 1131,65 28,37

Uyum eksikligi (Lack of fit) 0,3771 0,0623 0,0521 0,8554

Onem diizeyleri: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

Model denklemi: Y = By + BiA + BoB + BsC + BaD+ Bro(AXB) + Bis(AXC) + Bra(AXD) +
B2a(BXC) + Boa(BXD) + Bay(CxD) + 1A’ + BoB” + PgaC? + ByaD?

Y (TEAK (DPPH)) = —6,76135 + 8,21146x(A) — 3,58964x(B) + 0,86063x(C) —
0,044052x(D) — 1,12180x(AXB) — 0,19614x(AXC) + 0,00966507x(AXD) —
0,032476x(BXC) + 0,00683117x(BXD) — 0,00114848x(CXD) + 2,82364x(A%) +
0,62272x(B%) — 0,00721296x(C?) + 0,000286639x(D?)
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Y (TEAK (ABTS)) = 9,74179 + 4,68344x(A) + 10,58983x(B) — 0,25202x(C) —
0,41369x(D) + 0,023117x(BXD) + 0,00873939x(CXD) — 1,27211x(B?

Bagimsiz degiskenlerin protein verimi tizerine etkileri Sekil 4.1°de; TFM tizerine
etkileri Sekil 4.2’de, TEAK (DPPH) degeri iizerine etkileri Sekil 4.3’te ve TEAK
(ABTS) degeri iizerine etkileri ise Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Sekil 4.1°de goriildiigii lizere enzim orani ve pH’ nin artistyla protein veriminin de
belli bir noktaya kadar arttig1, sonrasinda ise degismedigi goriilmektedir. Viskozim
L ile yulaf kepeginden protein oziitlemesini ele alan bir ¢alismada da benzer bir
durum, yani enzim oranmin ve pH’nin artisinin belirli bir noktaya kadar protein
Oziitleme verimini artirdigi rapor edilmistir (Guan ve Yao, 2008). Bagimsiz
degiskenlerden birisi olan sicakligin artis1 ile birlikte protein veriminin de dogrusal
bir artis gsterdigi gdzlenmektedir. Islem siiresinin belli bir noktaya kadar artisi ile
de protein verimi artmakta, ancak siirenin daha da artmasi durumunda protein
veriminde diisiisiin gergeklestigi goriilmektedir. Baz1 proteinlerin, islem siiresi
veya sicakliginin artmasiyla ¢oziinebilirliginin diismesi (Perez-Gago ve Krochta,
2001), bu durumun nedenlerinden birisi olarak goriilebilir. Artan enzim orani ve
pH degerinin TFM miktarin1 belli bir noktaya kadar artirdig1 ve sonrasinda sabit
bir duruma getirdigi goriilmektedir (Sekil 4.2). Islem sicakliginin artis1 ise TFM
miktarin1 dogrusal olarak artirmustir. Islem siiresinin artmasiyla TFM miktar1 da
belli bir noktaya kadar artmis, ardindan azalig gdstermeye baslamistir. Sekil 4.3’te
goriildiigli tizere TEAK (DPPH) degeri artan pH ile birlikte dnce azalip sonra
artmig, artan sicaklik degeriyle birlikte ise Once artis ve ardindan azalig
gostermeye baglamistir. TEAK (ABTS) degeri, sicakligin artmasiyla birlikte artig
gistermis, enzim oranit ve pH’nin artmasi ile de belli bir noktaya kadar artis
gOsterip ardindan sabit konuma gelmistir (Sekil 4.4).

Viskozim L’nin kullanildigi ve aymi bagimsiz degiskenlerin ele alindigi bir
calismada, enzimatik uygulamanin yulaf kepeginden protein Oziitleme verimini
%14,8’den %56,2’ye artirdigi bildirilmistir (Liu vd., 2008). Ayni ¢alismada
optimum iglem parametreleri ise 30 FBG enzim konsantrasyonu, 2,8 saat iglem
stiresi, 4,6 pH ve 44 °C islem sicakligi olarak bildirilmistir. Bir bagka ¢alismada
artan islem sicakliginin, elde edilen sonuglar1 destekler nitelikte protein verimini
artirdigt rapor edilmistir (Hourigan vd., 1997). Agarwal ve Bosco (2014),
hindistan cevizinden viskozim L destekli hindistan cevizi yagi 6ziitlemesini ele

aldiklar1 ¢aligmalarinda kullandiklar1 bagimsiz degiskenlerden enzim miktar1 ve
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islem siiresinin pozitif etkilesiminin, Oziitlenen yag verimi {izerinde istatistiki

olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak viskozim L ile enzimatik 6ziitleme isleminin, hammaddeden protein
ve fenolik madde oOziitlenmesinde verimi artici etkisi oldugu ifade edilebilir. Bu
etki ise, viskozim L’nin 6ziitleme islemi esnasinda hammaddenin hiicre duvari
yapisina hasar vermesi sonucu hiicre icerisindeki proteinlerin serbest hale ge¢mesi,
boylece Oziitlenebilen protein  miktarinin  artmas1  ile  agiklanmaktadir
(Hanmoungjai vd., 2002).
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4.3.1.1. Viskozim L ile enzimatik oziitlemeye ait islem kosullarinin
optimizasyonu

Viskozim L ile enzimatik 6ziitleme islemi i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmasina
gore optimum enzim orant (A) %0,58, pH degeri (B) 6,0, islem sicakligi (C) 51 °C
ve islem siiresi (D) 117 dk. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). Optimum
kosullarda programin tahmini degerleri protein verimi (%) icin 44,8, TFM (mg
GAE/g) miktar1 i¢in 2,98, TEAK (DPPH) (umol TE/g) degeri i¢in 2,83 ve TEAK
(ABTS) (umol TE/g) degeri i¢in 40,4 olarak bulunmustur. Optimum islem kosulu
icin glivenilirlik degeri ise 0,921 olarak tespit edilmistir. Optimum kosullarda
gergeklestirilen dort farkli dretim ile protein verimi %42,7, TFM 3,01 mg GAE/qg,
TEAK (DPPH) 2,81 umol TE/g ve TEAK (ABTS) degeri ise 36,6 umol TE/g
olarak Olc¢iilmiistiir. Dogrulama calismasi ig¢in deneysel veriler ile programin
tahmini degerleri ayr1 ayr1 kiyaslanmus, veriler arasinda istatistiki agidan farklilik
olmadigi gorilmiistir (P>0,05). Gama vd. (2015), elma posasindan viskozim L
kullanilarak enzimatik hidroliz ile biyoyakit iiretimini ele alan caligmalarinda
viskozim L’nin pH 3,0 — 6,0 gibi genis bir aralikta optimal aktivite gdsterdigini
bildirmiglerdir. Tez calismasi kapsaminda, susam kepeginden viskozim L ile
enzimatik protein Oziitlenmesinde ise optimum pH degeri 6,0 olarak
bulgulanmigtir. Bu nedenle, viskozim L’nin farkli hammaddelerden farkli
bilesiklerin oziitlenmesinde hafif asidik kosullarda optimum aktivite gdsterdigi
ifade edilebilir.

Cizelge 4.5. Viskozim L ile 6ziitlemede en yiiksek protein verimi, TFM ve TEAK
(DPPH ve ABTS) degerleri igin optimum islem kosullar1

Viskozim L Islem Parametreleri
Enzim pH Sicaklik Islem Giivenilirlik Program Deneysel
orani siiresi Parametre ciktist sonug
%0,58 6,0 51°C 117 dk. 0,921 Protein verimi 44,8 41,7+1,52
TFM 2,98 3,01+0,03
TEAK (DPPH) 2,83 2,81+0,17
TEAK (ABTS) 404 36,6 0,52

4.3.2. Alkalaz ile Enzimatik Oziitlemede Islem Parametrelerinin Etkisi

Alkalaz, alkali kosullarda optimum faaliyet gosteren proteolitik bir enzimdir (See
vd., 2011). Literatiirde alkalazin farkli gida yan {irtinleri veya atiklarindan, protein
ve karbonhidrat gibi farkli bilesenlerin Oziitlenmesinde kullanildigi c¢alismalar
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mevcuttur (Shen vd., 2008; Charoensiddhi vd., 2016). Tez ¢alismas1 kapsaminda,
alkalaz ile enzimatik Oziitleme islemine ait bagimsiz degiskenler enzim orani
(susam kepeginin yiizdesi cinsinden), pH degeri, islem sicakligi ve islem siiresi
olarak belirlenmistir. Bu iglemlerde kullanilan pH araligi, alkalazin optimum
calisma kosullar1 g6z 6niinde bulundurularak belirlenmistir.

Merkezi timlesik tasarima gore programin belirledigi toplam 28 deney igin
bagimsiz degiskenlerin degerleri ve bagimli degiskenler olarak deneyler sonucu
elde edilen sonuglar, Cizelge 4.6’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde, protein
veriminin %41,1 ile %77,7; TFM miktarinin 2,90 ile 6,24 mg GAE/g; TEAK
(DPPH) degerinin 1,32 ile 3,34 pmol TE/g; TEAK (ABTS) degerinin ise 31,3 ile
38,8 umol TE/g arasinda degistigi gorilmektedir.

Alkalaz ile deneysel tasarima ait model regresyon katsayilari ve tek yonlil varyans
analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Uyum katsayilar1 (R?)
protein verimi i¢in 0,9748; TFM icin 0,9821; TEAK (DPPH) icin 0,9820 ve
TEAK (ABTS) i¢in 0,9866 olarak bulunmustur. Uyum eksikligi testine gore tiim
bagimli degiskenlerin uyum eksikligi, istatistiki a¢idan 6nemsiz (P>0,05) olarak

belirlenmistir. Bu da modelin deneysel veri i¢in uygunlugunu géstermektedir.

Cizelge 4.7 incelendiginde, tiim islem parametrelerinin protein verimini etkiledigi
(P<0,001)  goriilmektedir.  Islem  parametrelerinin  etkilesimli  etkileri
incelendiginde ise enzim oram x pH (P<0,01) ve enzim oram x sicaklik
(P<0,05)’1n negatif, sicakltk x siire (P<0,05)’nin pozitif etkilesimleri, protein

verimi lizerine istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Deneysel tasarimda yer alan islem tiim parametrelerinin (enzim orani, pH, ve
sicaklik i¢in (P<0,001), siire i¢in (P<0,05)) TFM miktarii1 da etkiledigi
goriilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise enzim
oranmt x pH (P<0,001)’in negatif ve pH x sicaklik (P<0,001)’in ise pozitif
etkilesimleri, TFM miktar1 {izerine istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Incelenen dort islem parametresinin TEAK (DPPH) degerini de etkiledigi (enzim
oran1 ve siire i¢in (P<0,05), pH igin (P<0,01) ve sicaklik igin (P<0,001))
goriilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise enzim
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oramt x pH (P<0,05)’nin negatif ve enzim oranmi x sicaklik (P<0,001)’in pozitif
etkilesimleri, TEAK (ABTS) degeri iizerine istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Cizelge 4.6. Alkalaz enziminin etkisini belirlemede kullanilan merkezi timlesik
tasarim ve analizler sonucu elde edilen bagimli degiskenlere ait

degerler

Bagimsiz degiskenler

Bagiml degiskenler

Deney No* Enzim orani Sicaklik  Siire  Protein verimi TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTS)
(%) °C)  (dk.) (%) (mg GAE/g)  (umol TE/g) (umol TE/g)
1 0,76 9,8 48 38 70,4 5,62 2,96 37,4
2 0,29 73 38 93 413 2,93 2,52 31,9
3 0,76 9,8 33 38 59,6 3,80 2,16 36,0
4 0,76 9,8 33 93 61,0 4,30 2,11 375
5 0,76 9,8 48 93 75,5 5,69 3,02 38,3
6 0,53 8,5 40 65 66,9 4,89 3,19 38,1
7 0,29 9,8 48 38 63,1 5,49 2,84 38,4
8 0,53 8,5 40 10 48,3 3,36 1,72 345
9 0,29 9,8 33 38 54,1 3,80 2,51 335
10 0,29 9,8 33 93 55,3 4,05 2,40 34,6
11 0,76 73 48 38 62,2 4,75 3,15 37,9
12 0,53 11,0 40 65 77,7 572 3,04 38,0
13 0,29 9,8 48 93 733 5,59 2,69 38,8
14 0,29 7,3 48 93 62,9 4,08 2,78 38,0
15 0,29 7,3 48 38 53,5 3,86 2,88 37,0
16 0,53 6,0 40 65 60,0 4,09 3,19 36,6
17 0,76 7,3 33 93 62,1 4,25 2,53 35,8
18 1,00 8,5 40 65 71,9 4,95 3,24 37,8
19 0,53 8,5 40 65 70,9 519 3,19 38,1
20 0,53 8,5 25 65 45,6 3,15 2,56 32,0
21 0,29 73 33 38 41,1 2,90 2,51 31,3
22 0,76 7,3 33 38 60,7 4,00 2,52 35,8
23 0,53 8,5 40 65 70,2 4,89 3,24 37,9
24 0,53 8,5 40 120 60,1 3,83 1,32 37,1
25 0,05 8,5 40 65 48,9 3,85 2,88 35,5
26 0,53 8,5 55 65 74,7 6,24 3,34 385
27 0,76 73 48 93 69,3 4,82 3,17 38,4
28 0,53 8,5 40 65 69,3 4,62 3,15 37,8

*Harmanlanmis sira

Tim islem parametrelerinin TEAK (ABTS) degerini de etkiledigi (P<0,001)
goriilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise enzim
orami X pH (P<0,01), enzim oram X Sicakltk (P<0,001) ve pH x sicaklik
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(P<0,01)’1n negatif etkilesimleri, TEAK (ABTS) degeri lizerine istatistiki olarak

anlaml1 bulunmustur.

Cizelge 4.7. Alkalaz enziminin yanit ylizey metoduna (RSM) ait istatistiki analiz

sonuglar1 ve model katsayilart

Model parametreleri Katsayr Proteinverimi  TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTS)
Kesisim Bo -130,28613"" -3,64168™" -1,34023™ -34,69381""
Dogrusal

Enzim orani, A Bs 186,08853"" 10,93831"" -0,30011" 39,39309™
pH, B B, 6,75256" -0,093299™" 0,15147" 3,97612""
Sicaklik, C Bs 364805 0,023343™" 0,062181"" 1,75543"
Siire, D Bs 0456257 0,060527" 0,071351" 0,087238""
Etkilesimli

Enzim oram1 x pH, A x B B -7,27200" 0,75221™ -0,18379" -1,20695™
Enzim orani x Sicaklik, A x C Bz -0,94295" -0,028737 0,060947"" -0,49674™"
Enzim orani x Siire, A x D B -0,057531 2,66986x10° 3,53110x10° -2,49761x107
pH x Sicaklik, Bx C Bz 0,064680 0,020100™" 2,82000x10°° -0,034860™
pH x Siire, Bx D B -1,96364x10"  6,70909x10™ -3,43636x10*  3,71455x10°
Sicaklik x Siire, C x D B 830182x10%  -1,77273x10" -8,18182x10°  -1,66364x10™
ikinci derece

Enzim oram1 x Enzim orani, A” B -41,275357 -2,27535™ -0,56676 -5,63269"
pH x pH, B B  -0,13860 -1,50000x10° -0,011820 -0,10686"
Sicaklik x Sicaklik, C Bss  -0,042390™" -9,81667x10* -1,06833x10°%"  -0,012028™"
Siire x Siire, D Baa  -5,12256x10%""  -4,37479x10*""  -5,51033x10*""  -7,19132x10°*""
R? 0,9748 0,9821 0,9820 0,9866
Ayarlanms R? 0,9476 0,9628 0,9626 09721
p-degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-degeri 35,89 50,90 50,62 68,17

Uyum eksikligi (Lack of fit) 0,2870 0,8790 0,0541 0,0501

Onem diizeyleri: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

Model denklemi: Y = BO + B]_A + BzB + BSC + B4D+ BlZ(AXB) + BlS(AXC) + B]_4(AXD) +
B2s(BXC) + Bas(BXD) + Bas(CxD) + ByyA” + B2oB” + B3C’ + BauD?

Yanit ylizey yonteminde bagimli degiskenler olan protein verimi, TFM, TEAK
(DPPH) ve TEAK (ABTS) degerlerine ait model denklemleri, enzim orani (A), pH
(B), islem sicakligi (C) ve islem siiresine (D) bagli olarak ve yalnizca istatistiki

olarak anlamli (P<0,05) model parametreleri kullanilarak sirasiyla asagida

verilmistir:
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Y (Protein verimi) = —130,28613 + 186,08853x(A) + 6,75256x(B) + 3,64805x(C)
+ 0,45625x(D) — 7,27200x(AXB) — 0,94295x(AXC) + 0,00830182x(CXD) —
41,27535x(A?) — 0,042390x(C?) — 0,00512256x(D?)

Y (TFM) = -3,64168 + 10,93831x(A) — 0,093299x(B) + 0,023343x(C)
0,060527x(D) — 0,75221x(AXB) + 0,020100x(BXC) — 2,27535x(A%) -
0,000437479x(D?)

+

Y (TEAK (DPPH)) = -1,34023 — 0,30011x(A) + 0,15147x(B) + 0,062181x(C)
0,071351x(D) — 0,18379x(AXB) + 0,060947x(AXC) — 0,00106833x(C?) —
0,000551033x(D?)

+

Y (TEAK (ABTS)) = —34,69381 + 39,39309x(A) + 3,97612x(B) + 1,75543x(C) +
0,087238x(D) — 1,20695x(AXB) — 0,49674x(AXC) — 0,034860x(BXC) —
5,63269x(A%) — 0,10686x(B%) — 0,012028x(C?) — 0,000719132x(D?)

Bagimsiz degiskenlerin protein verimi iizerine etkileri Sekil 4.5°te; TFM iizerine
etkileri Sekil 4.6’da, TEAK (DPPH) degeri tizerine etkileri Sekil 4.7°de ve TEAK
(ABTYS) degeri lizerine etkileri ise Sekil 4.8’te gosterilmistir.

Bagimsiz degiskenlerden enzim oraninin artist ile birlikte bagimli degisken
degerlerinin de belli noktaya kadar artis gosterdigi, ardindan sabitlendigi
gozlenmistir. Artan islem siiresi ile tim bagimh degiskenlere (protein verimi,
TFM, TEAK (DPPH ve ABTS)) ait degerlerde belli bir noktaya kadar artigin,

ardindan azalisin gerceklestigi goriilmektedir.

Artan pH degerinin ise protein verimi, TFM ve TEAK (ABTS) degerlerinde de
artisa neden oldugu, ancak TEAK (DPPH) degerini etkilemedigi gozlenmistir.
Suda ¢6ziinmez Ozellikteki proteinler, alkalaz enzimi tarafindan hidroliz
edildiginden alkali pH ortaminin protein verimini onemli oranda etkileyen bir
faktor olmadigr bildirilmistir (Zhang vd., 2007). Ancak, alkalazin optimum
calisma araliginin alkali kosullar oldugu g6z 6niine alinirsa yeterli hidrolizasyonun
saglanabilmesi icin alkali ortam saglanmasi1 gerekliligi de ortaya ¢ikmaktadir.
Ornek olarak Yuan vd. (2008), kudret nar1 meyvesinden alkalaz destekli protein
Oziitlenmesini ele aldiklar1 ¢aligmalarinda optimum pH degerini 9,2 olarak rapor
etmislerdir. Fabian ve Ju (2011) ise alkali ortam olusturmada kullanilan sodyum
hidroksitin piring kepegi proteinlerindeki hidrojen, disiilfit ve amid baglarini

kirmas1 nedeniyle, alkali ortamin protein ¢oziiniirliigii a¢isindan etkili oldugunu
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bildirmislerdir. Rosello-Soto vd. (2015), zeytin ¢ekirdeginden fenolik madde
oziitlenmesinde 2,5 pH; protein Oziitlemesinde ise 12 pH degerinin optimum
oldugunu rapor etmislerdir. Buradan hareketle, optimizasyon ¢alismalarinda hedef
bilesen i¢in belirlenen bagimsiz degiskenlere ait degerlerin farklilik gosterebildigi
goriilmektedir. Mevcut tez c¢alismast kapsaminda susam kepeginden alkalaz ile
enzimatik protein oziitlenmesinde ise protein verimi, TFM miktar1 ve TEAK
(DPPH ve ABTYS) icin en yiiksek degerlerin elde edilmesi hedeflenmis, bu
dogrultuda optimum pH degeri 9,8 olarak belirlenmistir.

Islem sicakligmin artis1 ile TFM miktarinda dogru orantili bir artigin, protein
verimi ve TEAK degerlerinde de belli bir noktaya kadar artisin ve ardindan
sabitlenmenin oldugu gorilmektedir. Alkalaz ile enzimatik 6ziitleme isleminin,
antioksidan 6zellik gosteren peptid veya amino asitleri aciga c¢ikarabilecegi ifade
edilmektedir (Jodayree vd., 2012). Bu nedenle ¢esitli bitkisel dokulardan alkalaz
ile enzimatik igslem sonucu elde edilen proteinler, fonksiyonel gida {iretiminde

kullanim potansiyeline de sahiptir.
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4.3.2.1. Alkalaz ile enzimatik oziitlemeye ait islem kosullarinin optimizasyonu

Alkalaz ile enzimatik 6ziitleme islemi igin yapilan optimizasyon caligmasina gore
optimum enzim orani (A) %0,52, pH degeri (B) 9,8, islem sicaklig1 (C) 51 °C ve
islem siiresi (D) 68 dk. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8). Optimum kosullarda
programin tahmini degerleri protein verimi (%) i¢in 78,9 TFM (mg GAE/Q)
miktari i¢in 6,52, TEAK (DPPH) (umol TE/g) degeri i¢in 3,35 ve TEAK (ABTYS)
(umol TE/g) degeri icin 38,9 olarak bulunmustur. Optimum islem kosulu igin
giivenilirlik degeri ise 1,000 olarak tespit edilmistir. Optimum kosullarda
gergeklestirilen dort farkl tiretim ile protein verimi %86,6, TFM 7,20 mg GAE/q,
TEAK (DPPH) 3,77 umol TE/g ve TEAK (ABTS) degeri ise 42,8 pmol TE/g
olarak oOlciilmiistiir. Dogrulama calismasi i¢in deneysel veriler ile programin
tahmini degerleri ayr1 ayr1 kiyaslanmus, veriler arasinda istatistiki agidan farklilik
olmadig1 gériilmiistiir (P>0,05).

Cizelge 4.8. Alkalaz ile 6ziitlemede en yiiksek protein verimi, TFM ve TEAK
(DPPH ve ABTS) degerleri i¢in optimum islem kosullart

Alkalaz Islem Parametreleri

Enzim pH Sicaklik Islem Giivenilirlik Program Deneysel

orani stiresi Parametre ¢iktist sonug

%0,52 9,8 51 °C 68 dk. 1,000 Protein verimi 78,9 79,3+1,52
TFM 6,52 6,61 + 0,02
TEAK (DPPH) 3,35 3,38 + 0,04
TEAK (ABTS) 389 40,8 + 0,04

4.3.3. Ultrases Destekli Oziitlemede islem Parametrelerinin EtKisi

Ultrases destekli Oziitleme ydntemi, bitkisel materyallerden dogal bilesiklerin
oziitlenmesinde kullanilan verim artirici  yontemlerden birisi olarak goze
carpmaktadir (Yilmaz ve Bilek, 2018). Tez calismas: kapsaminda da etkisi
degerlendirilen ultrases destekli oziitleme islemine ait bagimsiz degiskenler

ultrases giici, islem sicakligi ve islem siiresi olarak belirlenmistir.

Merkezi tiimlesik tasarima gore programin belirledigi toplam 18 deney igin
bagimsiz degiskenlerin degerleri ve bagimli degiskenler olarak deneyler sonucu
elde edilen sonuglar, Cizelge 4.9°da verilmistir. Sonuglar incelendiginde, protein
veriminin %39,8 ile %58,5; TFM miktarinin 2,51 ile 4,10 mg GAE/g; TEAK
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(DPPH) degerinin 1,76 ile 2,12 pumol TE/g; TEAK (ABTS) degerinin ise 27,1 ile
38,5 umol TE/g arasinda degistigi gorilmektedir.

Cizelge 4.9. Ultrases isleminin etkisini belirlemede kullanilan merkezi tiimlesik
tasarim ve analizler sonucu elde edilen bagimli degiskenlere ait

degerler
Bagimsiz degiskenler Bagimli degiskenler
Deney No* Giig Sicaklik Siire Protein verimi TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTS)
(W) (°C) (dk.) (%) (mg GAE/qg) (umol TE/g) (umol TE/g)
1 682 40 120 51,7 3,66 1,97 323
2 528 40 65 39,8 2,97 2,00 28,2
3 682 40 65 44,2 3,15 2,12 31,8
4 774 49 98 58,5 4,04 1,83 36,9
5 774 31 98 474 3,22 1,96 31,7
6 590 49 32 46,2 3,44 1,91 314
7 836 40 65 48,5 3,62 1,85 334
8 774 31 32 474 2,78 1,93 29,1
9 590 31 32 39,8 2,51 1,93 27,1
10 682 55 65 58,5 4,10 1,91 385
11 682 40 65 42,2 3,16 2,08 31,6
12 590 31 98 46,2 3,00 1,95 29,5
13 774 49 32 54,1 381 1,76 343
14 682 25 65 42,6 2,69 1,99 315
15 682 40 65 44,2 3,15 2,10 304
16 682 40 65 42,2 3,03 2,10 32,0
17 682 40 10 42,6 2,83 1,85 28,0
18 590 49 98 58,1 3,80 2,06 33,0

*Harmanlanmis sira

Ultrases ile deneysel tasarima ait model regresyon katsayilar1 ve tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Uyum katsayilar1 (R?)
protein verimi i¢in 0,9696; TFM i¢in 0,9905; TEAK (DPPH) i¢in 0,9896 ve
TEAK (ABTS) igin 0,9829 olarak bulunmustur. Uyum eksikligi testine gére tiim
bagimli degiskenlerin uyum eksikligi, istatistiki acidan 6nemsiz (P>0,05) olarak
belirlenmistir. Bu da modelin deneysel veri i¢in uygunlugunu géstermektedir.

Cizelge 4.10 incelendiginde, ii¢ islem parametresinin (ultrases giicii, sicaklik ve
sire) de protein verimini etkiledigi (P<0,001) goriilmektedir. islem
parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise gii¢ X siire (P<0,05)’nin
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negatif ve sicaklik x siire (P<0,05)’nin pozitif etkilesimleri, protein verimi iizerine
istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Ug islem parametresinin (ultrases giicii, sicaklik ve siire) TFM miktarim da
etkiledigi (P<0,001) goriilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri ise
TFM miktar1 {izerine istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.

Ucg islem parametresinin (ultrases giicii, sicaklik ve siire) TEAK (DPPH) degerini
de etkiledigi (P<0,001) goriilmiistiir. islem parametrelerinin etkilesimli etkileri
incelendiginde ise giic x sicaklik (P<0,001)’mn negatif ve sicaklik x siire
(P<0,01)’nin pozitif etkilesimleri, TEAK (DPPH) iizerine istatistiki olarak anlamli

bulunmustur.

Tim islem parametrelerinin TEAK (ABTS) degerini de etkiledigi (P<0,001)
goriilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri ise TEAK (ABTS) degeri
tizerine istatistiki olarak anlamli bulunmamuistir.

Yanit ylizey yonteminde bagimli degiskenler olan protein verimi, TFM, TEAK
(DPPH) ve TEAK (ABTS) degerlerine ait model denklemleri, ultrases giicii (A),
islem sicakligi (B) ve islem siiresine (C) bagli olarak ve yalnizca istatistiki olarak

anlaml1 (P<0,05) model parametreleri kullanilarak sirasiyla asagida verilmistir:

Y (Protein verimi) = 96,82681 — 0,065325x(A) — 2,79601x(B) + 0,083926x(C) —
0,000580212x(AXC) + 0,00424264x(BXC)+ 0,0000963888x(A?) + 0,038604x(B?)
+ 0,00174742x(C?

Y (TFM) = 4,86072 — 0,00847912x(A) — 0,051490x(B) + 0,012168x(C) +
0,00000732156x(A%) + 0,00121617x(B?) + 0,0000408721x(C?)

Y (TEAK (DPPH)) = -3,87750 + 0,012204x(A) + 0,086842x(B) +
0,00834427x(C) - 0,0000596908x(AXB) —  0,00000292193x(AXC) +
0,0000728534x(BXC) —  0,00000742211x(A®) — 0,000671212x(B?) —
0,0000631480x(C?)

Y (TEAK (ABTS)) = 24,02991 + 0,048990x(A) — 1,17046x(B) + 0,080678x(C) +
0,014781x(B?) — 0,000510494x(C?)
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Cizelge 4.10. Ultrases isleminin yanit ylizey metoduna (RSM) ait istatistiki analiz
sonuglar1 ve model katsayilar

Model parametreleri Katsayr Proteinverimi  TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTS)
Kesisim Bo  96,82681"" 486072 -3,87750™" 24,02991""
Dogrusal

Giig, A By -0,065325™" -8,47912x10°%™"  0,012204™ 0,048990™"
Sicaklik, B B, -2,79601"" -0,051490"" 0,086842""" -1,17046™"
Siire, C Bs  0,083926™" 0,012168™" 8,34427x10°""  0,080678™"
Etkilesimli

Giig x Sicaklik, A x B B  -7,65267x10° 1,83664x10° -5,96908x10°""  3,73450x10™
Giig x Siire, A x C Bz -5,80212x10*"  -7,51353x10° -2,92193x10° 5,25947x107°
Sicaklik x Siire, Bx C Bz 4,24264x10%°  -1,45707x10*  7,28534x10°7  -3,34269x10*
ikinci derece

Giig x Giig, A B 9,63888x10™ 7,32156x10%" -7,42211x10°"  -3,77064x10°
Sicaklik x Sicaklik, B Bz  0,038604™" 1,21617x10°""  -6,71212x10*"  0,014781""
Siire x Siire, C? Bss  1,74742x10°%"  4,08721x10°°  -6,31480x10°""  -5,10494x10°"
R? 0,9696 0,9905 0,9896 0,9829
Ayarlanms R 0,9354 0,9798 0,9780 0,9637
p-degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-degeri 28,33 92,39 84,89 51,21

Uyum eksikligi (Lack of fit) 0,2476 0,4474 0,6164 0,8653

Onem diizeyleri: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

Model denklemi: Y = Bo + [—)’lA + BzB + B3C + BlZ(AXB) + [_))13(AXC) + B23(BXC) + ﬁllAz +
B22B” + BasC’

Bagimsiz degiskenlerin protein verimi lizerine etkileri Sekil 4.9°da, TFM {izerine
etkileri Sekil 4.10’da, TEAK (DPPH) degeri tizerine etkileri Sekil 4.11°de ve
TEAK (ABTS) degeri iizerine etkileri ise Sekil 4.12’de gdsterilmistir.

Bagimsiz degiskenlerden ultrases giiciinlin artigiyla birlikte protein verimi, TFM
ve TEAK (ABTS) degerlerinin arttig;; TEAK (ABTS) degerinin ise bir siire
artisgtan sonra diisiise gectigi goriilmektedir. Ultrases dalgalar1 tarafindan
olusturulan yiiksek sicaklik ve sok dalgalarinin, hiicre duvar1 ve molekiiler baglari
kirdigi, kavitasyon olusumu ile kiitle transferini artirdigi ve bdylelikle protein ve
fenolik madde 6ziitleme verimini artirdigi bildirilmektedir (Tang vd., 2002; Kenari
vd., 2014). Susam posasindan fenolik madde 6ziitlenmesinde ultrases isleminin
kullanildig1 bir ¢alismada, ¢6zgen tiiriiniin 6nemi de vurgulanmistir (Kenari vd.,
2014). Protein ve fenolik madde gibi bilesenlerin Oziitlenmesi ile ilgili
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calismalarda kullanilan ¢6zgenlerin gida olarak tiiketime uygun nitelikte olmasi,
elde edilen firiinlerin ileri vadede ticarilestirilebilir olmasini da saglayabilme
potansiyeline sahiptir.

Islem siiresinin artistyla birlikte protein verimi (Sekil 4.9) ve TFM miktar1 (Sekil
4.10) artis gostermis, TEAK (ABTS) degeri (Sekil 4.12) ise bir siire arttiktan sonra
sabit konuma gelmistir. Yu vd. (2016), ultrases giicii ve islem siiresindeki artisin,
protein ve polifenol 6ziitleme verimini de artirdigini bulgulamiglardir. Artan iglem
sicakligmin protein verimi ve TEAK (ABTS) degerlerinde belirli bir noktadan
sonra artiga neden oldugu goriilmektedir. TFM miktari ise islem sicakligi ile dogru
orantili olarak artis goOstermistir. Annatto bitkisinden dogal renk maddesi
Oziitlenmesinde ultrases isleminin kullanildig1 bir ¢calismada sabit 300 W ultrases
giici kullanilmig, RSM ile yapilan optimizasyon sonucu optimum islem
parametreleri 7,25 dk. islem siiresi, %14 tohum/¢ézgen orami ve 72,7 °C islem
sicakligi olarak belirlenmistir (Yolmeh vd., 2014). Zhu ve Fu (2012), perilla
tohumundan ultrases destekli protein Oziitlenmesini ele alan c¢alismalarinda
ultrases giicii x islem sicakligi ile islem stiresi x islem sicakligina ait pozitif
etkilesimlerin, protein verimi iizerine istatistiki agidan anlamli (P<0,05) oldugunu
rapor etmislerdir. Bu nedenle, diger oziitleme islemlerinde oldugu gibi ultrases
destekli 6ziitleme islemlerinde de optimizasyon calismalar1 yapilirken ele alinan
islem parametrelerinin birbirleri ile etkilesimleri goz 6ntinde bulundurulmalidir.
Sekil 4.9 ve Sekil 10°da goriildiigii iizere artan ultrases giicii, protein verimi ve
TFM miktarim1 dogrusal olarak artirmaktadir. Literatiirde ultrases destekli
oziitleme islemlerini ele alan ¢aligsmalar inceleniginde ise, mevcut tez ¢calismasinda
kullanilan wultrases gii¢lerinden daha disik (<500 W) giiglerde c¢alisildig1
gbzlenmektedir (Zhu ve Fu, 2012; Yolmeh vd., 2014; Yu vd., 2016). Bu nedenle,
daha yiiksek ultrases gii¢lerinin protein verimi tizerine hem dogrusal hem de diger
islem parametreleri ile etkilesimli etkileri, farkli bitkisel materyaller ile yapilacak
ileri 6ziitleme caligmalari ile belirlenebilir.

Sonug olarak ultrases isleminin, kontrole (alkali yontem) kiyasla protein ve fenolik
madde Oziitleme verimini artirici etkisi oldugu anlagilmaktadir. Ayn1 zamanda,
elde edilen verim artisinin yaninda ultrases destekli oziitleme yontemi ile elde
edilen iiriinlerde yer alan fenolik madde gibi mikro bilesenlerin, viicutta daha
yiiksek biyoyararlanima sahip oldugu da belirtilmektedir (Vilku vd., 2008).



68

°

DRI G0 S
KIS TSRS
IR G U SIS SOKAE
ISRttty
oo SeeS e Soec X

SiSe0S
T
S

S

Protein Verimi (%)
Protein Verimi (%)

B: Sicaklik ('C) < A: Glig (W)

C: Sore (dk.) A Glg (W)

70

9.8, 0,00, 955 0% 8u%s
2. X XKL XL
00000000, % 0
CXXXIAARCNL LR
et lhctocte a,'z;:‘zlz‘h,,-
e
AL

Protein Verimi (%)

C: Sire (dk.) ‘ B: Sicakiik (°C)

0%
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4.3.3.1. Ultrases destekli 6ziitlemeye ait islem kosullarinin optimizasyonu

Ultrases destekli Oziitleme islemi i¢in yapilan optimizasyon calismasina gore
optimum ultrases giicii (A) 630 W, islem sicakligi (B) 54 °C ve iglem siiresi (C) 86
dk. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Optimum kosullarda programin tahmini
degerleri protein verimi (%) i¢in 61,7, TFM (mg GAE/g) miktar1 i¢in 4,10, TEAK
(DPPH) (umol TE/g) degeri i¢in 1,99 ve TEAK (ABTS) (umol TE/g) degeri i¢in
37,2 olarak bulunmustur. Optimum islem kosulu i¢in giivenilirlik degeri ise 0,932
olarak tespit edilmistir. Optimum kosullarda gergeklestirilen dort farkli tiretim ile
protein verimi %58,8, TFM 3,90 mg GAE/g, TEAK (DPPH) 2,12 umol TE/g ve
TEAK (ABTS) degeri ise 38,0 pmol TE/g olarak olgililmiistiir. Dogrulama

caligmast icin deneysel veriler ile programin tahmini degerleri ayr1 ayr
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kiyaslanmig, veriler arasinda istatistiki agidan farklilik olmadigi goriilmistiir
(P>0,05).

Cizelge 4.11. Ultrases ile 6ziitlemede en yiiksek protein verimi, TFM ve TEAK
(DPPH ve ABTS) degerleri i¢in optimum iglem kosullar1

Ultrases Islem Parametreleri

Ultrases Sicaklik Islem Giivenilirlik Program Deneysel

giicii siiresi Parametre ¢iktist sonug

630 W 54 °C 86 dk. 0,932 Protein verimi 61,7 59,8 +1,15
TFM 4,10 3,95+ 0,02
TEAK (DPPH) 1,99 2,09 + 0,02
TEAK (ABTS) 37,2 38,0+0,41

4.3.4. Enzim ile Ultrases Kombine Oziitlemede islem Parametrelerinin Etkisi

Caligmalarda kullanilan viskozim L ve alkalaz enzimlerinden alkalazin 6ziitleme
etkinliginin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ornegin optimum kosullarda
viskozim L ile Oziitleme islemi sonucu protein verimi %41,2 iken, bu deger
alkalaz ile 6ziitleme islemi sonrasinda %86,6 olarak elde edilmistir. Bu nedenle,
alkalaz ve ultrases islemlerinin bir arada uygulandig1 kombine bir 6ziitleme islemi
icin yeni bir deneysel tasarim olusturulmustur. Bagimsiz degiskenlerin
interaksiyonlarinin sonuglar1 etkileyebilecegi dikkate alinarak enzim orani,
ultrases giicii, sicaklik ve siire degiskenlerinin her biri bu asamada yeniden ele

alinmustir.

Merkezi tiimlesik tasarima gore programin belirledigi toplam 28 deney igin
bagimsiz degiskenlerin degerleri ve bagimli degiskenler olarak deneyler sonucu
elde edilen sonuglar, Cizelge 4.12°de verilmistir. Sonuglar incelendiginde, protein
veriminin %52,9 ile %88,4; TFM miktarinin 3,82 ile 6,03 mg GAE/g; TEAK
(DPPH) degerinin 1,24 ile 3,55 pmol TE/g; TEAK (ABTS) degerinin ise 37,9 ile
42,3 pmol TE/g arasinda degistigi goriilmektedir.

Alkalaz + ultrases ile deneysel tasarima ait model regresyon katsayilar1 ve tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglart Cizelge 4.13’te verilmistir. Uyum
katsayilar1 (R%) protein verimi igin 0,9870; TFM igin 0,9835; TEAK (DPPH) igin
0,9813 ve TEAK (ABTS) igin 0,9811 olarak bulunmustur. Tim bagiml
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degiskenlerin uyum eksikligi ise istatistiki acidan Onemsiz (P>0,05) olarak
belirlenmistir.

Cizelge 4.12. Alkalaz ile ultrases kombine isleminin etkisini belirlemede
kullanilan merkezi tiimlesik tasarim ve analizler sonucu elde
edilen bagimli degiskenlere ait degerler

Bagimsiz degiskenler Bagiml degiskenler
Deney No* Enzim oran1  Gili¢ Sicaklik ~ Siire  Protein verimi TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTS)
(%) (W) °C) (dk.) (%) (mg GAE/g)  (umol TE/g) (umol TE/g)
1 0,76 605 33 93 73,0 4,76 3,45 39,8
2 0,29 759 48 93 85,5 4,83 2,06 41,2
3 0,29 605 48 93 72,8 5,29 2,37 41,0
4 1,00 682 40 65 82,8 4,47 3,35 40,7
5 0,29 605 48 38 63,7 5,00 2,35 40,9
6 0,76 759 48 38 81,3 4,54 2,29 41,4
7 0,53 682 40 65 77,6 4,36 3,04 39,9
8 0,29 759 33 38 68,2 4,60 3,29 37,9
9 0,76 759 33 38 72,5 4,53 3,33 39,8
10 0,76 759 33 93 74,4 5,35 3,43 41,4
11 0,05 682 40 65 61,6 4,12 2,81 38,2
12 0,76 605 48 38 72,0 5,23 2,62 41,1
13 0,53 682 40 65 81,3 4,25 2,98 40,1
14 0,53 682 55 65 86,1 5,51 1,24 42,3
15 0,53 682 25 65 61,1 4,56 3,22 391
16 0,53 682 40 65 81,2 4,36 2,96 39,9
17 0,53 682 40 65 80,2 4,27 2,92 39,4
18 0,53 682 40 120 73,8 5,36 3,30 40,5
19 0,53 528 40 65 68,4 4,95 3,55 39,9
20 0,76 759 48 93 88,8 5,13 2,32 41,8
21 0,53 682 40 10 61,0 4,00 3,40 39,7
22 0,29 605 33 38 52,9 3,82 3,27 378
23 0,53 836 40 65 88,4 5,33 3,10 41,1
24 0,76 605 48 93 83,5 6,03 2,68 41,2
25 0,29 605 33 93 53,4 4,02 3,27 38,2
26 0,29 759 48 38 76,9 4,60 2,06 40,8
27 0,76 605 33 38 70,8 3,89 3,67 39,0
28 0,29 759 33 93 67,9 4,91 3,11 39,6

*Harmanlanmis sira

Cizelge 4.13 incelendiginde, etkisi incelenen dort bagimsiz degiskenin de protein
verimini etkiledigi (P<0,001) goriilmektedir. Islem parametrelerinin etkilesimli
etkileri incelendiginde ise enzim orani x giic (P<0,001) ve enzim orant x sicakitk
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(P<0,01) ’in negatif, ve sicakltk x siire (P<0,001)’nin ise pozitif etkilesimleri,

protein verimi lizerine istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Etkisi incelenen islem parametrelerinin (enzim orani, sicaklik ve siire ig¢in
(P<0,001), ultrases giicii i¢in (P<0,05)) TFM miktarin1 da etkiledigi goriilmiistiir.
Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri incelendiginde ise enzim orani x giic
(P<0,05) ile gii¢ x sicaklik (P<0,001)’1n negatif, enzim orani x siire (P<0,001)’nin
ise pozitif etkilesimleri, TFM miktar1 {izerine istatistiki olarak anlamli

bulunmustur.

Enzim orani, ultrases giicii ve islem sicakligi, TEAK (DPPH) degerini etkileyen
(P<0,001) parametreler olarak goriilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli
etkileri ise, TEAK (DPPH) degeri iizerine istatistiki olarak anlamli bulunmamuistir.

Deneysel tasarimda yer alan dort bagimsiz degiskenin, TEAK (ABTS) degerini de
etkiledigi (P<0,001) gériilmiistiir. Islem parametrelerinin etkilesimli etkileri
incelendiginde ise enzim oranmi X Sicakitk (P<0,001), gii¢ x sicaklik (P<0,05) ve
sicaklik x siire (P<0,01)’nin negatif, giic x siire (P<0,05)’nin ise pozitif
etkilesimleri, TEAK (ABTS) degeri iizerine istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Yanit yiizey yonteminde bagimli degiskenler olan protein verimi, TFM, TEAK
(DPPH) ve TEAK (ABTS) degerlerine ait model denklemleri, enzim orani (A),
ultrases giicli (B), islem sicakligi (C) ve islem siiresine (D) bagli olarak ve
yalnizca istatistiki olarak anlamli (P<0,05) model parametreleri kullanilarak

sirastyla agagida verilmistir:

Y (Protein verimi) = —147,62589 + 174,60383x(A) + 0,22481x(B) + 2,41691x(C)
+ 0,35525x(D) — 0,12987x(AXB) — 0,75789x(AXC) + 0,00981818x(CXD) —
36,52816x(A%) — 0,0000860882x(B?) — 0,030407x(C?) — 0,00431129x(D?)

Y (TFM) = 623190 + 2,03533x(A) — 0,021252x(B) + 0,18036x(C) —
0,00798362x(D) — 3,99863x(AXB) + 0,019617x(AXD) — 0,000579004x(BXC) +
0,0000348745x(B?) + 0,00320926x(C?) + 0,000121350x(D?)
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Cizelge 4.13. Alkalaz + Ultrases kombine isleminin yanit yiizey metoduna (RSM)
ait istatistiki analiz sonuglar1 ve model katsayilar

Model parametreleri Katsayr Proteinverimi  TFM TEAK (DPPH) TEAK (ABTYS)
Kesisim Bo  -127,62589" 6,23190" 358323 40,68581""
Dogrusal

Enzim orani, A B1 174,60383™" 2,03533" 0,97226™ 6,76721""
Giig, B B, 0,22481" -0,021252" -0,012103™ -0,031071™"
Sicaklik, C Bs 2416917 0,18036™"" 0,28101"" 0,18625™"
Siire, D B 0355257 -7,98362x10%""  -0,019897 -0,016870""
Etkilesimli

Enzim oran1 x Giig, A x B B,  -0,12987" -3,99863x10%"  -1,05947x10°  6,01504x10°
Enzim oram x Sicakhk, A x C Bz -0,75789™ 1,05263x10° 4,56140x10°° 0,17614™
Enzim oram x Siire, A x D B 0,049761 0,019617"" 1,24402x107 3,06220x10°°
Giig x Sicaklik, Bx C Bz 8,22511x10™ -5,79004x10*™"  -8,54978x10°"  -2,90043x10*"
Giig x Siire, Bx D B  -1,65289x10*  -6,19835x10° 2,65643x10°® 8,32349x10°"
Sicaklik x Siire, C x D B 9,81818x10°""  .8,78788x10° 1,24242x10* -1,06667x10°"
ikinci derece

Enzim oran1 x Enzim oram, A B -36,52816"" -0,079409 0,027701 -1,63250

Giig x Giig, B B  -8,60882x10°°  3,48745x10°7"  1,05941x10%°  2,78996x10°"
Sicaklik x Sicaklik, C? Bz -0,030407 3,20926x10°™"  -3,75000x10%™"  3,71852x10%""
Siire x Siire, D? Bas  -4,31129x10%  1,21350x10*™"  9,13223x10°"  9,14601x10°
R? 0,9870 0,9835 0,9813 0,9811
Ayarlanmis R 0,9731 0,9657 0,9613 0,9606
p-degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-degeri 70,67 55,35 48,86 48,08

Uyum eksikligi (Lack of fit) 0,6248 0,1559 0,0811 0,6994

Onem diizeyleri: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

Model denklemi: Y = Bg + B1A + B2B + B3C + B4D+ B12(AxB) + B13(AxC) + Bra(AXD) +
B2s(BXC) + Bos(BXD) + Bas(CxD) + ByyA? + BB’ + B3C” + PauD?

Y (TEAK (DPPH)) = 3,58323 + 0,97226x(A) — 0,012103x(B) + 0,28101x(C) —
0,0000854978x(BXC) +  0,0000105941x(B?) 0,00375000x(C%)  +
0,0000913223x(D?)

Y (TEAK (ABTS)) = 40,68581 + 6,76721x(A) — 0,031071x(B) + 0,18625x(C) —
0,016870x(D) — 0,17614x(AXC) — 0,000290043x(BXC) + 0,0000832349x(BXD) —
0,00106667x(CXD) + 0,0000278996x(B?) + 0,00371852x(C?)

Bagimsiz degiskenlerin protein verimi iizerine etkileri Sekil 4.13’te; TFM {izerine
etkileri Sekil 4.14’te, TEAK (DPPH) degeri iizerine etkileri Sekil 4.15°te ve
TEAK (ABTS) degeri tizerine etkileri ise Sekil 4.16’da gdsterilmistir.
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Protein verimi, artan ultrases giicii ile birlikte artig gostermis, artan enzim orani ve
sicaklik ile ise belli bir noktaya kadar arttiktan sonra sabit duruma gelmistir. TFM
miktar1, artan enzim orani ve islem siiresi ile birlikte artig gostermis; artan ultrases
giicii ve islem sicakligi ile ise baslangigta bir miktar diigiis ve ardindan artig
gostermistir. TEAK (DPPH) degerinin enzim oraninin artisi ile arttigi, islem
stiresinin artis1 ile ise baslangicta diistiigli ve belirli bir noktadan sonra artisa
gectigi goriilmektedir. Islem sicakhigindaki artisin ise TEAK (DPPH) degerini
baslangigta etkilemedigi, belirli bir noktadan sonra ise bu degerde diisiis
gerceklestigi goriilmektedir (Sekil 4.15). Oziitleme islemlerinde optimum sicaklik
araligmin genellikle 40 — 55 °C arasinda oldugu ve yeterli verimi saglayan
minimum sicakligi kullanildig1 ifade edilmektedir (Goula vd., 2018). Kombine
islem sonucu yapilan optimizasyon calismasi ile elde edilen optimum sicaklik
degerinin de bu yargiy1 destekledigi goriilmektedir. Son olarak TEAK (ABTS)
degerinin ise, tiim bagimsiz degisken degerlerinin artisiyla birlikte arttig:
gozlenmektedir.

Wang vd. (2014), bugday kepeginden arabinoksilan 6ziitlenmesinde alkalaz ve
ultrases kombine igleminin 6ziitleme verimini artirdigini belirtmis, optimum islem
kosullarinda (50 g/l hammadde konsantrasyonu, 4,5 g/LL enzim orani, 50 °C islem
sicakligl, 70 dk. islem siiresi ve 180 W ultrases giicii) arabinoksilan verimini
%14,26 olarak rapor etmislerdir. Bir baska calismada, ayn1 kombine iglemin
balkabagindan polisakkarit 6ziitlenmesinde kullanildigi ve optimum kosullardan
elde edilen 6ziitiin dogal bir antioksidan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Wu
vd., 2014). Yumurta kabugundan protein Oziitlenmesini ele alan bir ¢alismada
Once ultrases igslemi uygulanmis, ardindan alkalaz ile enzimatik 6ziitleme islemi
gerceklestirilmistir (Jain ve Anal, 2016). Elde edilen protein 0ziitliniin islem
gormemis kontrol 6rnegine kiyasla daha yiiksek protein igerigi ve hidrolizasyon
derecesine sahip oldugu, fonksiyonel ozelliklerinin ise daha gelismis oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle, kombine islem sonucu elde edilen protein Oziitiiniin
farkli gida formiilasyonlarinda emiilsifiye edici olarak kullanilabilecegi ifade

edilmisgtir.

Sonug olarak, alkalaz ve ultrases ile kombine &ziitleme isleminde oldugu gibi
farkli yontemlerin bir arada kullanildigi kombine teknikler gerek miisteri
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taleplerini gerekse sanayi ig¢in uzun vadede siirdiiriilebilir iiretim kosullarini
saglayabilme potansiyeline sahiptir (Goula vd., 2018).
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Sekil 4.15. Alkalaz ve ultrases ile kombine Oziitleme islemine ait bagimsiz
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4.3.4.1. Enzim ile ultrases kombine oziitlemeye ait islem Kkosullarinin
optimizasyonu

Enzim (alkalaz) ile ultrases kombine Oziitleme islemi i¢in yapilan optimizasyon
calismasina gore optimum enzim orant (A) %0,62, ultrases giicii (B) 836 W, islem
sicaklig (C) 43 °C ve islem siiresi (D) 98 dk. olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14).
Optimum kosullarda programin tahmini degerleri protein verimi (%) ic¢in 88,8,
TFM (mg GAE/Q) degeri i¢in 5,59, TEAK (DPPH) (umol TE/g) degeri i¢in 2,83
ve TEAK (ABTS) (pmol TE/g) degeri igin 42,4 olarak bulunmustur. Optimum
islem kosulu i¢in gilivenilirlik degeri ise 0,922 olarak tespit edilmistir. Optimum
kosullarda gergeklestirilen dort farkl tiretim ile protein verimi %87,5, TFM 5,36
mg GAE/g, TEAK (DPPH) 3,30 umol TE/g ve TEAK (ABTS) degeri ise 39,3
pmol TE/g olarak ol¢iilmiistiir. Dogrulama calismas: icin deneysel veriler ile
programin tahmini degerleri ayr1 ayri kiyaslanmis, veriler arasinda istatistiki
acidan farklilik olmadigi gériilmistiir (P>0,05).

Cizelge 4.14. Alkalaz ve ultrases ile kombine oziitlemede en yiiksek protein
verimi, TFM ve TEAK (DPPH ve ABTS) degerleri i¢in optimum
islem kosullari

Alkalaz ve Ultrases Kombine Islem Parametreleri
Enzim Ultrases Sicaklik Islem Giivenilirlik Program Deneysel
orant giicii siiresi Parametre ciktisi sonug
90,62 836 W 43°C 98 dk. 0,922 Protein verimi 88,8 87,9 +3,04
TFM 5,59 5,46 +0,15
TEAK (DPPH) 2,83 3,10+ 0,02
TEAK (ABTS) 42,4 39,9+1,12

4.4. Optimum Islem Kosullarinda Uretilen Oziitlere Uygulanan
Analizler

Alkalaz ve viskozim L ile enzimatik, ultrases destekli ve enzim ile ultrases
kombine 6ziitleme islemlerinden elde edilen veriler kullanilarak CCD ile
optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Her bir islem icin belirlenen optimum
kosullarda yeniden oziitleme islemleri gergeklestirilmis, elde edilen Oziitlere ve
alkali yontem ile tretilen dziite ait protein fraksiyonlart SDS-PAGE analizi ile;
kepeklere ait hiicresel yapilar ise SEM analizi ile belirlenmistir.
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4.4.1. SDS-PAGE ile Protein Fraksiyonu

Her bir 6ziitleme yonteminin optimum islem kosullarinda iiretilen oziitlerin, iki

farkli sekilde —natiirel (denatiire edilmemis) ve denatiire (denatiire edilmis)—

protein fraksiyonlar1 belirlenmistir. Kiyaslama amaciyla, alkali yontemle elde
edilen 6ziit de denatiire formda analiz edilmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Optimum islem kosullarinda tiretilen oziitlerin protein fraksiyonlari

Sekil 4.17°de goriildiigii iizere elde edilen oziitlerde temel olarak 7 adet bant
gbzlenmektedir. En belirgin bantlar 22 — 30 kDa ve 18 — 22 kDa araliklarinda
gozlenmekte olup, bu bantlarin denatiire edilmis 6ziitlerden viskozim, ultrases ve
alkalide; denatiire edilmemis oziitlerden ise viskozim ve ultraseste yer aldiklari
goriilmektedir. Akbar vd. (2012) de susam ile yaptiklar1 ¢alismada benzer aralikta
bantlar gozlemlemistir. Calisilan araliktaki en diisiik protein agirligina sahip olan 9
kDa agirligindaki proteinlerin ise tiim oziitlerde bulundugu goriilmektedir. Bu
durum, oziitlerde daha kii¢ciik molekill agirligina sahip fraksiyonlarin varligina
isaret edebilir.

Viskozim ve alkali o6ziitlerde yer alan 14 kDa agirhigindaki bantlarin, ultrases
destekli oziitlerdekine kiyasla bir miktar daha belirgin oldugu da goriilmektedir.
Ayrica 30 — 41 kDa, 41 — 53 kDa ve 53 — 70 kDa araliginda da bantlar
gozlenmekte olup, bir proteaz enzim olan alkalazin dahil oldugu tiim islemlerde
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(denatiire ve native alkalaz; denatiire ve native kombine) ise 9 kDa’un iizerinde
herhangi bir bant gézlenmemistir. Buradan hareketle alkalazin 6ziitleme islemleri
esnasinda, mevcut proteinleri peptid ve amino asit gibi diisiik molekiil agirlikli alt
tinitelere pargaladigi yorumu yapilabilir (Jodayree vd., 2012). Besinsel kalitenin
yiiksek olmasi i¢in diisiik molekiil agirlikli peptidlerin fazla, serbest amino asit
miktariin ise olabildigince az olmasi gerektigi bildirilmektedir (Bhaskar vd.,
2008). Bu nedenle, alkalaz ve kombine islem uygulamasi ile elde edilen o6ziitlerde
9 kDa’dan diisiik proteinlerin fraksiyonlar1 da incelenerek potansiyel biyoaktif
peptidlerin varlig1 arastirilabilir.

Denatiire edilmis ve edilmemis oziitlerin sahip oldugu protein profili arasinda
belirgin bir fark gozlenmemistir. Ly vd. (2018) de yag1 alinmis piring kepeginden
ultrases destekli protein Oziitlemesi sonucu elde edilen Oziitlere ait protein
fraksiyonlarmin, alkali yontem ile elde edilenle benzer oldugunu bildirmislerdir.
Denatiirasyon isleminin daha yiiksek sicaklik ve/veya siirede yapilmasi ile
denatiire 6rneklerde daha diisiik molekiil agirligina sahip bantlarm gdriinmesi
saglanabilir.

Literatlirde susam proteinlerinin yaklasik %25’ini teskil eden 7 kDa agirlhiginda 2S
albumin ve 45 kDa agirliginda 7S globulinlerin varligi rapor edilmistir (Beyer vd.,
2002). Leduc vd. (2006) ise 11S globulinlerin susam tohumundaki proteinlerin
%60 — 70’ini olusturdugunu, izoformlarinin ise 30 — 40 kDa agirliginda asidik ve
20 — 25 kDa agirliginda alkali alt birimlerden olustugunu bildirmistir. Diger bir
protein fraksiyonu olan 2S albuminlerin ise toplam proteinin %15 — 25’ini teskil
eden 4 ve 9 kDa agirliginda iki alt {initeden olustugunu bildirmislerdir. Bu
sonuclar dogrultusunda, Sekil 4.17 incelendiginde 6zellikle alkalazin dahil oldugu
oziitleme islemleri ile elde edilen protein oziitlerinde 2S albuminlerin varlig ile
diger tiim protein fraksiyonlari, western blot gibi ileri teknikler kullanilarak aciga

c¢ikarilabilir.

4.4.2. SEM ile Hiicresel Yapinin Goriintiilenmesi

Optimum kosullarda gerceklestirilen 6ziitleme islemlerinin ardindan, 6ziitleme
sonrasi agiga ¢ikan kepeklerin hiicresel yapilarinin incelenmesi amaciyla SEM ile
goriintiileme analizi yapilmistir. Goriintiiler, 1000x biiyiitme orani ile elde edilmis
olup sirasiyla ‘(a) islem gérmemis susam kepegi’, ‘(b) alkali 6ziitleme sonrasi
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kepek’, ‘(c) viskozim L ile oziitleme sonrasi kepek’, ‘(d) alkalaz ile oziitleme
sonras1 kepek’, ‘(e) ultrases ile 6ziitleme sonrasi kepek’ ve ‘(f) kombine islem ile
Oziitleme sonrasi kepek' olacak sekilde Sekil 4.18’de verilmistir.

Oziitleme islemi uygulanmayan susam kepeginin (Sekil 4.19 (a)) sik1 bir hiicresel
yaptya sahip oldugu gézlenmektedir. Oziitleme islemi uygulanan kepeklerde ise
hiicresel yapilarda yer yer bozulmalar goriilmekte olup, enzim ve ultrases
islemlerinin hiicre duvarlarinin degradasyonuna neden oldugu yorumu yapilabilir
(Kaya vd., 2008). Sekiller incelendiginde, en fazla hiicresel deformasyonun enzim
ve ultrases ile kombine 6ziitleme islemine ait kepekte (Sekil 4.19 (f)) gegeklestigi
goriilmektedir. Oziitleme islemine tabi tutulan kepekler arasinda en az hiicresel
bozulma ise, alkali yontem ile elde edilen kepekte (Sekil 4.19 (b)) gozlenmistir.
Soya fasulyesinden yag oziitlenmesinde ultrases isleminin etkisini ele alan bir
calismada, islem siiresinin artis1 ile birlikte hammaddenin yiizey morfolojisinde
hiicresel bozulmaya isaret eden gozenekli yapilarda artig goriildiigii bildirilmistir
(Li vd., 2004). Ayrica, enzim ve ultrases uygulamalarimin hiicre duvarina
verdikleri hasardan dolay1 ¢oziiciiniin materyalin i¢ kisimlarina niifus ederek hedef
analitin daha etkin bir sekilde 6ziitlenmesini sagladigi ifade edilmektedir (Zhang
vd., 2009). Misirdan flavonoid 6ziitlenmesinde farkli tekniklerin etkilerini
inceleyen bir ¢aligmada ultrases isleminin mikrodalgaya kiyasla bitkisel hiicre
yapisin1 daha fazla tahrip ederek hiicre yiizeyinde ¢ok sayida ¢ukurlu yapilarin
olusumunu sagladigi rapor edilmistir (Biesaga, 2011). Boylelikle, hiicre
igerisindeki bilesenlerin kavitasyon etkileri araciligiyla ¢oziiciiniin bulundugu
ortama hizla salindigi ve bu durumun flavonoid degradasyonunu artirabilecegi
bildirilmistir. Bu nedenle, Oziitleme islemlerinde Oziitlenecek hedef bilesenin
kaybini en az seviyede tutacak optimum islem parametrelerinin belirlenmesi de

Onem arz etmektedir.

Sonug olarak, uygulanan 6ziitleme islemlerinin susam kepegi iizerindeki hiicresel
boyuttaki etkileri, daha once elde edilen 6ziitleme verimi sonuglarini destekler
niteliktedir.
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Sekil 4.18. Optimum o6ziitleme islemleri sonrasi kepeklere ait SEM gériintiileri
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5. SONUC

Tez ¢aligmasi sonucunda susam kepeginden enzimatik ve ultrases destekli protein
Oziitleme islemleri i¢in optimum islem parametreleri belirlenmistir. Kombine

enzim ve ultrases isleminin etkisi de ayrica degerlendirilmistir.

Protein oziitlemede kontrol yontemi olarak kullanilan alkali yonteme kiyasla,
uygulanan o6ziitleme yontemlerinin protein verimini Onemli Olciide artirdigi
goriilmiigtiir. En yiiksek protein verimi ise kombine uygulama sonucunda elde
edilmistir. Oziitlerin, proteinin yam sira fenolik madde igerigi ve antioksidan
kapasite ozellikleri de degerlendirilmistir.

Protein Oziitleme c¢aligmalarinda viskozim L ve alkalaz ile enzimatik, ultrases
destekli ve kombine (alkalaz ve ultrases ile) uygulamalar gergeklestirilmis;
islemlerde kullanilan parametrelerin etkileri ise yanit yilizey yontemi kullanilarak
merkezi tiimlesik dizayn ile degerlendirilmistir. Caligmalarda, kullanilan 6ziitleme
yontemine bagl olarak enzim orani, ultrases giicli, pH degeri, islem sicaklig1 ve

islem siiresi, bagimsiz degiskenler olarak ele alinmistir.

Uygulamalar sonucu en yiiksek protein verimi, fenolik madde igerigi ve
antioksidan kapasite degerlerinin hedef alindigi optimizasyon caligsmalari ile
optimum iglem kosullar1 viskozim L ile 6ziitleme islemi igin %0,58 enzim orani,
6,0 pH, 51 °C islem sicakligi, 117 dk. islem siiresi; alkalaz igin %0,52 enzim, 9,8
pH, 51 °C, 68 dk.; ultrases i¢in 630 W ultrases giicii, 54 °C, 86 dk.; alkalaz ve
ultrasesin bir arada kullanildig1 kombine islem i¢in ise %0,62 enzim, 836 W giig,
43 °C ve 98 dk. olarak belirlenmistir.

Alkali yontem ile elde edilen protein verimi %24,5 iken, dziitleme uygulamalari
sonucu ulagilan protein verimleri diisiikten yliksege sirasiyla viskozim L igin
%44.,8, ultrases i¢in %61,7, alkalaz icin %78,9 ve kombine islem igin %88,8
olarak belirlenmistir.

Her bir 6ziitleme yontemi igin belirlenen optimum kosullardan elde edilen 6ziitlere
SDS-PAGE ve SEM analizleri uygulanmistir. Proteinlerin fraksiyonlar1 ele
alindiginda denatiirasyon isleminin bir farklilik yaratmadigi gorilmistiir. Bir
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proteaz olan alkalazin dahil oldugu 6rneklerde ise 9 kDa’un {izerinde herhangi bir
bant gozlenmemistir. Ayn1 zamanda, 6ziitleme iglemleri sonucu a¢iga ¢ikan susam
kepeklerinin hiicresel boyutta yapilar1 incelenmistir. Uygulanan 06ziitleme
yontemine bagli olarak Oziitleme verimi arttikga kepekte de hiicresel
deformasyonlarin 6nemli derecede arttig1 gézlemlenmistir.

Sonug olarak, 6zellikle {ilkemizde kavrulmus susam ve tahin {iretim proseslerinden
yogun bir sekilde atik olarak ¢ikan susam kepeginin, bitkisel bir protein kaynagi
olarak degerlendirilebilecegi goriilmektedir. Yapilacak ileri calismalar ile farkli
oziitleme tekniklerinin etkileri ve elde edilecek proteinin karakterizasyonunun
belirlenmesi sonucu, bir gida atig1 olan susam kepeginin katma deger olusturan bir
iiriine doniistiiriilme potansiyeline sahip oldugu ifade edilebilir.



88

KAYNAKCA

Achouri, A., Nail, V., Boye, J.I. 2012. Sesame protein isolate: Fractionation,
secondary structure and functional properties. Food Research
International, 46(1), 360-369.

Achouri, A., Boye, J.I. 2013. Thermal processing, salt and high pressure treatment
effects on molecular structure and antigenicity of sesame protein isolate.
Food Research International, 53(1), 240-251.

Adler-Nissen, J. 1979. Determination of the degree of hydrolysis of food protein
hydrolysates by trinitrobenzenesulfonic acid. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 27(6), 1256-1262.

Agarwal, R.K., Bosco, S.J.D. 2014. Effect of extraction processes on
physiochemical properties and antioxidant activity of virgin coconut oil.
Journal of Plantation Crops (India).

Akbar, F., Yousaf, N. Rabbani, M.A., Shinwari, Z.K., Masood M.S. 2012. Study
of total seed proteins pattern of sesame (Sesamum indicum L.) landraces via
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).
Pakistan Journal of Botany, 44(6), 2009-2014.

Alupului, A., Calinescu, I., Lavric, V. 2009. Ultrasonic vs. microwave extraction
intensification of active principles from medicinal plants. In Proceedings of
the AIDIC Conference Series, Vol. 9, pp. 1-8, Italy.

Anilakumar, K.R., Pal A., Khanum, F., Bawa, A.S. 2010. Nutritional, medicinal
and industrial uses of sesame (Sesamum indicum L.) seeds-an overview.
Agriculturae Conspectus Scientificus, 75(4), 159-168.

AOAC (1988) Official Method of Analysis. 7th Edition, Association of Official
Analytical Chemists, Washington DC.

AOAC (1998) Official Method of Analysis. 15th Edition, Association of Official
Analytical Chemists, Washington DC.

Asghar, A., Majeed, M.N., Akhtar, M.N. 2014. A review on the utilization of
sesame as functional food. American Journal of Food and Nutrition,
4(1), 21-34.

Bandyopadhyay, K., Ghosh, S. 2002. Preparation and characterization of papain-
modified sesame (Sesamum indicum L.) protein isolates. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50:6854-6857.



89

Bandyopadhyay, K., Misra, G., Ghosh, S. 2008. Preparation and characterisation
of protein hydrolysates from Indian defatted rice bran meal. Journal of
Oleo Science, 57(1), 47-52.

Batu, A., Elyildim, F. 2009. Gelencksel helva iiretim teknolojisi. Gida
Teknolojileri Elektronik Dergisi, 4(3):32-43.

Beyer, K., Bardina, L., Grishina, G., Sampson, H.A. 2002. Identification of
sesame seed allergens by 2-dimensional proteomics and Edman sequencing:
seed storage proteins as common food allergens. Journal of Allergy and
Clinical Immunology, 110(1), 154-159.

Bhaskar, N., Benila, T., Radha, C., Lalitha, R.G. 2008. Optimization of enzymatic
hydrolysis of visceral waste proteins of Catla (Catla catla) for preparing
protein hydrolysate using a commercial protease. Bioresource Technology,
99(2), 335-343.

Biesaga, M. 2011. Influence of extraction methods on stability of flavonoids.
Journal of Chromatography A, 1218(18), 2505-2512.

Boye, J., Zare, F., Pletch, A. 2010. Pulse proteins: Processing, characterization,
functional properties and applications in food and feed. Food Research
International, 43:414-431.

Cano-Medina, A., Jimenez-Islas, H., Dendooven, L., Herrera, R.P., Gonzalez-
Alatorre, G., Escamilla-Silva, E.M. 2011. Emulsifying and foaming
capacity and emulsion and foam stability of sesame protein concentrates.
Food Research International, 44:684-692.

Cemeroglu, B. 2010. Gida Analizleri. Gida Teknolojisi Dernegi Yayilari, 2.
Baski, Ankara.

Charoensiddhi, S., Lorbeer, A.J., Lahnstein, J., Bulone, V., Franco, C.M., Zhang,
W. 2016. Enzyme-assisted extraction of carbohydrates from the brown alga
Ecklonia radiata: Effect of enzyme type, pH and buffer on sugar yield and
molecular weight profiles. Process Biochemistry, 51(10), 1503-1510.

Clemente, A. 2000. Enzymatic protein hydrolysates in human nutrition. Trends in
Food Science & Technology, 11(7), 254-262.

Dabbour, M., He, R., Ma, H., Musa, A. 2018. Optimization of ultrasound assisted
extraction of protein from sunflower meal and its physicochemical and
functional properties. Journal of Food Process Engineering, e12799.

Dai, J.,, Mumper, R.J. 2010. Plant phenolics: extraction, analysis and their
antioxidant and anticancer properties. Molecules, 15(10), 7313-7352.

Dando, W.A. 2012. Food and famine in the 21st Century (2 volumes). ABC-
CLIO, United States.



90

Davies, R. 1959. Observations on the use of ultrasound waves for the disruption of
micro-organisms. Biochimica et Biophysica Acta, 33(2), 481-493.

Demirhan, E., Kilig Apar, D., Ozbek, B. 2011. A Kinetic study on sesame cake
protein hydrolysis by alcalase. Journal of Food Science, 76(1):64-67.

Elleuch, M., Besbes, S., Roiseux, O., Blecker, C., Attia, H. 2007. Quality
characteristics of sesame seeds and by-products. Food Chemistry, 103:641-
650.

Erickson, D.R. (2015). Practical handbook of soybean processing and utilization.
Elsevier, United States.

Escamilla-Silva, E.M., Guzman-Maldonado, S.H., Cano-Medinal, A., Gonzalez-
Alatorre, G. 2003. Simplified process for the production of sesame protein
concentrate.  Differential scanning calorimetry and nutritional,
physicochemical and functional properties. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 83:972-979.

Evlogimenou, A., Paraskevopoulou, A., Kiosseoglou, V. 2017. Exploitation of
hazelnut, maize germ and sesame seed aqueous extraction residues in the
stabilisation of sesame seed paste (tahini). Journal of the Science of Food
and Agriculture, 97(1), 215-221.

Fabian, C., Ju, Y.H. 2011. A review on rice bran protein: Its properties and
extraction methods. Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
51(9), 816-827.

FAOSTAT. 2017. Production quantities of Sesame seed by country. Kaynak:
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC, (Erisim Tarihi: 09.08.2017)

Farran, M.T., Uwayjan, M.G., Miski, A.M.A., Akhdar, N.M., Ashkarian, V.M.
2000. Performance of broilers and layers fed graded levels of sesame hull.
The Journal of Applied Poultry Research, 9:453-459.

Floegel, A., Kim, D.O., Chung, S.J., Koo, S.I., Chun, O.K. 2011. Comparison of
ABTS/DPPH assays to measure antioxidant capacity in popular antioxidant-
rich US foods. Journal of Food Composition and Analysis, 24(7), 1043-
1048.

Fremont, S., Zitouni, N., Kanny, G., Veneri, V., Metche, M., Moneret-Vautrin,
D.A., Nicolas, J.P. 2002. Allergenicity of some isoforms of white sesame
proteins. Clinical & Experimental Allergy, 32(8), 1211-1215.



91

Gandhi, A.P., Srivastava, J. 2007. Studies on the Production of Protein Isolates
From Defatted Sesame Seed (Sesamum indicum) Flour and Their
Nutritional Profile. ASEAN Food Journal, 14(3):175-180.

Gama, R., Van Dyk, J.S., Pletschke, B.l. 2015. Optimisation of enzymatic
hydrolysis of apple pomace for production of biofuel and biorefinery
chemicals using commercial enzymes. 3 Biotech, 5(6), 1075-1087.

Gao, Q., Smith, J.C., Tsopmo, A. 2014. Optimized Protamex digested oat bran
proteins: antioxidant properties and identification of new peptides. Austin
Journal of Nutrition and Food Sciences, 2, 1053.

Ghaly, A.E., Alkoaik, F.N. 2010. Extraction of protein from common plant leaves
for use as human food. American Journal of Applied Sciences, 7(3): 331-
342.

Goula, A.M., Papatheodorou, A., Karasavva, S., Kaderides, K. 2018. Ultrasound-
assisted aqueous enzymatic extraction of oil from pomegranate
seeds. Waste and Biomass Valorization, 9(1), 1-11.

Grajeda-lglesias, C., Salas, E., Barouh, N., Barea, B., Panya, A., Figueroa-
Espinoza, M.C. 2016. Antioxidant activity of protocatechuates evaluated by
DPPH, ORAC, and CAT methods. Food Chemistry, 194:749-757.

Guan, X., Yao, H. 2008. Optimization of Viscozyme L-assisted extraction of oat
bran protein using response surface methodology. Food Chemistry, 106:
345-351.

Hanmoungjai, P.Y.L.E., Pyle, D.L., Niranjan, K. 2001. Enzymatic process for
extracting oil and protein from rice bran. Journal of the American Oil
Chemists' Society, 78(8), 817-821.

Hourigan, J.A., Chesterman, C.F. 1997. Application of carbohydrases in extracting
protein from rice bran. Journal of the Science of Food and Agriculture,
74(2), 141-146.

Igbal, S., Bhanger, M.I., Anwar, F. 2005. Antioxidant properties and components
of some commercially available varieties of rice bran in Pakistan. Food
Chemistry, 93(2), 265-272.

Jain, S., Anal, A.K. 2016. Optimization of extraction of functional protein
hydrolysates from chicken egg shell membrane (ESM) by ultrasonic
assisted extraction (UAE) and enzymatic hydrolysis. LWT-Food Science
and Technology, 69, 295-302.

Jambrak, A.R., Lelas, V., Mason, T.J., Kresic, G., Badanjak, M. 2009. Physical
properties of ultrasound treated soy proteins. Journal of Food
Engineering, 93:386-393.



92

Jenkins, D.J., Kendall, C.W., Garsetti, M., Rosenberg-Zand, R.S., Jackson, C.J.,
Agarwal, S., Vuksan, V. 2000. Effect of soy protein foods on low-density
lipoprotein oxidation and ex vivo sex hormone receptor activity—a
controlled crossover trial. Metabolism-Clinical and Experimental, 49(4),
537-543.

Jeong, S.M., Kim, S.Y., Kim, D.R., Nam, K.C., Ahn, D.U., Lee, S.C. 2004. Effect
of seed roasting conditions on the antioxidant activity of defatted sesame
meal extracts. Journal of Food Science, 69(5), C377-C381.

Jiamyangyuen, S., Srijesdaruk, V., Harper, W. J. 2005. Extraction of rice bran
protein concentrate and its application in bread. Extraction, 27(1), 56.

Jiang, L., Hua, D., Wang, Z., Xu, S. 2010. Aqueous enzymatic extraction of
peanut oil and protein hydrolysates. Food and Bioproducts Processing,
88:233-238.

Jiao, J., Li, 2.G,, Gai, Q.Y., Li, XJ.,, Wei, F.Y,, Fu, Y.J., Ma, W. 2014.
Microwave-assisted aqueous enzymatic extraction of oil from pumpkin
seeds and evaluation of its physicochemical properties, fatty acid
compositions and antioxidant activities. Food Chemistry, 147, 17-24.

Jodayree, S., Smith, J.C., Tsopmo, A. 2012. Use of carbohydrase to enhance
protein extraction efficiency and antioxidative properties of oat bran protein
hydrolysates. Food Research International, 46(1), 69-75.

Johnson, L.A., Suleiman, T.M., Lusas, E.W. 1979. Sesame protein; a review and
prospectus. Journal of the American Oil Chemists' Society, 56:463-468.

Kanu, P.J., Kanu, J.B., Sandy, E.H., Kandeh, J.B.A., Mornya, P.M.P., Huiming, Z.
2009. Optimization of enzymatic hydrolysis of defatted sesame flour by
different proteases and their effect on the functional properties of the
resulting protein hydrolysate. American Journal of Food Technology,
4(6):226-240.

Kanu, P.J., Kerui, Z.,, Ming, Z.H., Haifeng, Q., Kanu, J.B., Kexue, Z. 2007.
Sesame Protein 11: Functional properties of sesame (Sesamum indicum L.)
protein isolate as influenced by pH, temperature, time and ratio of flour to
water during its production. Asian Journal of Biochemistry, 2(5), 289-301.

Karatas, G. 2015. Effects of pre-treatments on quality characteristics and oil yields
of sesame seeds. Istanbul Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii.
Yiiksek Lisans Tezi.



93

Kaya, I., Yigit, N., Benli, M. 2008. Antimicrobial activity of various extracts of
Ocimum basilicum L. and observation of the inhibition effect on bacterial
cells by use of scanning electron microscopy. African Journal of
Traditional, Complementary and Alternative Medicines, 5(4), 363-369.

Kenari, R., Mohsenzadeh, F., Amiri, Z.R. 2014. Antioxidant activity and total
phenolic compounds of Dezful sesame cake extracts obtained by classical
and ultrasound-assisted extraction methods. Food Science & Nutrition,
2(4), 426-435.

Khan, S.H., Butt, M.S., Sharif, M.K., Sameen, A., Mumtaz, S., Sultan, M.T. 2011.
Functional properties of protein isolates extracted from stabilized rice bran
by microwave, dry heat, and parboiling. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 59(6), 2416-2420.

Kim, H.Y., Kim, K. 2003. Protein glycation inhibitory and antioxidative activities
of some plant extracts in vitro. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 51(6), 1586-1591.

Kim, K., Tsao, R., Yang, R., Cui, S.W. 2006. Phenolic acid profiles and
antioxidant activities of wheat bran extracts and the effect of hydrolysis
conditions. Food Chemistry, 95:466-473.

Klompong, V, Benjakul, S, Kantachote, D, Shahidi, F. 2007. Antioxidative
activity and functional properties of protein hydrolysate of yellow stripe
trevally (Selaroides leptolepis) as influenced by the degree of hydrolysis and
enzyme type. Food Chemistry, 102:1317-1327.

Kogyigit, A., Giiler, E.M., Dikilitag, M. 2018. Role of Antioxidant Phytochemicals
in Prevention, Formation and Treatment of Cancer. In: Reactive Oxygen
Species (ROS) in Living Cells (Cristiana, F. and Elena, A., Eds.), Intech
Open, pp.21-45, United Kingdom.

Krajcovicova-Kudlackova, M., Babinska, K., Valachovicova, M. 2005. Health
benefits and risks of plant proteins. Bratislavske Lekarske Listy, 106(6/7),
231.

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature, 227(5259), 680.

Latif, S., Anwar, F. 2011. Aqueous enzymatic sesame oil and protein
extraction. Food Chemistry, 125(2), 679-684.

Leduc, V., Moneret-Vautrin, D.A., Tzen, J.T.C., Morisset, M., Guerin, L., Kanny,
G. 2006. ldentification of oleosins as major allergens in sesame seed
allergic patients. Allergy, 61(3), 349-356.

Lee, S.C., Jeong, S.M., Kim, S.Y., Nam, K.C., Ahn, D.U. 2005. Effect of far-
infrared irradiation on the antioxidant activity of defatted sesame meal
extracts. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(5), 1495-1498.



94

Li, H., Pordesimo, L., Weiss, J. 2004. High intensity ultrasound-assisted extraction
of oil from soybeans. Food Research International, 37(7), 731-738.

Liu, B.L., Chiang, P.S. 2008. Production of hydrolysate with antioxidative activity
and functional properties by enzymatic hydrolysis of defatted sesame
(Sesamum indicum L.). International Journal of Applied Science and
Engineering, 6(2), 73-83.

Liu, J., Guan, X., Zhu, D., Sun, J. 2008. Optimization of the enzymatic
pretreatment in oat bran protein extraction by particle swarm optimization
algorithms for response surface modeling. LWT-Food Science and
Technology, 41(10), 1913-1918.

Lokumcu, F. 2000. Tahinin reolojik karakterizasyonu. Istanbul Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii. Yiiksek Lisans Tezi.

Ly, H.L., Tran, T.M.C., Tran, T.T.T., Ton, N.M.N., Le, V.V.M. 2018. Application
of ultrasound to protein extraction from defatted rice bran. International
Food Research Journal, 25(2).

Ma, M., Ren, Y., Xie, W., Zhou, D., Tang, S., Kuang, M., Du, S.K. 2018.
Physicochemical and functional properties of protein isolate obtained from
cottonseed meal. Food Chemistry, 240, 856-862.

MacDonald-Wicks, L.K., Wood, L.G., Garg, M.L. 2006. Methodology for the
determination of biological antioxidant capacity in vitro: a review. Journal
of the Science of Food and Agriculture, 86(13), 2046-2056.

Madej, K. 2009. Microwave-assisted and cloud-point extraction in determination
of drugs and other bioactive compounds. Trends in Analytical Chemistry,
28(4), 436-446.

Mason, T.J., Paniwnyk, L., Lorimer, J.P. 1996. The uses of ultrasound in food
technology. Ultrasonics Sonochemistry, 3(3), S253-S260.

Minh, N.P. 2015. Alcalase and protamex hydrolysis of bioactive peptides from
soybean. Bulletin of Environment, Pharmacology and Life Sciences,
4(7), 132-143.

Moulton, K.J., Wang, L.C. 1982. A pilot-plant study of continuous ultrasonic
extraction of soybean protein. Journal of Food Science, 47(4), 1127-1129.

Moure, A., Sineiro, J., Dominguez, H., Parajo, J.C. 2006. Functionality of oilseed
protein products: a review. Food Research International, 39(9), 945-963.

Mukhopadhyay, N., Ray, A.K. 1999. Effect of fermentation on the nutritive value
of sesame seed meal in the diets for rohu, Labeo rohita (Hamilton),
fingerlings. Aquaculture Nutrition, 5(4), 229-236.



95

Namiki, M. 1995. The chemistry and physiological functions of sesame. Food
Review International, 11:281-329.

Namiki, M. 2007. Nutraceutical functions of sesame: a review. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, 47:651-673.

Nehete, J.Y., Bhambar, R.S., Narkhede, M.R., Gawali, S.R. 2013. Natural
proteins:  Sources, isolation, characterization and  applications.
Pharmacognosy Reviews, 7(14):107-116.

Nguyen, H.Q., Dao, D.T.A. 2017. Release bioactive peptides from soybean by
optimization the enzymatic hydrolysis by alcalase and protamex using
response surface methodology. Vietnam Journal of Science and
Technology, 55(2), 137.

Noort, M.W., van Haaster, D., Hemery, Y., Schols, H.A., Hamer, R.J. 2010. The
effect of particle size of wheat bran fractions on bread quality—Evidence for
fibre—protein interactions. Journal of Cereal Science, 52(1), 59-64.

Ohshima, T., Sato, M., Saito, M. 1995. Selective release of intracellular protein
using pulsed electric field. Journal of Electrostatics, 35(1), 103-112.

Papadakis, E.N., Vryzas, Z., Papadopoulou-Mourkidou, E. 2006. Rapid method
for the determination of 16 organochlorine pesticides in sesame seeds by
microwave-assisted extraction and analysis of extracts by gas
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography A,
1127(1-2), 6-11.

Perez-Gago, M.B., Krochta, J.M. 2001. Denaturation time and temperature effects
on solubility, tensile properties, and oxygen permeability of whey protein
edible films. Journal of Food Science, 66(5), 705-710.

Phongthai, S., Homthawornchoo, W., Rawdkuen, S. 2016. Preparation, properties
and application of rice bran protein: A review. International Food
Research Journal, 24(1), 25.

Pimentel, D., Dritschilo, W., Krummel, J., Kutzman, J. 1975. Energy and land
constraints in food protein production. Science, 190(4216), 754-761.

Poveda, T., Vilcacundo, R., Carpio, C., Carrillo, W. 2016. Analysis of sesame
proteins isolate (Sesamum indicum L.) with water and salt treatment. Asian
Journal of Pharmaceutical and Clinical Research, 9(3):404-407.

Proestos, C., Komaitis, M. 2006. Ultrasonically assisted extraction of phenolic
compounds from aromatic plants: comparison with conventional extraction
technics. Journal of Food Quality, 29(5), 567-582.



96

Reyes, L.H., Mar, J.L.G., Rahman, G.M., Seybert, B., Fahrenholz, T., Kingston,
H.S. 2009. Simultaneous determination of arsenic and selenium species in
fish tissues using microwave-assisted enzymatic extraction and ion
chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry. Talanta,
78(3), 983-990.

Ribeiro, B.D., Barreto, D.W., Coelho, M.A.Z. 2013. Enzyme-enhanced extraction
of phenolic compounds and proteins from flaxseed meal. ISRN
Biotechnology, 2013, 1-6.

Rodsamran, P., Sothornvit, R. 2018. Physicochemical and functional properties of
protein concentrate from by-product of coconut processing. Food
Chemistry, 241, 364-371.

Romero-Baranzini, A.L., Yanez-Farias, G.A. and Barron-Hoyos, J.M. 1995. A
high protein product from chickpeas (Cicer arietinum L.) by ultrafiltration,
preparation and functional properties. Journal of Food Processing and
Preservation, 19:319-329.

Rosell6-Soto, E., Barba, F.J., Parniakov, O., Galanakis, C.M., Lebovka, N., Grimi,
N., Vorobiev, E. 2015. High voltage electrical discharges, pulsed electric
field, and ultrasound assisted extraction of protein and phenolic compounds
from olive kernel. Food and Bioprocess Technology, 8(4), 885-894.

Rosset, M., Prudencio, S.H., Beléia, A.D.P. 2012. Viscozyme L action on soy
slurry affects carbohydrates and antioxidant properties of silken tofu. Food
Science and Technology International, 18(6), 531-538.

Sari, Y.W., Mulder, W.J., Sanders, J.P., Bruins, M.E. 2015. Towards plant protein
refinery: review on protein extraction using alkali and potential enzymatic
assistance. Biotechnology Journal, 10(8), 1138-1157.

Sarkis, J.R., Michel, 1., Tessaro, I.C., Marczak, L.D.F. 2014. Optimization of
phenolics extraction from sesame seed cake. Separation and Purification
Technology, 122:506-514.

Sarkis, J.R., Boussetta, N., Blouet, C., Tessaro, I.C., Marczak, L.D.F., VVorobiev,
E. 2015. Effect of pulsed electric fields and high voltage electrical
discharges on polyphenol and protein extraction from sesame cake.
Innovative Food Science & Emerging Technologies, 29, 170-177.

See, S.F., Hoo, L.L., Babji, A.S. 2011. Optimization of enzymatic hydrolysis of
Salmon (Salmo salar) skin by Alcalase. International Food Research
Journal, 18(4), 1359-1365.



97

Sharma, A, Khare, S.K., Gupta, M.N. 2002. Enzyme-assisted aqueous extraction
of peanut oil. Journal of the American Oil Chemists' Society, 79(3):215-
218.

Sharma, L., Singh, C., Sharma, H.K. 2016. Assessment of functionality of sesame
meal and sesame protein isolate from Indian cultivar. Food Measure,
10:520-526.

Sharma, L., Singh, C. 2016. Sesame protein edible films: Development and
characterization. Food Hydrocolloids, 61:139-147.

Sharma, P.C., Tilakratne, B.M.K.S., Gupta, A. 2010. Utilization of wild apricot
kernel press cake for extraction of protein isolate. Journal of Food Science
and Technology, 47(6), 682-685.

Shen, L., Wang, X., Wang, Z., Wu, Y., Chen, J. 2008. Studies on tea protein
extraction using alkaline and enzyme methods. Food Chemistry, 107(2),
929-938.

Shen, L., Wang, X., Wang, Z., Wu, Y., Chen, J. 2008. Studies on tea protein
extraction using alkaline and enzyme methods. Food Chemistry, 107(2),
929-938.

Sikiri¢, M., Brajenovi¢, N., Pavlovi¢, 1., Havranek, J.L., Plavljani¢, N. 2003.
Determination of metals in cow’s milk by flame atomic absorption
spectrophotometry. Czech Journal of Animal Science, 48(11), 481-486.

Silva, E.M., Rogez, H., Larondelle, Y. 2007. Optimization of extraction of
phenolics from Inga edulis leaves using response surface methodology.
Separation and Purification Technology, 55(3), 381-387.

Singharaj, S., Onsaard, E. 2015. Production and characteristics of sesame proteins.
Journal of Food Science and Agricultural Technology, 1(1):188-192.

Sahin, G. 2014. Sesame as an important oil plant with decreasing production.
Insan ve Toplum Bilimleri Arastirmalar1 Dergisi; Cilt 3, Say1 2, 404-
433.

Tang, S., Hettiarachchy, N.S., Shellnammer, T.H. 2002. Protein extraction from
heat-stabilized defatted rice bran. 1. Physical processing and enzyme
treatments. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50(25), 7444-
7448.

Torre, P., Aliakbarian, B., Rivas, B., Dominguez, J.M., Converti, A. 2008. Release
of ferulic acid from corn cobs by alkaline hydrolysis. Biochemical
Engineering Journal, 40(3), 500-506.



98

Vilkhu, K., Mawson, R., Simons, L., Bates, D. 2008. Applications and
opportunities for ultrasound assisted extraction in the food industry—A
review. Innovative Food Science & Emerging Technologies, 9(2), 161-
169.

Vioque, J., Sanchez-Vioque, R., Clemente, A., Pedroche, J., Millan, F. 2000.
Partially hydrolyzed rapeseed protein isolates with improved functional
properties. Journal of the American Oil Chemists' Society, 77(4), 447-
450.

Wang, J., Sun, B., Liu, Y., Zhang, H. 2014. Optimisation of ultrasound-assisted
enzymatic extraction of arabinoxylan from wheat bran. Food Chemistry,
150, 482-488.

Wang, L., Weller, C.L. 2006. Recent advances in extraction of nutraceuticals from
plants. Trends in Food Science & Technology, 17(6), 300-312.

Wang, S., Chen, F., Wu, J., Wang, Z., Liao, X., Hu, X. 2007. Optimization of
pectin extraction assisted by microwave from apple pomace using response
surface methodology. Journal of Food Engineering, 78(2), 693-700.

Wang, W., Vignani, R., Scali, M., Cresti, M. 2006. A universal and rapid protocol
for protein extraction from recalcitrant plant tissues for proteomic analysis.
Electrophoresis, 27(13), 2782-2786.

Wani, AA., Kaur, D., Ahmed, I., Sogi, D.S. 2008. Extraction optimization of
watermelon seed protein using response surface methodology. LWT-Food
Science and Technology, 41(8), 1514-1520.

Warra, A.A. 2011. Sesame (Sesamum indicum L.) seed oil methods of extraction
and its prospects in cosmetic industry: a review. Bayero Journal of Pure
and Applied Sciences, 4(2):164-168.

Wei, W., Qi, X., Wang, L., Zhang, Y., Hua, W, Li, D., Lv, H., Zhang, X. 2011.
Characterization of the sesame (Sesamum indicum L.) global transcriptome
using Illumina paired-end sequencing and development of EST-SSR
markers. BMC Genomics, 12:451.

Wu, H., Zhu, J., Diao, W., Wang, C. 2014. Ultrasound-assisted enzymatic
extraction and antioxidant activity of polysaccharides from pumpkin
(Cucurbita moschata). Carbohydrate Polymers, 113, 314-324.

Xiao, W., Han, L., Shi, B. 2008. Microwave-assisted extraction of flavonoids from
Radix Astragali. Separation and Purification Technology, 62(3), 614-618.

Yavuz, M., Ozcelik, B. 2016. Bitkisel protein izolatlarinin fonksiyonel dzellikleri.
Academic Food Journal, 14(4), 424-430.



99

Yazicioglu, T. 1953. Tahin helvasinin yapilis1 ve terkibi. Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Yilhig, 1(2):109-116.

Yilmaz, F.M. 2017. Vakumlu emdirim tekniginin tiiketime hazir taze elmanin
dogal renk maddesi ve bazi katki maddeleri ile zenginlestirilmesi amaciyla
kullanilmasi. Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi
(Basilmamus), Izmir.

Yilmaz, F.M., Bilek, S.E. 2018. Ultrasound-assisted vacuum impregnation on the
fortification of fresh-cut apple with calcium and black carrot phenolics.
Ultrasonics Sonochemistry, 48, 509-516.

Yolmeh, M., Najafi, M.B.H., Farhoosh, R. 2014. Optimisation of ultrasound-
assisted extraction of natural pigment from annatto seeds by response
surface methodology (RSM). Food Chemistry, 155, 319-324.

Yoshida, H., Takagi, S. 1997. Effects of seed roasting temperature and time on the
quality characteristics of sesame (Sesamum indicum) oil. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 75:19-26.

Young, V.R., Pellett, P.L. 1994. Plant proteins in relation to human protein and
amino acid nutrition. The American Journal of Clinical Nutrition, 59(5),
1203-1212.

Yuan, X., Gu, X., Tang, J. 2008. Optimization of the production of Momordica
charantia L. var. abbreviata Ser. protein hydrolysates with hypoglycemic
effect using Alcalase. Food Chemistry, 111(2), 340-344.

Zhang, S.B., Wang, Z., Xu, S.Y. 2007. Optimization of the aqueous enzymatic
extraction of rapeseed oil and protein hydrolysates. Journal of the
American Oil Chemists' Society, 84(1), 97-105.

Zhang, H.F., Yang, X.H., Zhao, L.D., Wang, Y. 2009. Ultrasonic-assisted
extraction of epimedin C from fresh leaves of Epimedium and extraction
mechanism. Innovative Food Science & Emerging Technologies, 10(1),
54-60.

Zhou, S., Liu, X., Guo, Y., Wang, Q., Peng, D., Cao, L. 2010. Comparison of the
immunological activities of arabinoxylans from wheat bran with alkali and
xylanase-aided extraction. Carbohydrate Polymers, 81(4), 784-7809.

Zhou, K., Yu, L. 2004. Effects of extraction solvent on wheat bran antioxidant
activity estimation. LWT-Food Science and Technology, 37(7), 717-721.

Zhu, J., Fu, Q. 2012. Optimization of ultrasound-assisted extraction process of
perilla seed meal proteins. Food Science and Biotechnology, 21(6), 1701-
1706.



100

EKLER
0.7
0.6 y = 0,0012x + 0,0025 »
' R? = 0,9998
0.5
2 /
c 0.4
=
9 /
203
< /
0.2 /
0.1
poe
0
0 100 200 300 400 500 600
Gallik Asit Konsantrasyonu (ppm)

EK 1: TFM analizi i¢in gallik asit ile olusturulan kalibrasyon egrisi




101

1.2
1 y =-0.0014x + 0.9733
‘\\ R% =0.999
0.8
w
c
g \
Kl
<
0.4
0.2
0

0 100 200 300 400 500
Troloks Konsantrasyonu (umol/kg)

EK 2: TEAK (DPPH) analizi igin troloks ile olusturulan kalibrasyon egrisi



102

% inhibisyon

50

y =23.671x - 1.4236

R?=0.9936 /

40

30

20

~

10

0.0

0.5 1.0 15 2.0 2.5

Troloks Konsantrasyonu (umol/g)

EK 3: TEAK (ABTYS) analizi igin troloks ile olusturulan kalibrasyon egrisi




103

OZGECMIS
KIiSISEL BiLGILER

Adi Soyadi . Ahmet GORGUC

Dogum Yeri ve Tarihi : Edirne — 30.04.1991
EGITIM DURUMU

Lisans Ogrenimi : Erciyes Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi,
Gida Miihendisligi Bolimi (2009 — 2014)

Lisans Yandal Ogrenimi : Erciyes Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi,
Endiistri Miihendisligi Bolimii (2011 — 2014)

Yiiksek Lisans Ogrenimi : Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Gida Miihendisligi Anabilim Dali (2016 —...)

Yabanci Diller . Ingilizce (2016 Giiz YDS: 93,75)
BIiLIMSEL FAALIYETLERI

A) Makaleler

-Yilmaz, F., M., Gorgiic, A., Karaaslan, M., Vardin, H., Bilek, S., Uygun, O.,
Bircan, C., 2018. Sour cherry by-products: compositions, functional
properties and recovery potentials — a review. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, DOI: 10.1080/10408398.2018.1496901.

B) Bildiriler

-Yilmaz, F., M., Gorgilig, A., Karaaslan, M., Vardin, H., Bircan, C., 2018.
Recovery potentials of grape and sour cherry by products. In Proceedings of
the First International GAP Agriculture and Livestock Congress, pp.
26. Harran University, Sanlurfa, Turkey.



104

-Yilmaz, F., M., Gorgli¢, A., Bircan, C., 2018. Protein isolation from sesame bran.
In Proceedings of the First International GAP Agriculture and Livestock
Congress, pp. 29. Harran University, Sanliurfa, Turkey.

-Yilmaz, F., M., Gorgii¢, A., Yildirim, E., Karakus, M., 2018. Formulation and
production of colored hard candy. In Proceedings of the First International
GAP Agriculture and Livestock Congress, pp. 546. Harran University,
Sanliurfa, Turkey.

-Yilmaz, F., M., Gérgiic, A., Elmas, F., Mutlu, C., G., Atilgan, O., 2018.
Ultrasound assisted extraction of natural colorant from red beet (Beta
vulgaris L.). In Proceedings of the First International GAP Agriculture
and Livestock Congress, pp. 547. Harran University, Sanlurfa, Turkey.

-Gorglig, A., Yilmaz, F., M., Bircan, C., 2018. Food waste sesame bran: a new
plant protein source. In Proceedings of the Fifth International ISEKI
Food Conference, pp. 93. Hohenheim University, Stuttgart, Germany.

-Yilmaz, F., M., Gorglig, A., Birisik, M., Geng, E., Bagkurt, C., 2018. Enzymatic
extraction of betalains from red beet. In Proceedings of the Fifth
International ISEKI Food Conference, pp. 126. Hohenheim University,
Stuttgart, Germany.

-Yilmaz, F., M., Gorgiig, A., Karaaslan, M., Vardin, H., Bilek, S., Uygun, O.,
Bircan, C., 2018. Composition and functional properties of sour cherry seed
oil — a review. In Proceedings of the Fifth International ISEKI Food
Conference, pp. 275. Hohenheim University, Stuttgart, Germany.

ILETiSIM

E-Posta Adresi : ahmet.gorguc@adu.edu.tr

Tarih : 15/08/2018


mailto:ahmet.gorguc@adu.edu.tr
mailto:ahmet.gorguc@adu.edu.tr

