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OZET

BITKIiSEL PROTEIN URETIMIi VE EKSTRAKSIYON
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

CETINER, Miray

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Seda ERSUS BILEK
Mart 2019, 74 sayfa

Gilintimiizde artan niifusla birlikte mevcut protein kaynaklar1 azalmakta ve
yeni alternatif protein kaynaklarina ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bitkisel protein
kaynaklarinin ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi, vegan ve vejetaryen gibi 6zel
tiikketici gruplarina hitap etmesi ve besleyici igeriklerinin yiiksek olmasindan dolayz,
bu tip tirtinler iyi bir alternatif protein kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Bu tez
caligmas1 kapsaminda, “Biiyiik ebegiimeci” (Malva sylvestris) yapraklarindan
alternatif bitkisel protein tozu iretilmistir. Ebeglimeci yapraklarinin kuru madde
icerigi %18,58+0,11, Dumas ve Kjeldahl yontemleriyle belirlenen kuru madde
bazinda protein igerigi ise sirasiyla %40,01+0,23 ve %37,93+0,31°dir. Ebeglimeci
yapraklarinin amino asit bilesimi incelendiginde onemli oranlarda aspartik asit
(%13,9), glutamik asit (11,9) ve 16sin (9,6) igerdigi belirlenmistir. Ebeglimeci
yapraklarindan yiiksek verimde protein eldesi i¢in en uygun yontemin belirlenmesi
amaciyla  izoelektrik  ¢oktiirme,  amonyum  siilfat  ¢Oktlirme  ve
izoelektrik/amonunyum siilfat ¢oktliirme yontemleri uygulanmasi sonucunda
protein verimleri swrasiyla 9%14,04+0,42, %17,30£0,87 ve %?26,53+0,81
bulunmustur. En yiiksek protein verimine izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme
yontemi ile ulasildigi belirlendikten sonra ekstraksiyon parametrelerinden pH
degeri 8,5 ve kati:cozgen orani 1:20’de sabit tutularak farkli ekstraksiyon sicaklig
(60,70 ve 80 °C) ve siirenin (60 ve 120 dk.) protein verimine etkisi belirlenmistir.
Ornekler %8 konsantrasyonda enzim ile 45 °C’de 30 dk. bekletilerek hiicrelerin
enzimatik olarak parcalanmasi i¢in On isleme tabi tutulduktan sonra belirlenen
kosullarda (80 °C ve 60 dk.) ekstrakte edilmistir. Bu durumda, ebegiimeci
yapraginda bulunan proteinin %47,33+2,12’si elde edilmistir.
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Ekstraklar liyoflizatorde (-48 °C, 9 sa) kurutularak protein tozlari {iretilmistir.
Protein tozlarmin toplam kuru madde igerigi %86,30+0,01, toplam kiil igerigi ise
kuru maddede %7,75+1,32 olarak bulunmustur. Kuru madde bazinda protein
miktart %81,74+1,74 olarak bulunmustur. Protein tozu elzem amino asitlerden
treonini (%8,3), elzem olmayan amino asitlerden ise serin (%16,2) ve aspartik asidi

(%15,4) 6nemli oranlarda i¢ermektedir.

Protein tozlariin kalite 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan analizler
sonucu yigin  yogunlugu 175,96+2,97 kg/m3, sikistirlmis yigim  yogunlugu
253,14+3,61 kg/m® olarak belirlenmistir. Protein tozlar1 hesaplanan Carr endeksi
(%43,88+2,08) degerine gore iyi bir akabilirlik 6zelligi gostermedigi saptanmistir.
Protein tozlarinin L*, a* ve b* degerleri sirasiyla 66,82+ 0,01, 0,41+0,01 ve
15,224+0,04 bulunmustur. Partikiil yogunlugu, 1slanabilirlik ve dagilabilirlik
degerleri sirasiyla 302,28+ 5,22 kg/m3, 54,67+4,11 sn ve %66,76+ 2,30 olarak
saptanmistir. Protein tozlarinin pH 6,5, 7,5 ve 8,5 degerlerinde tamamen ¢oziindiigi

bulgulanmastir.

Anahtar sozciikler: Bitkisel protein, ebegiimeci, protein tozu
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EXTRACTION OPTIMIZATION AND PRODUCTION OF PLANT
PROTEIN

CETINER, Miray

MSc in Food Eng.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Seda ERSUS BILEK
March 2019, 74 pages

Today, with increasing populations, existing protein sources decrease over
time, thus alternative protein sources are needed. Plant protein resources are
considered as great alternative protein resources due to their rich nutritional content,
cheapness, easy to access and address specific consumer groups such as vegan and
vegetarian. In this thesis study, alternative plant protein powder is produced from
Malva sylvestris (big mallow) leaves. The dry matter content of the mallow leaves
was 18,58 + 0.11% and the protein content based on the dry matter determined by
Dumas and Kjeldahl methods was found as 40,01+£0,23% and 37,93%0,31%,
respectively. When the amino acid composition of the mallow leaves is examined,
it has been determined that it contains significantly aspartic acid (13,9%), glutamic
acid (11,9%) and leucine (9,6%). In order to determine the most suitable method
for produce protein in high yield from mallow leaves, isoelectric precipitation,
ammonium sulphate precipitation and isoelectric/ammonium sulphate precipitation
methods were tried and protein yields found as 14,04 + 0,42%, 17,30+0,87% and
26,53+0,81%, respectively. After the determination of the highest protein yield was
reached by isoelectric / ammonium sulfate precipitation method, the pH value and
solid:solvent ratio of the extraction parameters were kept constant as 8.5 and the
1:20, respectively and, the effect of different extraction temperature (60,70 and
80°C) and time (60 and 120 min.) on protein yield were determined. Samples were
incubated for 30 min at 45 ° C with 8% concentration of enzyme as pretreated for

enzymatic degradation of the cells, then were extracted under determined



conditions (80°C, 60 min.). In this case, 47.33 £ 2.12% protein were obtained from

mallow leaf protein.

The extracts were dried in the lyophilized medium (-48 °C, 9 h) to produce
protein powders. The total dry matter content of the protein powders was %86,30+
0,01 and the total ash content was found as 7,75 + 1,32% in the dry matter. The
amount of protein on dry matter basis was found 81.74 + 1.74%. Protein concentrate
powder contains threonine (8.3%) from essential amino acids, and cool (16.2%) and

aspartic acid (15.4%) from non-essential amino acids.

In order to determine the quality characteristics of protein powders, bulk
density was determined as 175,96 + 2,97 kg/m® and compressed bulk density was
253,14 + 3,61 kg/m®. It was determined that the protein powders did not show a
good flowability according to the calculated Carr index (43.88 = 2.08%). L *, a *
and b * values of protein concentrates were found as 66,82 + 0,01, 0,41 + 0,01 and
15,22 + 0,04, respectively. The particle density, wettability and dispersibility values
were 302,28 5,22 kg/mg’, 54,67 £4,11 sec and 66,76 = 2,30% respectively. Protein

concentrates were found to dissolve completely at pH 6.5, 7.5 and 8.5.

Keywords: Plant protein, mallow, protein powder



Xi

TESEKKUR

Tez calismam siiresince bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen ve vermis
oldugu manevi desteklerden dolay1 degerli tez danismanim sayin Dog. Dr. Seda
ERSUS BILEK e

Laboratuar ¢alismalarim siiresinde yardimlarini esirgemeyen Gizem
OZBEK’e, AYCA AKYUZ’e, Ayse Binnur KARATAS’a ve

Son olarak hayatim boyunca verdigim her kararda beni destekleyen babam
MEHMET MURAT CETINER’e, annem ULKU CETINER’e ve kardesim
SIMAY CETINER e ¢ok tesekkiir ederim






Xiii

ICINDEKILER
Sa
OZET oottt ettt bbbttt vii
ABSTRACT ..ttt bbbttt iX
TESEKKUR ....oouiiiieiseeses s s essessssess s s s s s s ss s s s s s s s s s s ensesensnssenenans Xi
SEKILLER DIZINT ...ttt ettt XVii
(@) V22 5(€) 2352523 5) 14111 SO Xviii
Lo GIRIS oottt 1
2 0) (@) 21 3G HOF-N B 1351 1N 07N 2 4
2. L PTOTEINIEE ..ottt ettt beene e 4
2.2 BItKISEl PrOtEINIEr ....veivieiieieiee e 7
2.3 Ebegiimeci Bitkisinin Genel OzelliKIEri ...........ccccovviverricveiiieresiciesseeeine, 11
2.4 Protein Ayirma YONteMIETT ......coccvviiiiiiiiiiiiiicce s 13
2.4.1 Alkali Ekstraksiyon/izoelektrik COktiirme YOntemi ...........ccocoevevevrverennnans 14
2.4.2 Tuz Destekli Ekstraksiyon/Amonyum Siilfat Coktiirme Yontemi ............. 15
2.5 Ekstraksiyon Parametrelerin Ekstraksiyon Verimine EtKisi............c.cccceevnee, 17
2.5.1 Optimum Ekstraksiyon Kosullarinin Belirlenmesi............ccoccvvveiieiiinnnnnn, 19
2.6 Enzimatik On Islemlerin Protein Ekstraksiyonu Verimine EtKisi ................. 20

3. MATERYAL VE YONTEM.....cccoiiiieietiiiceciee e 24



Xiv

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
L MAALEIYAL ... s 24
R 41115 s s R TP OU TR PRSPPI 23
3.2.1 Protein Ay1irma Y OntemMICTT.......ccvvrieriiiiiiieiiiiiciee e 23
3.2.1.1 izoelektrik COKtHrme YONtemi .......coovveveveveerererseeeceeeeeseseseesee s, 25
3.2.1.2 Amonyum Siilfat ile COKtirme YOntemi.........cccoeerervrireieieneiesenenes 26
3.2.1.3 Izoelektrik/ Amonyum Siilfat COKIIMESI .......cvevevevreeerereeereicrerseerenaen, 28
3.2.2 Ekstraksiyon Parametrelerinin Belirlenmesi..........ccoooovivcieniiencncnen, 28
3.2.3 Dondurarak KUFUEMA ........ccoviiiiiiiiiiie e 30
3.2.4 ANAliZ YONIEMICTT.....eeiiiiiiieiiieeiee ettt 30
3.2.4.1 Hammaddeye Yapilan AnalizIer..........c.ccocvviiiiieiiiiinicseec e 30
3.2.4.1.1 Toplam Kuru Madde ANaliZi ..........c.ccoveieiiiiiieiiec e 30
3.2.4.1.2 Toplam KUl ANANZI .....ooveiviiiiiiiiiccee s 31
3.2.4.1.3 Toplam Protein Miktart ANAlIZi.........cccooeiiiiiiiiiiiie 31
3.2.4.1.4 Amino Asit Kompozisyonu ANANIZI..........ccccoeveeiieeiieiiic e 31
3.2.4.2 Protein Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi ..........cccccooevviiincinnnnn. 31
3.2.4.3 Protein Tozlarina Yapilan Analizler ..........ccccvveiiiiiiiinieiiiic e 32

3.2.4.3.1 Protein COzUNUIIUZH TaYINT...ccvevviiiiiieiiiiiiicieee e 32



XV

Sayfa
3.2.4.3.2 SU AKEIVITEST TAYINT ..c.viiiiiiiiiiiiieese s 32
3.2.4.3.3 Y18In YoZunlugu ANAlIZI ...cccovvvviiiieiiiiiiiie i 33
3.2.4.3.4 Sikistirilmis Y1gimn Yogunlugu Analizi ........cccoeveviiieiiieiiiiiiicieee 33
3.2.4.3.5 Carr Endeks Degerinin Belirlenmesi..........ccccevveiiiiiiieiiciisicnece 33
3.2.4.3.6 Partikiil YoZunlugu ANaliZi ........ccceviiviiiiiiiiiiiii i 34
3.2.4.3.7 1slanabilirlik ANGHZI ..o 34
3.2.4.3.8 Dagilabilirlik ANAIIZI.......ccooviiiiiiiiiii e 34
3.2.4.3.9 ReNK ANGLIZI ....cvcviiiiiiiiic e 35
3.2.4.3.10 IStatiKSel ANALIZ ......cecvveveeceeeeeeeteeeeeeee ettt 35
4. BULGULAR VE TARTISMA ... .ottt 36
4.1 EbegiimeciYapragina Ait Analiz SONUCIart.........ccccoovviieiiiiiiicecc 36
4.2 Protein TOZU EIAESI.......ccccviiiiiiiiiiiic e 38
4.2.1 Protein Ayirma Yonteminin Belirlenmesi..........ccooeviieieniiiiiiiiccen, 37
4.2.2 Ekstraksiyon Parametrelerinin Belirlenmesi ..........cccccceevevveiciicivcce e, 39
4.2.3 Enzim Destekli Ekstraksiyonun Protein Verimine EtKiSi................ccceu..e. 44
4.3 Protein Tozlarma Yapilan Analizler..........cccooviiiiiiiiiiiicc 45
4.3.1 Toplam Kuru Madde, Toplam Kiil Miktar1, Protein ve Su Aktivitesi
ANATIZILceii 45

4.3.2 Protein Tozlarinin Amino Asit Kompozisyonu...........ccccevvveiiniiiininninnnn, 46



XVi

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
4.3.3 Protein COZUNUITHZI .....cevvivviiiieiiiieec e 47
4.3.4 RENK ANGLIZI ..ot 48
4.3.5 Y18in Yogunlugu, Sikistirilmis Y1gin Yogunlugu ve Carr Endeksinin
BelIFENMEST ... 50
4.3.6 Partikiil Yogunlugu, Islanabilirlik ve Dagilabilirlik Ozelliklerinin
BelIFTENMEST ... 51
5. SONUC VE ONERILER .......cooviuiiitiiirceiesiiseseeeiesesessssisses s ssssssnnnseens 53
KAYNAKLAR DIZINT ..o 56
(07463 2001 1 TP 74



XVii

SEKILLER DiZINI
Sekil Sayfa
2.1 Amino asitlerin enel YapIST ...c.ecivvvveiiiiiiiiiieiiiee e 4
2.2 Polipeptit zincirinin enel YapISI ....c.vcvveieereiieeieerieeieseese e 5
2.3 Proteinlerin Gi¢ boyutlu yapiSt.....coccveiiiiiiiiiiiiiecie e 5
2.4 Ebegiimeci (Malva SYIVESEIIS) .......ccviiiiiiiiiieieieiee e 12

3.1 Tez ¢alismast kapsaminda kullanilan ebegiimeci (Malva sylvestris)
YAPTAKIATT 1. s 24

3.2 Ebegiimeci yapraklarindan izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle protein tozu

LBV Q=15 006 ) DR RTTT 26

3.3 Ebegilimeci yapraklarindan amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle protein

[X0 A0 I D) (<15 0.6 ) (AT 27

3.4 Ebegilimeci yapragindan enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat yontemi

ile yapilan protein tozu iiretimi akig $€mast...........cooeveiiiiiiiiiiiiiiinn., 29

4.1 Ekstraksiyon sicakliginin protein verimine etkisini incelemek icin yapilan

on denemeler sonucu elde edilen protein verimleri. ........coccoevvviiiiiiiiiiieennn, 40
4.2 Ekstraksiyon sicakligi ve siirenin protein verimine etkisi............cccoevenenne. 43

4.3 pH degerinin enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme

yontemiyle elde edilen protein tozunun protein ¢oziiniirliigii iizerine etkisi ....48



xviii

CIZELGELER DiZINi

Cizelge Sayfa

2.1 Soya fasulyesi, nohut, kinoa ve piring kepegi proteinlerin amino asit
KOMPOZISYONU ...ttt ettt e s re e ste s e b e e aeanaesraereenne e 9

2.2 Enzim destekli ekstraksiyon isleminde kullanilan bazi ticari enzimler ........ 21

3.1 Carr Endeks degerine gore protein tozlarinin akabilirliklerinin siniflandirilmasi

4.1 Ebegiimeci yapragimin Kjeldahl ve Dumas yontemleriyle hesaplanan azot ve

PrOteIN MIKLATIAIT.....c.viiiiiiecie et re e 36
4.2 Ebegiimeci yapraginin amino asit KoOmpoziSyonu ...........cccceeveeriveriieninnninnns 37

4.3 Ebeglimeci yapragina uygulanan c¢oktiirme yontemleri sonucu elde edilen
PrOEIN VEITMIEII..c.uiiiiieicie et 39

4.4 Protein tozlarma ait toplam kuru madde, toplam kiil, protein ve su aktivitesi

EGETIETT .t 45

4.5 Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozu ile soya protein

konsantresinin amino asit 1CETIKIETT .....cvveiiiiiiiiiiiie e 46

4.6 Enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle ebegiimeci

yapragindan elde edilen protein tozu ve soya protein konsantresinin renk degerler

4.7 Enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle ebegiimeci
yapragindan elde edilen protein tozunun yigm yogunlugu, sikistirilmis yigin
yogunlugu ve Carr Endeksi degerleri........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicsec e 50

4.8 Enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktliirme yontemiyle ebegiimeci
yapragindan elde edilen protein tozunun partiikiil yogunlugu, islanabilirlik ve
dagilabilirlik degerleri..... ..o 51









1.GIRIS

Canlilarin temel yapitagi olan proteinler, viicudun hayati fonksiyonlarin
diizenlenmesini saglayan karmasik yapida makro molekiillerdir. Proteinler, 20
farkli amino asidin farkli sayida, dizilimde ve oranlarda peptit baglariyla
baglanmasiyla olugmaktadir (Saldamli ve Temiz, 2017). Proteinlerin yapisinda
bulunan 20 amino asidin 12 ¢esidini insan viicudu sentezleyebilirken 8 amino asit
cesidini sentezleyemez ve disardan besin yoluyla alinmasi gerekmektedir. Aksi
takdirde, bu amino asitlerden yapilan proteinler {iretilemez ve bu durum saglik
sorunlarina yol agabilmektedir. Bu nedenle, tiiketilen gidalarin elzem amino asit
icerigi tliketiciler i¢in dnemli olmakla birlikte o gidanin kalitesini belirlemektedir
(Seydim ve Cagdas, 2016). Giinliikk alimmmasi gereken protein miktar1 yas ve
cinsiyete bagli olmakla birlikte yetigkin bireyler i¢in 0,75 g/kg viicut agirlig1 olarak
belirlenmistir (WHO, 1985).

Giinlimiize kadar protein ihtiyaci daha ¢ok hayvansal protein kaynaklarindan
karsilanirken, Son yillarda hizla artan niifusla birlikte bu ihtiyacin karsilanmasi
zorlagsmaktadir. Buna karsilik, bitkisel kaynakli proteinlerin ucuz ve genis kaynak
cesitliligine sahip olmasi diinyada protein eksikligi yasanan gelismekte olan

tilkelerde, bitkisel protein kaynaklarinin dnemini arttirmigtir.

Bitkisel protein kaynaklar1 icerisinde en ¢ok iiretilen ve tiiketilen %40
oraninda protein i¢eren soya fasulyesidir. Soya fasulyesinin, elzem amino asitlerin
hepsini igermesi ve yliksek fonksiyonel ozellik gostermesinden dolayr gida
uygulamalarinda siklikla kullanilan bir bitkisel protein kaynagidir. Soya fasulyesi
disinda yagli tohumlar (kolza/kanola tohumu, ay¢icegi ¢ekirdegi, susam kiispesi,
yer fistig1 tohumu vb.), bakliyatlar (bezelye, act bakla, nohut, mercimek vb.),
tahillar (piring, bugday, arpa, yulaf, kinoa vb.) 6nemli bitkisel protein kaynaklaridir.
Fakat basta soya fasulyesi olmak {izere aci bakla, yer fistig1, bezelye, nohut,
mercimek gibi bir¢ok bitkisel protein alerjen maddeler de icermektedir (Singh and
Bhalla, 2008; Riascos et al., 2010). Ayrica soya fasulyesi iiretiminde transgenik
yapida genlerinin degistirilmesi ile genetigi degistirilmis tiplerin elde edilmesi bu
tiriinlere karsi tepkili yaklasan tiiketicilerin bu tiir iirlinleri tiketmemesi sonucu
farkli bitkisel protein kaynaklarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu durumda, bol

miktarda bulunan ve yiiksek oranda besleyici bilesen ve protein igeren yesil bitkiler



ve yapraklar yeni alternatif protein kaynagi olarak degerlendirilmekte ve bu
kaynaklardan protein tiretimi ile ilgili calismalar yapilmaktadir (Aletor et al., 2002;
Fasuyi, 2006; Ghaly and Alkoaik, 2010; Tenorio et al., 2016).

Ebegiimecigiller (Malvaceae) familyasinda bulunan ayni cinsten 1500 tiirii
olan, iki ya da c¢ok yillik otsu bitkilerin genel adi ebegiimecidir. Calismamizda
kullanilan ebegiimeci, Malva sylvestris (Biiyiikk ebegiimeci) tiiriinden olup boyu
20—30 cm ve yapraklar1 yuvarlak, bi¢imli, kenarlar1 disli, uzun sapl, tiiylii ve
damarlidir (Keskin vd., 2015). Cayirlar, hendek kenarlari, gelgit nehirlerinin
kiyilar1 gibi nemli alanlar1 tercih eden ebegiimeci bitkisi daha ¢ok Avrupa ve
Asya’da yetismektedir (Tabaraki et al., 2012; Samavati and Manoochehrizade,
2013). Tiiketimi M.O. 3000 yilma dayanan Malva sylvestris igeriginde yiiksek
oranda bulunan miisilaj, antioksidan ve fenolik maddeler sayesinde hastaliklarin
tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir (Henry and Piperno, 2008). Ebegiimeci
bitkisinin bilesen igerigi ile ilgili caligmalarin kisitli olmasi ile birlikte Tabaraki ve
arkadaslar1 (2012) ebegiimeci yapraklarinin protein igeriginin kuru maddede
%16,5—18,7 oldugunu, baska bir ¢alismada ise %12,25 oldugu tespit edilmistir
(Barros et al., 2010). Ebegiimeci yapraginin soya fasulyesi ve diger baklagillerde
oldugu gibi alerjen maddelerini icermemesi, bitkisel protein iiretiminde iyi bir

kaynak olabilecegini gostermektedir.

Bitkisel proteinlerin eldesi, ekstraksiyon ve ¢oktiirme olmak iizere iki
asamada ger¢eklesmektedir. Coktlirme yontemlerinden genel olarak izoelektrik ve
amonyum siilfat ¢oktiirme yontemleri uygulanmaktadir. Iki ydntemde de
proteinlerin ¢oziiniirliigii esas alinmaktadir. izoelektrik ¢oktiirme yonteminde pH
degisiminden yararlanilirken, amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminde 1yonik siddet
ayarlanilarak proteinlerin eldesi saglanmaktadir. Proteinlerin ham maddeden
ekstraksiyonu ise yiiksek verimde protein eldesi i¢in 6nemli bir asamadir (Novak
and Havlicek, 2016). Proteinlerin ¢oziiniirliigiinii, dolayisiyla ekstraksiyonunu
etkileyen bir¢ok faktor bulunmakla birlikte bunlar; sicaklik, ekstraksiyon siiresi,
ortamin pH degeri, ¢ozgen tiirii ve kati:¢6zgen oranidir. Yiiksek verimde protein
eldesi i¢in bu parametrelerin optimum degerlerinin belirlenmesi olduk¢a énemlidir

(Ma et al., 2010; Lopez et al., 2018; Jarpa—Parra et al., 2014; Oomah et al., 1994).



Yaprak proteinleri ¢ogunlukla kloroplastta bulunmakla birlikte suda ¢oziiniir
ve suda ¢Oziiniir olmayan proteinler olmak iizere iki grupta incelenmektedir. Suda
¢Oziinlir olmayan proteinler kloroplastta klorofil ile karmasik yapida bulunan
membran proteinleridir. Membran proteinlerinin ekstraksiyonu oldukga zordur ve
bunun i¢in enzimatik ekstraksiyon yontemi kullanilmaktadir (Nadar et al., 2018;
Sari et al., 2015b; Wang et al., 2008; VVergara-Barberan et al., 2015). Ayrica, enzim
hiicre duvar1 ve zarimi pargalayarak ekstraksyion veriminde biiyiik ol¢iide artis
saglamaktadir. Enzimatik ekstraksiyon yontemi ile birlikte yaprak proteinlerinden
yilksek verimde ve kalitede protein eldesi miimkiin olabilecegi literatiir

calismalarinda belirtilmistir (Vergara-Barberan et al., 2015; Sari et al., 2016).

Bu tez caligmasi kapsaminda, ebegiimeci yapraklarindan yiiksek verimlilikte
bitkisel protein tozu eldesinde, 6n islem olarak enzim uygulamasinin, sicaklik ve
siirenin protein verimine etkisi ve ekstraktta bulunan proteinlerin ¢oktiiriilmesinde
en uygun yontemin belirlenmesi ve dondurarak kurutma islemi ile toz forma
getirilen protein konsantresinin gida endiistrisi i¢in hayvansal proteinlere alternatif

bitkisel protein tozu olarak tiretimi amaglanmaistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu boliimde, proteinlerin yapisi, bitkisel protein kaynaklarinin 6zellikleri ile
protein kaynagi olarak kullanilan ebegiimeci yapraginin 6zellikleri, protein ayirma
yontemleri, protein ekstraksiyonunda etkili olan parametrelerin belirlenmesi ve
enzimatik ekstraksiyon isleminin ekstraksiyon verimine etkisi hakkinda bilgiler

verilmistir.
2.1 Proteinler

Viicudumuzun temel tast olarak nitelendirilen proteinler, hayati
fonksiyonlarin diizenlenmesini ve devamliligini saglayan bir¢ok bilesigin yapisinda
bulunan karmasik yapili molekiillerdir. Farkli say1 ve cesitte amino asidin peptit
baglariyla bir araya gelmesiyle olusan proteinler karbonhidrat, lipit, mineral
maddeler ve pigmentler de icerebilmektedirler (Saldamli ve Temiz, 2017).
Proteinlerin yapitasi olan amino asitler, merkezinde karbon atomu olmak iizere ona
bagli bir hidrojen atomu (H) amino grubu (-NH>), bir karboksil grubu (-COOH) ve
radikal gruptan (R) olusmaktadir (Sekil 2.1). Radikal grup (degisken grup) her bir
amino asit i¢in farkli olup proteinlere farkli 6zellikler kazandirmaktadir (Berg et
al., 2015). Amino asitlerin sayilari, dizilisleri ve oranlar1 arasindaki farkliliklar
sonsuz sayida proteinin olmusumunu miimkiin kilmaktadir (Seydim ve Cagdas,

2016). Amino asitlerin genel yapis1 Sekil 2.1’de verilmektedir.

Sekil 2.1 Amino asitlerin genel yapis1 (Berg et al., 2015)



Amino asitler birbirlerine, a-karboksil grubunun diger amino asidin o-
amino grubuna peptit bag: ile baglanmaktadir. Bu sekilde birgok amino asidin
baglanmasiyla polipeptit zincirleri olusmaktadir (Sekil 2.2). Polipeptit zincirleri tek
baslarina proteinleri olusturdugu gibi birden ¢ok polipeptit zinciri bir araya gelerek
proteinleri meydana getirebilmektedir (Saldamli ve Temiz, 2017). Polipeptit

zincirinin genel yapisi Sekil 2.2 ‘de gosterilmektedir.

Sekil 2.2 Polipeptit zincirinin genel yapisi (Berg et al., 2015)

Her protein kendine 6zgii ii¢c boyutlu bir yapiya sahip olmakla birlikte bu ii¢
boyutlu yap1 proteinin islevini belirlemektedir (Gaci and Baley, 2008). Ug¢ boyutlu
yapist bozulan proteinler biyolojik etkinligini kaybetmekte yani denatiire
olmaktadir. Dolayisiyla her protein kendine 6zgii fiziksel ve kimyasal yapisini
korumasi ve gorevini yerine getirmesi i¢in bu yapiy1 koruyabilmelidir. Proteinlerin
ic boyutlu yapisi, birincil yap, ikincil yapi, ti¢iinciil yap1 ve dordiincii yap1 olmak
tizere dort grupta incelenmektedir (Sekil 2.3). Peptit ve disiilfit baglar1 ile amino
asitlerin olusturdugu polipeptit zinciri birincil yap1 (primer), polipeptit zincirindeki
iki amino asidin R grubu dikkate alinmaksizin karboksil ve amino gruplarinin
hidrojen bagi ile katlanarak olusturdugu yapi ikincil yapidir. Ikincil yapi, a-heliks
ve B- tabaka olmak tizere iki sekilde bulunmaktadir. Polipeptit zincirinin birbirinin
listiine gelen amino asitlerin sarmal sekil olusturacak sekilde hidrojen baglar ile
baglanmas1 sonucu o-heliks yapist olusurken, B- tabaka konformasyonunda
polipeptit zincirleri paralel ya da antiparalel konumda olacak sekilde hidrojen
baglariyla baglanmaktadir (Nelson and Cox, 2005; Hames and Hopper, 2006).
Ucgiinciil yap1 ise polipeptit zincirindeki R gruplarinin arasindaki etkilesimlerle
olusturdugu ti¢ boyutlu yapidir ve hidrojen baglari, van der Walls baglar, polar
baglar, siilfidril baglar gibi kovalent baglar ile iyonik baglar ve hidrofobik baglar

gibi kovalent baglar sonucunda olugsmaktadir. Dordiinciil yap1 ise bir¢ok polipeptit



zincirinin alt birimlerinin bir araya gelmesiyle olusmaktadir (Nelson and Cox,

2005; Saldamli ve Temiz, 2017).
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Sekil 2.3 Proteinlerin li¢ boyutlu yapis1 (Durur, 2018)

Insan viicudu enerji ihtiyacinin %20-25’ini proteinlerden saglamaktadir.
Viicutta hormon ve enzim tiiretimi, hiicre onarimi ve gérme gibi hayati fonksiyonlari
gergeklestiren proteinin giinliik beslenmede rolii gok dnemlidir (Seydim ve Cagdas,
2016). Beslenmede yeteri kadar protein alinmadigi takdirde viicutta hiicre i¢inde
cesitli sorunlar olusmakta ve hipoglisemi, hipertansiyon, obezite, diyabet ve kalp
rahatsizliklar1 gibi metabolik ve fizyolojik hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Chalvon-
Demersay et al., 2017). Ayrica, daha ¢ok ¢ocuklarda ve gelismekte olan iilkelerde
goriilen Kwashiorkor (protein yetersizligi) hastali§i ciddi metabolik sorunlara yol
agmaktadir (Seydim ve Cagdas, 2016). Bu nedenle proteinlerin beslenmede yeterli
miktarda alinmasi ¢ok 6nemlidir. Arastirmacilar, glinliik alinmasi1 gereken protein
miktarinin yas ve cinsiyete bagli olmakla birlikte yetiskin bireyler i¢in 0,75 g/kg
viicut agirligi oldugunu belirtmislerdir (WHO, 1985).

Proteinlerin yapitasini olusturan amino asitler dogada 20 cesitte
bulunmaktadir ve bunlardan 8 tanesini insan viicudu kendi sentezleyememekte ve
disaridan besin yoluyla almak zorundadir. Elzem amino asitler olarak adlandirilan
bu amino asitler, gidanin protein kalitesini biiylik 6l¢iide belirlemektedir (Chalupa-
Krebzdak et al, 2018). Elzem amino asitler; lizin, 16sin, izolosin, fenilalanin,
triptofan, valin, treonin, arginin, histidin ve metiyonindir. Ayrica, biiylime ¢aginda
iiretilemeyen arginin ve histidin ¢ocuklar i¢in elzem aminoasitlerdendir. Bu

kapsamda insanlar, viicudun metabolik ve fizyolojik faaliyetlerinde gorev alan



proteinlerin sentezini gerg¢eklestirebilmesi igin bu amino asitlerin disaridan gidalar

araciligi ile viicuda alinmasi gerekmektedir (Litwack, 2018).

2.2 Bitkisel Proteinler

Gida proteinleri bitkisel ve hayvansal kaynakli proteinler olmak iizere iki
grupta incelenmektedir. Bitkisel ve hayvansal proteinler, amino asit igerigi olmak
tizere, sindirilebilirlik, fonksiyonel ozellikleri ve yan bilesenleri agisindan
farkliliklar gostermekte ve her ikisinin de birgok avantaji ve dezavantaji
bulunmaktadir (Beran et al., 2018). Hayvansal kaynakli proteinler tiim elzem amino
asitleri igermesiyle birlikte sindirilebilirlikleri de bitkisel kaynakli proteinlere gore
daha ytiksektir. Fakat yliksek oranda ve kalitede protein igeren hayvansal protein
kaynaklar, sik tiiketildiginde i¢erigindeki kolesterol ve yag orani nedeniyle obezite,
kanser, kalp ve damar hastaliklarin riskini arttirabilmektedir (Muguerza et al.,
2004). Ayrica son zamanlarda gelisen c¢evre bilinci ve niifus artis1 nedeniyle
stirdiiriilebilir gidalarin iiretimi ve tiiketimi dnem kazanmaya baslamistir (Aiking,
2011). Hayvansal kaynakli proteinlerin iiretimi hem sera gazi salinimini arttirarak
iklim degisikligine etki ettigi hem de fazla miktarda enerji ve su tiikketimine sebep
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle hayvansal proteinlerin yerine, bitkisel
proteinlerin  Uiretimi  saglanarak  c¢evresel  sorunlarin  azaltilabilecegi

distiniilmektedir. (Nielsen et al., 2018; Stehfest et al.,2009).

Bitkisel kaynakli proteinler hayvansal kaynakli proteinlere gore daha az
protein icerigine ve sindirilebilirlige sahiptir. Fakat tliketilen bitkisel protein miktari
artirlldiginda, viicutta sindirilen protein miktarinin da arttigi arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir. Bu kapsamda, hayvansal proteinlere gore daha ucuz ve
genis kaynak ¢esitliligine sahip olan bitkisel proteinler, gelismekte olan ve protein
eksikligi yasayan iilkelerde iyi bir alternatif protein kaynagi olabilmektedir
(Mariotti, 2017). Ayrica vegan ve vejetaryen gibi 0zel tiiketici gruplarinin da tercih
ettigi bitkisel proteinler yiiksek oranda igerdigi lif sayesinde, hayvansal proteinlere
gore daha uzun siire tokluk hissi verdigi yapilan g¢alismalarda belirtilmistir

(Kristensen et al., 2016; Asgar et al., 2010).

Bitkisel proteinlerin ucuz ve genis kaynak cesitliligine sahip olmasi, vegan ve

vejetaryen gibi Ozel tiiketici gruplarina hitap etmesi, yiiksek oranda vitamin,



mineral ve lif igermesi gibi avantajlar1 disinda bir¢ok dezavantajlart da
bulunmaktadir. Bunlar; bitkisel protein kaynaklarinin besleyici olmayan bilesenler
icermesi (taninler, fitik asitler, tripsin inhibitdrleri, oligosakkaritler vb.), hayvansal
proteinlere gore daha zayif amino asit ¢esitliligi géstermesi, sindirilebilirliginin ve

fonksiyonel 6zelliklerinin yeterince iyi olmamasidir.

Bitkisel proteinler genel olarak depo proteinleri olarak adlandirilmaktadir.
Depo proteinleri bitki fizyolojisi ve metabolizmasina etki etmekte ve ayrica bitkisel
protein kaynaklarinin besleyici degerlerini ve fonksiyonel o6zelliklerini de
belirlemektedir (Saldamli ve Temiz, 2017). Bitkisel depo proteinleri, farkli ¢6zgen
cesitlerinde gosterdigi ¢oziiniirliik 6zelliklerine gore dort grupta incelenmektedir.
Bunlar; albiimin (suda ¢6ziiniir), globiilin (tuz ¢ozeltisinde ¢oziiniir), prolamin
(alkolde ¢oziiniir) ve glutelindir (su, etanol ve alkolde ¢oziiniir olmayan) (Osborne,
1924). Her hammadde i¢in farkli oranlarda bulunan depo proteinleri, bitkisel
proteinlerin farkli fonksiyonel 6zellikler gdstermesine neden olmaktadir. Ornegin;
soya depo proteinlerinden glisinin ve B- konglisinin bulunduklar1 gidalarin
viskozitesini, fiziksel Ozelliklerini ve fonksiyonel oOzelliklerini etkilerken,
kolza/kanola depo proteinlerinden cruciferin (12S globiilin) iyi bir jellestirici, napin
(2S albiimin) ise yiiksek koplirme 6zelligi gostermektedir (Murphy, 2008; Schmidt
et al., 2004; Ghodsvali et al., 2005).

Bitkisel proteinler igerisinde ticari olarak en ¢ok {iiretim ve tiiketime sahip
olan soya proteinleridir. Bunun baslica sebepleri ise soya fasulyesi tohumunun %40
gibi yiiksek bir oranda protein igerigine sahip olmasi, ekonomik ve ulasilabilir
olmasi, emiilsiyon ve doku olusturma gibi fonksiyonel ozelliklerinin yiiksek
olmasidir (Endres, 2001, Niliifer, 2006). Soya fasulyesi protein sentezi i¢in gerekli
olan tiim elzem amino asitleri icermekle birlikte bilinyesinde yliksek oranda lif,
demir, kalsiyum ve ¢inko bulundurmaktadir (Asgar et al., 2010). Soya fasulyesi
disinda yagl tohumlar (kolza/kanola tohumu, aygicegi ¢ekirdegi, susam kiispesi,
yer fistig1 tohumu vb.), bakliyatlar (bezelye, ac1 bakla, nohut, mercimek vb.),
tahillar (piring, bugday, arpa, yulaf, kinoa vb.) 6nemli bitkisel protein kaynaklaridir.
Her bir bitkisel protein kaynagi farkli oranlarda amino asit igerigine sahiptir.
Cizelge 1’ de bakliyat proteinlerinden soya fasulyesi ve nohut proteinlerinin amino

asit igerigi ile tahil proteinlerinden kinoa ve piring kepegi proteinlerinin amino asit



icerikleri verilmektedir. Bakliyat proteinleri metiyonin, sistein, triptofan gibi kiikiirt
iceren amino asitleri diigiik oranda igerirken, lizin igerigi ise tahil {iriinlerine kiyasla
oldukga yiiksektir. Bu nedenle, bakliyatlarin ve tahillarin birlikte tiikketilmesi dogru
beslenme i¢in gerekli olan tiim zorunlu amino asitlerin birlikte alinmasini

saglamaktadir (Duranti, 2006).

Cizelge 2.1 Soya fasulyesi, nohut, kinoa ve piring kepegi proteinlerinin amino asit
kompozisyonu (g/16 g N) (Kumar et al., 2002; Wang et al., 1999; Ranhotra et al.,
1993; Alajaji and EI-Adawy, 2006).

Elzem Amino | Soya Fasulyesi Nohut Kinoa Pirin¢ kepegi
Asitler
Izolbsin 4,5 4,1 3,0 3,0
Losin 7,8 7 6,9 8,0
Lizin 6,4 7,7 6,3 55
Triptofan 1,3 1,1 - 0,7
Metiyonin 1,3 1,6 2,3 2,0
Valin 4,8 3 3,7 5,7
Fenilalanin 45 5,9 4,5 51
Treonin 3,9 3,6 4.4 4.4
Elzem
Olmayan
Amino Asitler
Arginin 7,2 10,3 9,7 9,0
Histidin 2,5 34 4,1 3,0
Sistein 1,3 1,3 1,4 2,6
Tirozin 3,1 3,7 3,7 3,7
Aspartik asit 11,7 11,4 10,5 10,5
Glutamik asit 18,7 17,3 17,3 15,3
Serin 51 4.9 5,6 53
Prolin 55 4.6 3,5 Rapor edilmemigtir
Glisin 4,1 4,1 6,3 6,1
Alanin 4,3 4.4 55 6,8
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Ancak, besleyici bilesenleri ve yliksek protein igeriinin yani sira soya
fasulyesi, ac1 bakla, yer fistig1, bezelye, nohut, mercimek gibi bir¢ok bitkisel protein
alerjen maddeler de igermektedir (Singh and Bhalla, 2008; Riascos et al., 2009).
Ayrica gida endiistrisinin biiylik bir kismini kaplayan soya fasulyesi iiretiminde
transgenik genlerinin degistirilmesi bunun sonucunda genetigi degistirilmis
iiriinlere karsi tepkili yaklasan tiiketicilerin bu tiir {iriinleri tiiketmemesi sonucu

farkl1 bitkisel protein kaynaklarina ihtiyag duyulmustur.

Bir diger 6nemli bitkisel protein kaynagi, yesil bitkiler ve yapraklardir.
Ozellikle bol miktarlarda bulunmalari ve yiiksek oranda protein icermelerinden
dolayr protein Tlretimi i¢in kullanilabilecek alternatif bitkisel protein
kaynaklarindandir. Yesil bitkiler ve yapraklar protein disinda mineraller (Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn, P, Zn, Si), vitaminler (A, B, C, D, E, K, U), fitokimyasal bilesenler
(karoten, klorofil, kumarinler, izoflavonlar) ve ikincil metabolitler (izoflavonlar ve
kolestrol gibi fitodstrojenler) agisindan da zengindir (Tenorio, 2017a). Yiiksek
oranda protein igeren 1spanak, ¢im, yonca, pancar yapragi ve ¢cay yapragi gibi yesil
bitkiler bircok c¢alismanin konusu olmus, fakat c¢alismalar sonucunda bu
proteinlerin ticari olarak gida uygulamalarinda kullanimin heniiz miimkiin olmadig1

belirtilmistir (Tenorio et al., 2016).

Yesil bitki ve yaprak proteinleri daha ¢ok kloroplastta bulunmaktadir ve
suda ¢oziinlir ve ¢oziinmez olmak iizere iki grupta incelenmektedir. Membran
proteinleri olarak da belirtilen suda ¢6ziiniir olmayan proteinler yesil protein olarak
adlandirilmaktadir. Membran proteinlerin amino asit icerikleri ¢oziiniir proteinlere
gore daha zayif olmakla birlikte, istenmeyen bilesenler bulundurmasindan dolay:
ekstraksiyon agsamasinda uzaklastirilmaktadir (Lamsal et al., 2007). Ancak, toplam
proteinlerin yarisini olusturan membran proteinlerin uzaklastirilmasi, protein
ekstraksiyon verimini biiyiik 6l¢iide olumsuz etkilemektedir (Tenorio et al., 2017b).
Bu nedenle, yesil bitki ve yaprak proteinlerin tamaminin eldesi i¢in membran
proteinlerin ekstraksiyon yontemleri gelistirilmeli ve bu yonde arastirmalar

yapilmalidir (Tenorio et al., 2016).

Yesil bitki ve yapraklardan gida endiistrisinde kullanilmak iizere elde edilen

protein konsantresi suda ¢oziiniir protein fraksiyonudur. Beyaz renkte ve aromasiz
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olan protein konsantresinin biiyiikk bir ¢ogunlugunu ribuloz-1,5-bisfosfat
karboksilaz / oksijenaz (rubisco) olusturmaktadir (Tenorio, 2017a). Rubisco’nun
fonksiyonel 6zellikleri gida endiistrisinde kullanimi i¢in kabul edilebilir dlgiide
olmakla birlikte ham madde ve saflik derecesine gore degismektedir (De Jong and

Nieuwland, 2011; Lamsal ve ark., 2007).

Yesil sebze ve yapraklarin %85-95 gibi yiiksek oranda nem igermesi, bu
yapraklardan biiylik Olgekte protein Uretimini kisitlamaktadir. Mikrobiyal ve
enzimatik bozunma riski fazla olan yapraklar, tasinma sirasinda dondurma ya da
kurutma islemleriyle stabil hale getirilmelidir. Fakat, kurutma isleminin protein
ekstraksiyonunu zorlastirdigindan iyi bir stabil hale getirme yontemi olmadigi
literatiirde belirtilmistir (Bals et al., 2012, Tenorio ve ark., 2017c¢). Buna karsilik,
dondurma yontemi ise, Tenorio ve arkadaslarinin (2017c) gerceklestirdigi seker
pancar1 yapragindan protein tretimi ile ilgili ¢alisma sonucunda en uygun

stabilizasyon yontemi olarak belirlenmistir.

Son yillarda hizla artan niifusla birlikte, diinyanin gida ihtiyacinin
karsilanabilmesinde zorluklar karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle protein ihtiyacinin
karsilanmasi giin gectik¢e zorlasmaktadir. Bu nedenle, bitkisel protein kaynaklari
hem lif, fenolik madde ve antioksidan gibi besleyici bilesenleri igermesinin yanisira
hem de yliksek oranda ve iyi kalitede protein igermeleri nedeniyle hayvansal protein

kaynaklarina alternatif protein kaynaklarindandir.
2.3 Ebegiimeci Bitkisinin Genel Ozellikleri

Ebegiimecigiller (Malvaceae) familyasinda bulunan ayni cinsten 1500 tiirii
olan, iki ya da ¢ok yillik otsu bitkilerin genel ad1 ebegiimecidir. Tiirkiye’de 8 tiirii
yetismektedir ve bunlardan en énemlisi Malva sylvestris (Biiyiik ebegiimeci)’ dir
(Keskin ve ark., 2015; Tabaraki et al., 2012). Boyu 20—30 cm arasinda degisen M.
sylvestris ‘in yapraklar1 yuvarlak, bi¢imli, kenarlar1 disli, uzun sapli, tiiyli ve
damarhdir. Cayirlar, hendek kenarlari, gelgit nehirlerinin kiyilar1 gibi nemli alanlari
tercih eden ebegilimeci bitkisi daha ¢ok Avrupa ve Asya’da yetigmektedir (Tabaraki

et al., 2012; Samavati and Manoochehrizade, 2013). Yaz boyunca ve sonbahar
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baslarinda actig1 pempe renkli, eflatuni ¢izgilere sahip olan M. sylvestris, doktigii
tohumlarla ¢ogalmaktadir (Keskin ve ark., 2015).

Sekil 2.4 Ebegiimeci (Malva sylvestris) (Keskin ve ark., 2015)

Geleneksel tipta kullanilan yabani bitkiler arasinda Malva sylvestris kullanim
cesitliligi ile ne ¢ikan ve tiiketiminin M.O. 3000 yilma dayandig1 bilinen énemli
bir yabani bitkidir (Gasparetto et al., 2012). Ayrica, Suriye bolgesinde yapilan
arkeolojik ¢aligmalar sonucunda arastirmacilar bu yabani bitkinin hem yenilebilir
bir bitki olmasi hem de olasi tibbi 6zellikleri nedeniyle uzun yillardir tikketiminin
devam ettigi sonucuna varmiglardir (Henry and Piperno, 2008). Ebegiimeci,
yapraklarinda %6,0—7,2 (Higsonmez et al., 2009), cicek kisminda %3,8—7,3 ve
koklerinde %7,5 olmak {izere 6nemli miktarda musilaj igermektedir (Karawya et
al., 1971). Musilaj temel olarak glukuronik asit, galakturonik asit, ramnoz, galaktoz,
fruktoz, glikoz ve sakkarozdan olusan bir polisakkarittir (Gasparetto et al., 2012).
Icerdigi yiiksek miktarda musilaj ile ebegiimeci acik yara, egzama, bronsit
(Pirbalouti et al., 2009), kuru Oksiiriik (Classen and Blaschek, 2002), gastrit ve
peptik iilser (Yeole et al., 2010) gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica, ebegiimeci yapraklar1 biinyesinde bulunan C vitamini sayesinde musilajin
kozmetik sektoriinde ve akne tedavisinde de kullanildig: literatiir ¢alismalarinda
belirtilmektedir (Gasparetto et al., 2012; Barros et al., 2010). Buna ek olarak,
ebegiimeci yapraklart fenolik madde, flovanoid, karatenoid, tokoferoller,
doymamis yag asitleri (Ozellikle a-linolenik asit) igerigi bakimindan zengin
oldugundan yiiksek antioksidan oOzellik gostermektedir (Barros et al., 2010).

Ebegiimeci yapraklariin bir diger dnemli 6zelligi siilfit oksidaz enzimi igermesidir.
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Siilfiir iceren amino asitlerin oksidatif bozunmasinda son reaksiyondan sorumlu
olan siilfit oksidaz enziminin fizyolojik O6nemi biliyiliktiir ve eksikligi 6liimle

sonuglanabilmektedir (Gasparetto et al., 2012).

Literatiir incelendiginde ebegiimeci bitkisinin bilesen igerigi ile ilgili
caligmalarin kisith oldugu goriilmiistiir. Tabaraki ve arkadaslarinin (2012) yaptig1
bir calismada Iran’in farkli bolgelerinden topladiklari Malva  sylvestris
yapraklarinin protein igerigi kuru maddede %16,5—18,7 araliginda tespit
edilmisken, baska bir calismada Portekiz’de toplanan Malva sylvestris
yapraklarmin protein igerigi kuru maddede %12,25 oldugu rapor edilmistir (Barros

et al., 2010).

2.4 Protein Ayirma Yontemleri

Proteinleri ayirma yontemleri olarak kromatografi, ultrafiltrasyon ve
coktiirme gibi yoOntemler kullanilmaktadir (Novdak ve Havlicek, 2016).
Kromotografi ve ultrafiltrasyon yontemlerinde proteinlerin yiik, boyut ve sekil
ozelliklerini kullanarak ayirma iglemini gergeklestirilirken, ¢oktiirme yonteminde
ise (amonyum siilfat, izoelektrik, aseton,) proteinlerin ¢oziiniirliik 6zelliklerinden

yararlanilmaktadir (Kumar and Sharma, 2015).

Coktiirme yonteminde ilk dnce ekstraksiyon islemi uygulanmaktadir. Uygun
kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyon islemi ile proteinlerin ¢dzgen yardimiyla
ham maddeden ayrilmasi saglanir. Ardindan, ¢oktiirme asamasinda, ¢dozgen i¢inde
bulunan proteinlerin ¢oziiniirliigii azaltilarak ¢oktiiriiliir (Novak ve Havlicek,
2016). Elde edilen proteinler kuru maddede igerdikleri protein miktarina gore
siniflandirilmaktadir. Protein igerigi minumun %65 ve lizerinde olanlar protein
konsantresi iken, %90 ve lizerinde protein i¢erigine sahip olanlar ise protein izolat

olarak adlandirilmaktadir (Oreopoulou and Tzia, 2007).

Proteinlerin ekstraksiyon ve ¢oktiirme islemleri temel olarak ¢Oziiniirlik
esaslarina dayananmaktadir. Protein ¢oziiniirligli sicaklik, iyonik kuvvet ve pH
degeri gibi bircok faktorden etkilenmektedir. Alkali ekstraksiyon/izoelektrik

coktlirme ve tuz destekli ekstraksiyon/ amonyum siilfat ile ¢oktliirme yontemleri
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gida uygulamalarinda siklikla kullanilan, yiiksek verimde protein elde edilebilen

yontemlerdendir (Novéak ve Havlicek, 2016).

2.4.1 Alkali Ekstraksiyon/ Izoelektrik Coktiirme Yontemi

Alkali ekstraksiyon isleminin proteinde bulunan hidrojen baglarini
pargalayip, hidrojeni siilfat gruplarindan ayirmaya yardimci oldugu, boylece, yiizey
yiikii artan protein molekiillerin suda daha yiiksek ¢oziliniirliik gosterdigi yapilan
caligmalarla kanitlanmistir (Shen et al., 2008). Dolayisiyla ekstraksiyon isleminde
yiiksek alkali ¢ozeltilerin kullanilmasi protein verimini arttirmaktadir. Proteinlerin
yapilarinda hem amino (-NH2) hem de karboksil grubu (-COOH) bulunmaktadir.
Bundan dolayr bulunduklar1 ortamin pH degerine bagl olarak asit veya baz gibi
davranmaktadirlar (Saldamli ve Temiz, 2017). Ancak, her bir proteinin kendine
0zgl net yiikiiniin sifir oldugu bir pH degeri vardir ve bu pH degeri izoelektirik
nokta olarak adlandirilmaktadir (Burgess, 2009). Proteinler izoelektrik noktada en
diisiik ¢oziiniirlik gostermektedir ve bu noktada proteinler ¢ozelti i¢inde ¢okme
egilimindedirler. Dolayisiyla alkali ekstraksiyon/ izoelektrik ¢oktiirme yonteminde
proteinlerin farkli pH degerlerinde gosterdigi ¢oziiniirliik esas alinarak proteinler

elde edilmektedir.

Gida uygulamalarinda kullanilmak tizere bitkisel kaynaklardan protein tozu
eldesinde alkali ekstraksiyon/izoelektirik ¢oktiirme yontemi siklikla kullanilan bir
yontemdir. Boye ve arkadaslarinin (2010) sar1 bezelye, kabuli ve desi nohut, yesil
ve kirmizi mercimek ile yaptig1 bir ¢aligmada; sar1 bezelye ve nohut 1:15 kati:sivi
oraninda, pH 9,5 degerinde 35 °C’de ektraksiyona tabii tutulurken, kirmizi ve yesil
mercimek i¢in ekstraksiyon pH 9 degerinde, 1:10 kati: siv1 oraninda ve 25 °C’de
gergeklestirilmistir. Ardindan, tiim ham maddeler i¢in pH 4,5 degerinde 30 dk.
boyunca ¢oktiirme islemi uygulanmistir. Calisma sonunda elde edilen sar1 bezelye,
kabuli nohut, desi nohut, kirmiz1 ve yesil mercimek protein izolatlarinin protein
igerikleri sirasiyla %81,7, %63,9, %73,6, %78,2 ve %79,1 olarak tespit edilmistir.
Kaushik ve arkadaslarinin (2016) keten tohumundan protein izolat1 eldesi ile ilgili
yaptig1 bir calismada ekstraksiyon pH 8,6 degerinde, kati: ¢dzgen oran1 1:16 olacak
sekilde 24 sa boyunca gerceklestirilmis, daha sonra pH 4,2 degerinde 4 °C’de 16 sa

¢oktiirme islemi uygulanmis ve ¢alisma sonunda %90,6 saflikla protein izolat1 elde
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edilmistir. Baska bir ¢alismada ise kenevir tohumu kiispesinden protein izolati
tiretimi amaclanmistir. Protein ekstraksiyonu pH 10 degerinde, 1:20 kati:sivi
oraninda 2 sa 35 °C’de gergeklestirilmis, daha sonra pH 5 degerinde 4 °C’de gece
boyunca ¢oktiirme islemi uygulanmis ve ¢alisma sonunda %91,4 protein igerigine

sahip protein izolatlar1 elde edilmistir (Hadnadev et al.,2018).

Alkali ekstraksiyon/ izoelektrik ¢oktiirme yontemi pH degerine bagh
¢Oziiniirliik esasina dayanan bir yontemdir. Uygun ekstraksiyon kosullarinda (kat1:
sivt orani, sicaklik, siire ve pH degeri) gerceklestirilen ekstraksiyon sonunda
ekstraktin  pH degeri izoelektrik noktasina ayarlanmasi ile proteinler

¢oktiirtilmektedir.

2.4.2 Tuz Destekli Ekstraksiyon/Amonyum Siilfat Coktiirme Yontemi

Tuz destekli ekstraksiyon/ amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi, protein
molekiillerin iyonik siddetinin ayarlanarak protein ¢oziiniirligiinii degistirme
esasina dayanan bir yontemdir. Protein ¢ozeltisine diisiik tuz konsantrasyonu
eklendiginde tuz iyonlar1 protein molekiilleriyle elektrostatik etkilesime girerek
proteinlerin diger molekiillerle bag yapmasini engeller, bdylece proteinlerin
¢Oziinlirligli artar. Bu olaya ‘tuz ile ¢oziindiirme (salting- in)’ denir (Novéak ve
Havlicek, 2016). Protein ¢ozeltisinde tuz konsantrasyonu arttikg¢a bir siire sonra
iyonik siddet de artar ve proteinlerin ¢oziiniirliigli azalir. Bu olaya da ‘tuz ile
coktiirme (salting-out)’ denir (Wingfield, 1998). Tuz konsanstrasyonu arttikca, su
molekiilleri proteinlerle degil, artan tuz iyonlan ile etkilesime gecerek ylizey
gerilimini arttirir. Bu durum da proteinlerin daha siki katlanmasina neden olur.
Protein ylizey alaninin azalmasiyla da daha az protein-su etkilesimi meydana gelir,
bdylece protein molekiiliinde bulunan hidrofobik gruplar birleserek ¢ozelti icinde
cokerler (Novak ve Havlicek, 2016). Tuz ile ¢oktiirme yonteminde potasyum
kloriir, sodyum kloriir gibi birgok farkli tuzlar kullanilabilse de amonyum siilfat,
protein yapisini korumasiyla, yiiksek ¢oziintirliik gostermesi ve ucuz olmasiyla en

cok tercih edilen tuzdur (Burgess, 2009).

Tuz destekli ekstraksiyon/amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminden sonra
tuzu uzaklastirmak amaciyla diyaliz islemi gergeklestirilmelidir (Duong-Ly et al.,

2014). Diyaliz islemi, diyaliz torbasinda bulunan yiiksek konsanstrasyondaki tuzun
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yart gecirgen zar yardimiyla tampon c¢ozeltisine diflizyon yoluyla geg¢mesi
prensibine dayanmaktadir. Diyaliz torbasi, ¢ozeltiden tuzun uzaklagmasini

saglayarak proteinlerin saflagsmasini saglamaktadir (Purwanto, 2016).

Tuz ile ¢Oktiirme yonteminde her ne kadar proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi
bozulsa da proteinler denatiire olmazlar (Panadare and Rathod, 2018). Bundan
dolay1r tuz ile c¢oOktiirme yontemi genellikle protein ve enzim saflagtirma
islemlerinde kromatografik uygulamalarinda 6n islem olarak gergeklestirilmektedir
(Ito, 2000; Purwanto, 2016; Li et al., 2018; Panadare and Rathod, 2018; Negi et al.,
2018, McCue, 2014). Koksal ve arkadaglarmin (2012) yaptigi bir ¢alismada su
kabagindan peroksidaz enzimi liretimi amaglanmistir. Bunun i¢in, 20 g su kabagi
unu 50 ml pH degeri 7 olan fosfat tamponu ile ekstrakte edilmis, %60-90° lik
amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmis, 12 sa 4 °C’de yapilan diyaliz ile tuz
uzaklagtirildiktan sonra kromatografik yontemle saflastirma islemi tamamlanmaistir.
Nitsawang ve arkadaslarinin (2006) Carica papaya lateksinden papain enzimi
iiretimi ile ilgili yaptiklar1 bir calismada ise iki asamali tuz ile ¢oktlirme yontemi
kullanilmustir. Lateks, 3:1 kati:sivi oraninda, pH degeri 5,6 olan 40 mM sistein ile
4 °C’de 15 dk. boyunca ekstraksiyon islemine tabii tutulmus, ardindan %45°lik
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir ve sonug olarak %96 verim elde edilmistir.
Yapilan bagka bir ¢alismada, Albizia lebbeck tohumlaridan tripsin inhibitori elde
edilmistir. Un haline getirilen Albizia lebbeck tohumlart 10:1 oraninda, pH 7.5
degerinde sodyum fosfat tamponu ile 30 dk. boyunca ekstrakte edilmis, %20 ve
%380’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Ardindan diyalize birakilan
cokeleklerin kromatografik yontem ile saflastirma islemi tamamlanmistir (Sharma
etal., 2012). Son olarak, depolanmis ve yeni hasat edilmis seker kamisindan seliilaz
enzimi dretimi ile ilgili bir caligmada, pH degeri 4,8 olan sitrat tamponu ile
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmis ve daha sonra %80’lik amonyum siilfat
coktiirmesi uygulanmistir. Calisma sonunda depolanmis ve yeni hasat edilmis seker
kamigindan sirasiyla %35 ve %49 verimde seliilaz elde edilmisir (Adetuyi et al.,
2018).

[zoelektrik ve amonyum siilfat ¢oktiirme yontemlerin her hammaddede
farkli protein verimlerine neden oldugu literatiir calismalarinda belirtilmistir.

Bundan dolay1, yiiksek verimde protein eldesi i¢in hammaddeye en uygun yontemin
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bulunmasi gerekmektedir. Alsohaimy ve arkadaslarinin (2007) mercimek proteini
tretimi ile ilgili yaptig1 bir ¢alismada izoelektrik ¢Oktiirme, amonyum stilfat
¢oktiirme ve alkol ile ¢oktiirme yontemleri ile protein izolatlar1 tiretilmistir. Calisma
sonunda, amonyum siilfat ve alkol ile ¢oktiirme yontemleri ile sirastyla %93 ve
%100 protein veriminde protein izolatlari iiretildigi belirtilmistir. Cay yapraklariyla
ilgili yapilan bir ¢alismada ise izoelektrik ¢oktiirme, amonyum siilfat ile ¢oktiirme
ve izoelektrik/amonyum stilfat ¢oktiirme yontemleri ile iiretilen proteinlerin protein
igerikleri karsilastirilmis ve izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle
tiretilen protein izolatlarinin %89,70 ile en yiiksek protein igerigine sahip oldugu
bulunmustur (Cui et al., 2017). Son olarak patates protein konsantresi liretimiyle
ilgili yapilan bir ¢caligmada izoelektrik ve amonyum siilfat ¢oktliirme yontemleri
protein icerigi acisindan karsilastirilmis ve izoelektrik ¢Oktiirme yoOntemiyle
tiretilen protein konsantrelerinin %85,80 ile en yiiksek protein igerigine sahip
oldugu belirtilmistir (Zhang et al., 2017).

Alkali  ekstraksiyon/izoelektrik ~ ¢oktiirme  ve  tuz destekli
ekstraksiyon/amonyum siilfat ile ¢oktiirme yontemleri ile birlikte yiiksek kalitede
protein iiretimi miimkiin olabilmektedir. Coktiirme yontemlerin ucuz olmasi ve
kaliteli protein eldesini saglanmasindan dolay1 bu yontemler, gida endiistrisinde

siklikla kullanilan yontemlerdir (Burgess, 2009).

2.5 Ekstraksiyon Parametrelerinin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Protein eldesinde ekstraksiyon asamasi dnemli bir islem olup, proteinlerin
¢Oziiniirliiglinlin arttirllarak hammaddede bulunan proteinlerin ¢ézgene gegmesi
saglanmaktadir. Proteinlerin ¢oziintirliigiinii, dolayisiyla ekstraksiyonunu etkileyen
bir¢ok faktdr bulunmakla birlikte bunlar; sicaklik, ekstraksiyon siiresi, ortamin pH

degeri, ¢ozgen tiirii ve ¢ozgen: kat1 oranidir.

Sicaklik protein verimini genellikle olumlu etkileyen bir parametredir.
Yiiksek sicaklikta gergeklestirilen ekstraksiyonun hiicre zarmin bozulmasina
yardimct oldugu ve protein ekstraksiyonunu engelleyen seliilloz ve lignin gibi
karbonhidratlar1 parcalayarak proteinlerin ¢oziinmesini sagladig: bir¢ok literatiir
calismasinda belirtilmistir (Sari et al., 2015a; Shen et al., 2008). Ancak, yliksek

sicaklik proteinlerin denatiire olmasina neden oldugundan, dolayisiyla protein
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kalitesini olumsuz etkilemesinden dolayr her hammadde i¢in optimum sicakligin
belirlenmesi gerekmektedir (Zhang et al., 2014). Proteinlerin ekstraksiyonunda
etkili olan en 6nemli parametre ise pH degeridir. Alkali ortam, hiicre duvarinin
par¢alanmasini saglayarak proteinin ekstrakte edilebilirligini kolaylastirmaktadir
(Sari et al., 2015b). Ayrica, proteinler, pozitif ve negatif yiiklerinin esit oldugu
izoelektrik noktasinda (pH: 4-5) ¢oziiniirliikleri diistiktiir ve ¢okme egilimindedirler
(Saldamli ve Temiz, 2017). Bundan dolay1 asidik kosullarda (pH: 4-5)
gergeklestirilen protein ekstraksiyonu verimli olamamaktadir. Protein ekstraksiyon
verimine etki eden bir diger faktor ise iyonik kuvvet, yani tuz konsantrasyonudur.
Diistik konsantrasyonlarda tuz ilavesi protein molekiillerin diger molekiillerle bag
yapmasini engelleyerek proteinlerin ¢oziiniirliigiinii arttirmakta ve bdylece protein
ekstraksiyonunu kolaylagtirmaktadir (Novak ve Havlicek, 2016). Ekstraksiyon
siiresi ve verimi arasinda dogru bir oranti oldugu literatiir g¢aligmalarinda
belirtilmistir. Her ne kadar ekstraksiyon siiresinin artmasi protein ekstraksiyon
veriminin de artmasini saglasa da uzun ekstraksiyon siirelerinin mikrobiyal
bozunma riskini arttiracagindan 6nerilmemektedir. Bundan dolay1 her hammadde
icin uygun ekstraksiyon siiresi belirlenmelidir (Sari et al., 2015b). C6zgen tiirlinlin
ve ¢ozgen: kat1 oraninin da protein ekstraksiyon verimine etki ettigi yapilan literatiir
caligmalarinda belirtilmistir (Nahar et al., 2013; Sari et al., 2015b). Diisiik miktarda
cozgen kullanimi ekstraksiyon sirasinda proteinlerin hizli bir sekilde difiizyon
olmasini saglamaktadir. Cézgen miktar1 arttirildiginda ise ¢6zgende bulunan
protein konsantrasyonu ile hammaddeki protein konsantrasyonu farki artmakta, bu
durum proteinin ¢ézgene ge¢mesi i¢in itici bir giic olusturmaktadir. Fakat, fazla
miktarda ¢6zgen kullanimi endiistriyel iiretimde maliyetli olmasindan ve ayrica
cevreye verdigi olumsuz etkiden dolayr miimkiin degildir. Dolayisiyla, optimum

¢ozgen: kat1 oran1 belirlenmelidir (Sari et al., 2015b).

Proteinlerin eldesinde son iirlin olarak {iretilen protein konsantre ve
izolatlarinin protein igerigi, protein ekstraksiyon verimine baghidir. Dolayisiyla,
yiksek verimde protein eldesi igin, protein ekstraksiyonunu etkileyen

parametrelerin optimizasyonun yapilmasini 6nemli kilmaktadir.
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2.5.1 Optimum Ekstraksiyon Kosullarimin Belirlenmesi

Protein ekstraksiyon veriminde pH degeri, sicaklik, ekstraksiyon siiresi,
¢Ozgen tiirii ve cozgen: kat1 oran1 gibi birgok faktor etkili olmaktadir. Yiiksek
verimde protein ekstraksiyonu i¢in bu parametrelerin optimum degerleri
belirlenmelidir. Bunun i¢in, farkli parametre degerlerin protein ekstraksiyon
verimine nasil etki ettiginin arastirildig1 ve ayrica yanit yiizey yonteminin (RSM)
kullanildig1 birgok g¢alisma bulunmaktadir (Ma et al., 2010; Lopez et al., 2018;
Jarpa—Parra et al., 2014; Oomabh et al., 1994).

Firatligil-Durmus ve Evranuz (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada
kirmiz1 biber g¢ekirdeklerinden protein ekstraksiyonu gerceklestirmek amaciyla
ekstraksiyon parametleri; sicaklik (30, 35, 40, 45, 50°C), siire (20, 30, 40, 50, 60
dk.), pH degeri (7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0), ¢ézgen: kat1 oran1 (10:1, 15:1, 20:1, 25:1,
30:1 v/w) yanit yiizey yontemi (RSM) ile protein verimine gore optimize edilmistir.
RSM sonuglarina gére optimum degerler, 31 °C, pH 8,8 degeri, 20 dk. ve 21:1
cozgen:kat1 orani olarak belirlenmistir. Bu parametre degerlerinde gerceklestirilen
ekstraksiyon sonucunda ise protein verimi %12,24 olarak bulunmustur.
Miirdiimiikten (Lathyrus sativus L.) protein eldesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise
pH degeri (2,5-10), suzhammadde oranmi (5:1-30:1 v/w) ve siire (20-80 dk.)
parametreleri yanit yiizey yontemi (RSM) ile optimize edilmis ve RSM sonuglarina
gore pH degeri 9,96, su:hammadde oran1 15:1, ekstraksiyon siiresi ise 58 dk.
optimum nokta olarak belirlenmistir. Bu noktada firetilen protein izolatlarinin
protein igerigi ise %92,50 bulunmustir (Feyzi et al., 2018). Mechmeche ve
arkadaglarinin (2017) domates c¢ekirdegi kiispesinden protein izolati iiretimini
amagladiklart bir ¢alismada ekstraksiyon sicakligi (30 °C) ve pH degeri (7,5) sabit
tutulup, ekstraksiyon siiresi (0,18,36,54,72 sa), karistirma siiresi (10,15,20,25, 30
dk) ve su: hammadde orani1 (20:1, 40:1, 60:1, 80:1, 100:1) parametreleri yanit ylizey
yontemi (RSM) ile optimize edilmistir. RSM sonuglaria gore, su: hammadde orani
82,81, karistirma siiresi 24,56 dk. ve ekstraksiyon siiresi 49,76 sa bulunmus ve bu
kosullarda gerceklestirilen ekstraksiyon igslemi sonunda protein verimi %80,37
olarak belirlenmistir. Bir diger calismada mercimek unundan protein izolati
tiretilmistir. Bunun icin pH degeri (9 ve 11) ve kati:¢6zgen orani (1:20 ve 1:10)
yanit yiizey yontemi ile (RSM) optimize edilmis ve optimum nokta pH 9 degeri ,
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kati: ¢ozgen orami 1:10 olarak bulunmustur. Belirlenen optimum noktalarda
gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda protein verimi 14,5 g ekstrakt/100 g
mercimek unu ve protein igerigi ise 82 g protein/100 g ekstrakt olarak rapor

edilmistir (Jarpa-Parra et al., 2014).

Protein ekstraksiyonunda etkili olan parametreler ve bu parametrelerin
etkilesimi ekstraksiyon verimini biiylik 6lciide etkilemektedir. Bundan dolay1 bu
parametrelerin optimizasyonunun yapilmasi yliksek verimde protein eldesi i¢in

Onem arz etmektedir

2.6 Enzimatik On Islemlerin Protein Ekstraksiyonu Verimine Etkisi

Gida uygulamalarinda kullanilan protein ekstraksiyon yontemleri hem
protein veriminde hem de proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri konusunda yetersiz
kalabilmektedir. Enzim destekli ekstraksiyon yontemi ile hammaddede hiicre
duvarinda bulunan ve proteinlerin ekstraksiyonunu engelleyen seliiloz,
hemiseliiloz, lignin ve pektin gibi polisakkaritlerin parc¢alanarak hiicre i¢indeki
proteinlerin ekstraksiyonu saglanmaktadir. Ayrica, protein ekstraksiyonunda
kullanilan sert kimyasallar enzim destekli ekstraksiyonda kullanilmamaktadir.
Boylece hem daha kaliteli protein liretimi miimkiin olabilmekte hem de cevreye
olan olumsuz etki en aza indirilmektedir (Nadar et al., 2018). Bu durumda, enzim
destekli ekstraksiyon yontemi ile daha ilimli kosullarda yiliksek verimde ve
fonksiyonel ozellikle, besleyici degeri yiiksek protein izolat1 veya konsantresi

uiretilebilmektedir (Rosenthal et al.,2001).

Enzim destekli ekstraksiyon yonteminde bir¢ok enzim ve enzim karigimlar
kullanilmaktadir. Cizelge 2.2°de protein ekstraksiyonunda kullanilan ticari

enzimler verilmistir.
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Cizelge 2.2 Enzim destekli ekstraksiyon igleminde kullanilan bazi ticari enzimler

Hammadde Ticari Enzim Kaynak

Zeytin yapragi Celluclast 1.5L (seliilaz) Vergara-Barberan et al., 2015

Cay yapragi Notraz, Alkalaz, Protamex Shen et al., 2008

kiispesi ve Flavourzyme

Piring kepegi Celluclast, hemiseliilaz, Hanmoungjai et al., 2002
Pectinex Ultra SP-L,
Viscozyme L,

Soya fasulyesi unu | Celluclast, Hemiseliilaz, Rosenthal et al., 2001
Pektinaz, Proteaz

Yulaf kepegi Viscozyme- L Liu et al., 2008

Bitkisel kaynaklardan protein eldesinde proteolitik aktiviteye sahip alkalaz,
ndtraz ve protamex gibi ticari enzimler kullanildigr gibi hiicre duvarinda bulunan
polisakkaritleri pargalayan ticari seliilaz ve hemiseliilaz gibi karbonhidrazlar da
kullanilmaktadir (Voudouris et al., 2017). Buna ek olarak Pectinex Ultra SP-L gibi
ticari enzimler de bitkisel kaynaklardan protein eldesinde kullanilmaktadir (Cizelge
2.2).

Enzim destekli ekstraksiyon yonteminde her hammaddenin kimyasal ve
fizyolojik yapisina gore farkli enzimler kullanilmaktadir. Boylece, gerceklestirilen
ekstraksiyon ile daha 1limli kosullarda, daha yiiksek verimde ve kalitede protein
elde edilebilmektedir. Liu ve arkadaslar1 (2008) Viscozyme L enzimi yardimiyla
yulaf kepeginden protein tiretimini amaglamiglardir. Bunun i¢in, enzim miktar ile
birlikte, pH degeri, inkiibasyon siiresi ve sicaklik yanit yiizey yontemi (RSM) ile
optimize edilmistir. Optimum kosullarda gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda
Viscozyme L enziminin protein ekstraksiyon verimini %14,76’dan %56,20" ye
arttirdig1 gozlemlenmistir. Kolza tohumu, soya fasulyesi ve mikroalg kiispelerinden
protein eldesi i¢in yapilan bir ¢aligmada, alkali ve enzim destekli ekstraksiyon
yontemleri uygulanmistir. Alkali ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyon verimi soya
fasulyesi i¢in %380, kolza tohumu i¢in %15, mikroalg icin %30 iken, enzim
yardimiyla gergeklestirilen ekstraksiyon ile ekstraksiyon verimlerinin soya i¢in

%090, kolza tohumu i¢in %50, mikroalg i¢in ise, %80’e ulastig1 rapor edilmistir (Sari
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et al., 2013). Latif ve Anwar (2011) susam tohumlarindan enzim destekli
ekstraksiyon yontemi ile protein ekstraksiyonu gerceklestirmiglerdir. Bunun i¢in
Protex 7L, Alcalase 2.4L, Viscozyme L, Natu-zyme ve Kemzyme olmak tiizere
farkli enzim karisimlari denenmis ve en yiiksek protein veriminin (%87,1) Protex
7L ile saglandign gozlemlenmistir. Inka fistig1 (Plukenetia Volubilis) kiispesi ile
ilgili yapilan bir calismada ise Alcalase 2.4L enzimi kullanilarak protein
ckstraksiyonu  gergeklestirilmistir. Bunun i¢in hem alkali ekstraksiyon
parametreleri (sicaklik, ¢ozgen: kat1 orani, NaCl konsanstrasyonu) hem de enzim
destekli ekstraksiyon parametreleri (enzim konsantrasyonu, siire) yanit ylizey
yontemi ile optimize edilmistir. Optimum kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyon
sonucunda alkali ekstraksiyonla ulasilan %29,7 protein veriminin, enzim destekli

ekstraksiyon ile %44,7 protein verimine ulastig1r gézlemlenmistir (Chirinos et al.,

2017).

Enzimatik ekstraksiyon yontemi yaprak proteinlerinin ekstraksiyonunda
siklikla kullanilan bir yontemdir (Nadar et al., 2018; Sari et al., 2015b; Wang et al.,
2008; Mudgett et al., 1978). Yaprak proteinleri suda ¢6ziiniir ve suda ¢6ziinmez
olmak tizere iki fraksiyondan olusmaktadir ve suda ¢6ziinmez proteinler olarak da
adlandirilan membran proteinleri kloroplastta bulunan klorofil ile karmasik bir yap1
olusturmaktadirlar (Lamsal ve ark., 2007). Bu durum proteinlerin ekstraksiyonunu
zorlagtirmaktadir. Klorofile bagh karmagik yapida bulunan bu proteinler, enzim
yardimiyla hiicre ¢eperinin ve zarmin pargalanmasi saglanarak ekstrakte
edilebilmektedirler. Vergara-Barberan ve arkadaslarinin (2015) yaptigi bir
calismada enzim destekli ekstraksiyon ile zeytin yapraklarindan protein
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bunun igin kullanilan Celluclast 1.5L enzimi,
yaprak dokusunda bulunan mezokarp yapisimi pargalayarak yaprak proteinlerin
ekstraksiyonuna yardimci olmustur. Baska bir ¢alismada, mikroalglerden alkali ve
enzim destekli ekstraksiyon ile protein ekstraksiyonu saglanmistir. Alkali
ekstraksiyonla %32,7 ekstraksiyon verimine ulasilirken, proteaz (Protex 40XL)
enziminin kullanimi ile ekstraksiyon veriminin %73,2’ye ulagtig1 gdzlemlenmistir.

(Sari et al., 2016).

Enzimatik ekstraksiyon yontemi ile hem ekstraksiyon verimi hem de

proteinlerin kalitesi arttirilabilmektedir. Ozellikle yaprak proteinlerinin fizyolojik
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yapisindan dolayr karsilasilan diisiik ekstraksiyon verimi enzim yardimiyla
giderilebilmektedir. Enzimatik ekstraksiyon ile diisiik maliyette yliksek kalitede
proteinlerin iiretimi miimkiin oldugundan dolayi, bu yontemin gida endiistrisinde

kullaniminin arttirilmasi igin ¢alismalar yayginlastirilmalidir (Nadar et al., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Tez ¢alismas1 kapsaminda bitkisel protein {iretimi i¢in hammadde olarak
ebegiimeci yapraklar1 (Malva sylvestris) kullanilmistir. Ebeglimeci, Kasim-Aralik
aylari igerisinde yerel bir pazardan temin edilmis, yapraklari saplarindan ayrildiktan
sonra tlizerindeki c¢amur ve toprak yikanarak uzaklastirilip, -18 °C’de
dondurulmustur. Enzimatik ekstraksiyon isleminde kullanilan Pectinex Ultra SP-L,
Novozymes (Danimarka) firmasindan temin edilmistir. Bradford yontemi ile
toplam protein miktari analizinde, standart egrinin olusturulmasinda Thermo Fisher

Scientific firmasindan Bovine Gamma Globulin (2 mg/mL) kullanilmistir.

Sekil 3.1. Tez calismasi kapsaminda kullanilan ebegiimeci (Malva sylvestris)

yapraklart.

3.2 Yontem

3.2.1. Protein Ayirma Yontemleri

Ebegilimeci yapragindan protein eldesi i¢in izoelektrik ¢oktiirme, amonyum
siilfat ile ¢oktirme ve izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemleri

uygulanmaistir.
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3.2.1.1 izoelektrik Coktiirme Yontemi

Ebegiimeci yapraklar1 1:15 oraninda pH 5,5 degerinde asetat tamponuyla
karistirildiktan sonra Ultra-Turrax T25 basic IKA-WERKE marka homojenizator
ile 2 dk. boyunca pargalanarak homojenize edilmistir. Elde edilen ¢6zelti su
banyosunda 200 rpm’de 30 °C’de 45 dk. ¢alkalanmistir. Daha sonra, I M NaOH ile
cozeltinin pH degeri 8,5 ayarlanmis ve tiilbent ile siliziilmiistlir. Siziintii su
banyosunda 30 °C’de 30 dk. boyunca 200 rpm’de calkalandiktan sonra, 1 N HCl
ile stiziintiniin pH degeri 4,5 ayarlanmis ve 30 °C’de 30 dk. 200 rpm’de
karigtirilarak proteinlerin  ¢oktiiriilmesi islemi gerceklestirilmistir. Ardindan,
santrifiij (Niive-NF 800 marka, Tirkiye) islemi uygulanarak (4000 rpm, 30 dk.)
cokelek elde edilmistir. Son olarak, ¢okelek -48 °C’de vakum altinda 9 sa boyunca
liyofilizatorde (Armfield, HA-308/3) kurutularak, protein tozlar1 elde edilmistir
(Chel-Guerrero et al., 2002) (Sekil 3.2).
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Ebegilimeci
(Malva sylvestris)

v

pH 5,5 asetat tamponu
ekleme (kati: ¢6zgen= 1:15)

v

Ultra-Turaks ile pargalama
(900 rpm 2 dk)

Sicaklik: 30°C | .
Sire: 45 dk Ekstraksiyon

200 rpm *

pH 8,5 degerine
ayarlama

v

Sicaklik: 30 °C _,

Siire: 30 dk Stizme
200 rpm karistirma #
Sicaklik: 30 °C ) pH 4,5 degeri
Siire: 30 dk ne ayarlama
200 rpm karistirma ¢

4000 rpm 30 dk —» Santrifiij

v

Cokelek

Vakum altinda, -48 Dondurarak
°C’ de 9 saat kurutma

Sekil 3.2 Ebegiimeci yapraklarindan izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle

protein tozu tiretimi

3.2.1.2 Amonyum Siilfat ile Coktiirme Yontemi

Ebegiimeci yapraklart 1:15 oraninda pH 7,5 degerinde fosfat tamponuyla
karistirildiktan sonra kaynama noktasina kadar 1sitilmis, ardindan oda sicakligina
sogutulmustur. Karigim, Ultra-Turrax T25 basic IKA-WERKE marka
homojenizator (900 rpm’de 3 dk.) ile homojenize edildikten sonra tiilbent ile
stiziilmis, siiziintli manyetik karistirict yardimiyla 300 rpm’de 60 dk. oda
sicakliginda karistirilmistir. Daha sonra, santrifiij (4000 rpm 10 dk.) ile siiziintliniin
cokelek ve siipernatant kismi ayrilmis, ¢okelege yikama islemi uygulanmis (4000

rpm, 10 dk.) ve ilk santrifiijde elde edilen siipernatant kismina eklenmistir.
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Ardindan, siipernatanta %85 konsantrasyonunda amonyum siilfat eklenmis ve 4000
rpm’de 60 dk. boyunca santrifiij islemi uygulanarak proteinler ¢oktiiriilmiistiir.
Protein ¢okeltisinde bulunan tuzun uzaklastirlmasi amaciyla diyaliz islemi (4 °C/
16 sa) uygulanmistir. Bu amagla 6-8 kDa por genisliginde membranlar (Sigma-
Aldrich) kullanilmistir. Tuz uzaklagtirma isleminden sonra proteinler, -48 °C’de 9
sa boyunca liyofilizatérde (Armfield, HA-308/3) kurutularak protein tozlari elde
edilmistir (Koksal ve ark., 2012) (Sekil 3.3).

Ebegilimeci
(Malva sylvestris)

¥

pH 7,5 fosfat tamponu
ekleme (kati: ¢ozgen= 1:15)

v

Kaynatma (87 °C)

v

Ultra-Turaks ile pargalama
(900 rpm 3 dk)

Karigtirma: 300 rpm, > .

v

Santrifiij

v

Stipernatant
(6ziit)

y

Oda sicakliginda, amonyum > TUZ ile
siilfat %85, 1 saat, ¢Oktirme

¢

Santrifiij

v

Pelet

¢

4°C’de 16 saat —» Diyaliz

v

Vakum altinda, -48 Dondurarak
°C’ de 9 saat kurutma

\>

Cokelek ayrilir

4000 rpm 10 dk >

4000 rpm 60 dk .

Sekil 3.3 Ebegiimeci yapraklarindan amonyum siilfat ¢oktlirme yontemiyle

protein tozu iiretimi
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3.2.1.3 izoelektrik/Amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi

[zoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminde, amonyum siilfat
¢oktiirme yoOnteminin basamaklari benzer sekilde uygulanmistir. Fakat, tuz
ilavesinden once ¢ozeltinin pH degeri 5,5°e ayarlanmis, daha sonra tekrar amonyum

siilfat ¢oktiirme yonteminin islem basamaklari takip edilmistir (Cui et al., 2017).
3.2.2 Ekstraksiyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Tez calismamizda pH degeri ve kati:¢dzgen orami parametreleri literatiir
caligmalar1 ve yapilan 6n denemeler esas alinarak sirasiyla 8,5 ve 1:20 olarak
belirlenmistir. (Lv et al., 2011; Firathgil-Durmus and Evranuz, 2010). Sicakligin
protein verimine etkisini incelemek amaciyla belirlenen sicaklik degerleri, 25, 38,
50, 63, 75 ve 95 °C sicaklikta yapilan 6n denemeler sonucunda belirlenmis, 60,70
ve 80 °C bulunmustur. Uygun ekstraksiyon siiresini belirlemek ve siirenin protein
verimi lizerine etkisini incelemek icin ise 60 ve 120 dk.’da ekstraksiyon islemleri

gerceklestirilmistir (Qiaoyun et al., 2017; Ma et al., 2010).

Enzimatik ekstraksiyon islemi ig¢in poligalakturonaz, pektinesteraz, ve
pektin  trans eliminaz (PTE), hemiselilaz ve selillaz  enzimlerin
kombinasyonlarindan olusan Pectinex Ultra SP-L (enzim aktivitesi 3800
PGNU/ml) enzimi se¢ilmistir. Ekstraksiyon islemi dncesinde enzim uygulamasi 45
°C’de, 30 dk. ve enzim konsantrasyonu %8 olacak sekilde gerceklestirilmistir
(Ozkan ve Bilek, 2015).

Ebegiimeci yapragindan protein tozu iiretimi i¢in uygulanan ekstraksiyon
asamasina enzimatik ekstraksiyon isleminin eklenmesiyle olusan son akim semasi

Sekil 3.4 *de gosterilmektedir.



Enzim konsantrasyon: %8

Sicaklik: 45 °C ——»

Siire: 30 dk

Sicaklils 60,70 ve 80 °C
Siire: 60 ve 120 dk

Kanstrma: 300 rpm, 30
dk

4000 rpm 10 dk

I NHCl ——»

Oda sicakliginda, amonyum
siilfat %085, 1 saat,

4000 rpm 10 dk

4°C’de 16 saat —

Vakum altinda, 48
°C" de 9 saat

Sekil 3.4 Ebeglimeci yapragindan enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat
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yontemi ile yapilan protein tozu {iretimi akis semast
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3.2.3 Dondurarak Kurutma

Ebeglimeci yapraklarindan elde edilen ekstraktlar Armfield, HA-308/3
marka liyofilizatorde vakum altinda -48 °C’de 9 sa boyunca kurutularak toz

formunda bitkisel protein eldesi saglanmistir

3.2.4 Analiz Yontemleri

Hammaddeye ve protein tozlarina uygulanan analizler ayr1 bagliklar halinde

asagida verilmistir.

Hammadde olarak belirlenen ebegilimeci yapraklarina toplam kuru madde
(AOAC, 1990), toplam kiil (Rannou et al., 2015), toplam protein (Kjeldahl, 1883;
Dumas, 1826) ve amino asit kompozisyonu (Sanchez-Vioque et al., 1999) analizleri
uygulanmistir. Ayrica, ekstraksiyon ve ¢oktiirme islemlerinin sonucunda toplam
protein orani (Bradford, 1976) belirlenmistir. Uretilen protein tozlarnin kalite
ozelliklerini belirlemek amaciyla ise toplam kuru madde (AOAC, 1990), toplam
kiil (Rannou et al., 2015), su aktivitesi (Shih et al., 2016), toplam protein (Kjeldahl,
1883), amino asit kompozisyonu (Sanchez-Vioque et al., 1999), protein
coziinlirliigli (Gonzalez-Perez, 2003), renk (Salgado et al., 2011), y1gin yogunlugu
(Kaur et al., 2015), sikistirilmis y1gin yogunlugu (Kaur et al., 2015), Carr endeks
degeri (Jinapong et al., 2008), partikiil yogunlugu (Erbay, 2013), islanabilirlik
(Jinapong et al., 2008) ve dagilabilirlik (Jinapong et al., 2008) analizleri yapilmistir.

3.2.4.1 Hammaddeye Yapilan Analizler

3.2.4.1.1 Toplam Kuru Madde Analizi

Toplam kuru madde oranin belirlenmesi i¢in AOAC, 1990’ da belirtildigi
sekilde agirlig: bilinen petri kaplarina drnekler tartilmis ve 65 °C, vakumu alinmis
etlivde sabit agirliga gelene kadar Ornekler kurutulmustur. Etiivden c¢ikarilan
ornekler desikatorde sogutulup son agirlik kaydedilmis ve % kuru madde asagida
gosterilen Denklem 1’ e gore hesaplanmistir (AOAC, 1990). Toplam kuru madde

analizi ebeglimeci yapraklar ve iiretilen protein tozlari i¢in yapilmstir.
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m m
%KM = ——L x 100 (Denklem 1)

m; —m
m1:Sabit tartima gelen bos petrinin darasi (g)
m2:Ornek+petri daras1 (g)

mM3:Sabit tartima gelen 6rnek+petri darasi (g)
3.2.4.1.2 Toplam Kiil Analizi

Daras1 bilinen krozelere, ebegiimeci yapraklari ve protein tozlari tartilip,
550 °C’de 5 sa yakilarak toplam kiil miktar1 belirlenmistir (Rannou et al., 2015).

Toplam kiil analizi hem hammaddeye hem de protein tozlarina uygulanmistir.

3.2.4.1.3 Toplam Protein Miktar1 Analizi

Ebegiimeci yapragi ve protein tozlarinin toplam protein miktar1 Kjeldahl
(Kjeldahl, 1883) ve Dumas (Dumas, 1826) yontemlerinde belirtildigi gibi
orneklerin toplam azot miktar1 belirlendikten sonra, 6,25 doniisiim faktori

kullanilarak hesaplanmistir (Barros et al., 2010; Tabaraki et al., 2012).
3.2.4.1.4 Amino Asit Kompozisyonu Analizi

Ornekler 110 °C’de 6 N HCl ile 24 sa boyunca hidrolize edildikten sonra
ters fazli yiiksek perfomansl sivi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi kullanilarak
amino asit igerigi belirlenmistir. Amino asit igerigi, 100 g protein bagma g amino

asit olarak gosterilmistir (Sanchez-Vioque et al., 1999).
3.2.4.2 Protein Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi

Protein ekstraksiyon veriminin belirlenmsinde Bradford yontemi
kullanilmistir. Bradford yontemi, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
proteinlere baglanmasi ile olusan rengin absorbansinin 6l¢iildiigii kalorimetrik bir
analizdir (Bradford, 1976). Test tiipiine kor icin 100 pL tris-HCI tamponu, diger
tiiplere 100 uL 6rnek konulmus, ardindan {izerine 1 mL Coomassie Brilliant boyasi
eklenmistir. Karanlik ortamda 15 dk. bekletildikten sonra Orneklerin absorbans

degerleri kor degerine kars1 spektrofotometrede 595 nm’de okunmustur. Standart



32

egri grafigi igin ise, test tiiplerine 0,05-0,1-0,12-0,15-0,2-0,225-0,25 mg/mL
konsantrasyonlarinda protein (Bovine Gamma Globulin-2 mg/mL) c¢ozeltileri
hazirlanmis ve bu ¢ozeltilere 1 ml Coomassie Brilliant boyasi eklendikten sonra
karanlik bir ortamda 15 dakika bekletilip 595 nm’de absorbans degerleri okunmus

ve standart egri ¢izilmistir.
3.2.4.3 Protein Tozlarma Yapilan Analizler

Hammaddeye yapilan toplam kuru madde, toplam kiil, toplam protein ve
amino asit kompozisyonu analizleri protein tozlarina da yapilmistir. Hammaddeye

yapilan analizler diginda protein tozlarina uygulanan analizler agagida verilmistir.
3.2.4.3.1 Protein Coziiniirliigii Analizi

Protein tozlari, 4 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde saf suda
coziindiriilmiistiir. Ardindan, ¢ozeltinin pH degeri 0,5 aralikla 2,5 ve 8,5 arasinda
degisen pH degerlerine ayarlandiktan sonra oda sicakliginda 300 rpm’de 2 sa
boyunca karistirilmistir. Daha sonra 6000 rpm’de 15 dk. boyunca santrifiij islemi
gerceklestirilmis, silipernatant ve  baglangigta  hazirlanan 4  mg/mL
konsantrasyonundaki ¢6zeltinin protein miktar1 Bradford (Bradford, 1976) yontemi
ile belirlenmistir. Proteinin ¢oziiniirliigli asagidaki denklemde (Denklem 2)
gosterildigi gibi hesaplanmis ve yiizde olarak ifade edilmistir (Gonzalez-Perez,
2003).

m
%Protein ¢ozunurligiu = ES X 100 (Denklem 2)
t

ms= Siipernatantin protein orani

M= Proteinin baglangi¢ konsantrasyonunun (4 mg/mL) protein orani
3.2.4.3.2 Su Aktivitesi Tayini

Protein tozlarmin su aktivite degerleri Testo marka (Almanya) cihaz ile
belirlenmistir. Toz 6rnek cihazin haznesine yerlestirilmis ve su aktivite degerindeki

degisimin 0.001°den az oldugu durumda deger kaydedilmistir (Shih et al., 2016).
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3.2.4.3.3 Y1gin Yogunlugu Analizi

Toz iirtin 100 mL’lik darasi alinmig bir meziire huni yardimiyla basing
uygulamadan hacim ¢izgisine kadar aktarilmis ve y18in yogunlugu 6rnek agirliginin

hacme oranindan (kg/m3) belirlenmistir (Kaur et al., 2015).
3.2.4.3.4 Sikistirllmis Yigin Yogunlugu Analizi

100 mL’lik meziire aktarilmis olan toz ornege 100 defa sabit kuvvet
uygulanmis ve toz 6rnegin kapladigi son hacim kaydedilmistir. Sonug kg/m? olarak

verilmistir (Kaur et al., 2015).
3.2.4.3.5 Carr Endeks Degerinin Belirlenmesi

Carr endeksi; tirtinlin boyutu, sekli, yiizey alani, yapigskanlik gibi 6zellikleri
hakkinda dolayl bilgi veren bir degerdir. Carr endeks degeri yigin yogunlugu ve
sikistirtlmis yi1gin yogunlugu degerleri kullanilarak belirlenmektedir (Kaur et al.,
2015). Carr endeksine gore toz iiriinlerin akabilirligi hakkinda Cizelge 3.1°de

verilen bilgilere gore yorum yapilabilmektedir.

Cl = Stkistirilmuis yigin yogunlugu — Yigin yogunlugu

100 (Denklem 3
Yigin yogunlugu x (Denklem 3)

Cizelge 3.1 Carr Endeks degerine gore protein tozlarinin akabilirliklerinin

siniflandirilmasi (Jinapong et al., 2008)

CE(%) | Akabilirlik

<15 Cok iyi
15-20 Iyi
20-35 Orta
35-45 Koti

>45 Cok kot
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3.2.4.3.6 Partikiil Yogunlugu Analizi

100 mL’ lik piknometrenin darasi kaydedilmis ve toz {irlin eklenip
tartilmistir (M¢). Ardindan, piknometrenin {izerine 6nce bir miktar petrol eteri
eklenmis ve toz y1gin1 igerisindeki bosluklarin petrol eteriyle dolmasi igin hafifce
kopiirtmeden c¢alkalanmistir Daha sonra, piknometre hacmi petrol eteri ile
tamamlanip son agirlik kaydedilmistir (mp). Ayrica piknometrenin sadece petrol
eteriyle dolu hali de tartilmistir (mp). Sonu¢ asagdaki denklem kullanilarak
hesaplanmis ve kg/m? olarak ifade edilmistir (Erbay, 2013).

(m; — my) X petrol eteri yogunlugu

(mp - mo) — (Mg —my)

Partikil Yogunlugu = (Denklem 4)

3.2.4.3.7 Islanabilirlik Analizi

Islanabilirlik analizinde, 250 mL’lik behere, 100 mL saf su (25 °C)
eklenmistir. Beherde bulunan sivinin yiizeyi ile huninin alt kismi arasindaki uzaklik
10 cm olacak sekilde ayarlanmistir. Huninin igerisine bir cam test tilipl
yerlestirilmis ve 0,1 g toz drnek test tiipiiniin ¢evresine konulmustur. Toz drnegin

tamamiyla 1slanma siiresi kronometre ile belirlenmistir (Jinapong et al., 2008).
3.2.4.3.8 Dagilabilirlik Analizi

Dagilabilirlik analizi i¢in, 50 mL’lik behere 10 mL saf su (25 °C) konulup,
tizerine 1 g toz 6rnek eklenmistir. Daha sonra, bir kasik yardimiyla beherde bulunan
stvi 15 sn boyunca saat yoniinde ve 25 sn saat yoniiniin tersinde dairesel hareket ile
karistiritlmistir. Karisim sonrasinda 212 um’lik elekten siiziilmiistiir. Ardindan
stiziintiden 1 mL 6rnek alinip, darasi bilinen kurutma kabina aktarilarak vakum
etlivde (65 °C) sabit tartima dek tutulmus ve asagidaki denklem kulanilarak sonug

hesaplanmistir (Jinapong et al., 2008).

(10 + a) x b
><100—c
a 2700

%Dagulabilirlik = (Denklem 5)

a: Toz {iriin miktar1 (1 g)
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b: Islem sonras1 siiziintiiniin % kuru madde degeri

c: Toz iiriiniin % nem degeri
3.2.3.3.9 Renk Analizi

Toz oOrneklerin CIELAB renk degerleri (L*, a* ve b*) Hunter-Lab
kolorimetresi Colorflex model renk 6l¢iim cihazi (Management Company, USA)
Ol¢iilmiistiir (Mokni et al., 2018). L* degeri koyuluk ve parlaklifi, a* degeri
kirmizilig (+a*), yesilligi (-a*) ve b* degeri ise maviligi (-b*) sarilig1 (+b*)

gostermektedir (Hunter, 1975).
3.2.4.3.10 istatiksel Analiz

Tim analizler tger tekrarli ve {iger paralel olacak sekilde gerceklestirilmis
ve elde edilen verilerin istatiksel degerlendirilmesi SPSS paket programi (SPSS Inc.
Chicago, IL, ABD) ile yapilmistir. Elde edilen veriler sonuglar {izerine faktorlerin
etkisi varyans analizi uygulanarak tespit edilmistir ve ortalamalar arasindaki

farklilik Duncan ¢oklu karsilastirilma testi (P<0,05) ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, tez calismasinda ham madde olarak segilen ebegiimeci
yapragina ve enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢6ktiirme yontemiyle elde
edilen protein tozlarma iliskin analiz sonuglar1 ile ekstraksiyon kosullarinin

belirlenmesine iligkin analiz sonuglarina yer verilmektedir.

4.1 Ebegiimeci Yapragina Ait Analiz Sonuclar

Ebegiimeci yapraginin toplam kuru madde igerigi %18,58+0,11 olarak
bulunmustur. Literatiir incelendiginde ebegiimeci yapraginin kuru madde igeriginin
%13,77 —17,20 (Tabaraki et al., 2012) ve %23,74 (Barros et al., 2010) arasinda
degistigi bildirilmistir. Ham maddenin toplam kiil miktarinin kuru madde bazinda
%12,55 £0,05 oldugu belirlenmistir. Literatiirde bu degerin ortalama %13,53+0,11
(Barros et al., 2010), %13,10—14,85 (Tabaraki et al., 2012) oldugu belirtilmistir.
Ebegiimeci yapraginda bulunan azot ve protein miktar1 ise Kjeldahl ve Dumas

yontemleri ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.1° de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Ebegiimeci yapraginin Kjeldahl ve Dumas yontemleriyle hesaplanan

azot ve protein miktarlari (%)

Azot Analizi Yontemi | % N (kuru madde) % Protein (N x 6,25)

Kjeldahl 6,06+0,05 37,93+0,31

Dumas 6,40+0,03 40,01+0,23

Literatiirde, yapilan ¢alismalarda yaprak proteinlerin yapisinda bulunan azot
oranina gore 6,25 doniisim faktoriinin kullanildigr bilinmektedir (Cemeroglu,
2013; Barros et al., 2010; Tabaraki et al., 2012; Tenorio et al., 2017a; Cui et al.,
2017). Bu kapsamda, ebegiimeci yapragmin protein oranit Kjeldahl ve Dumas
yontemleri ile belirlenen % azot miktarindan hesaplanmis ve sirasiyla %37,93+0,31
ve %40,01+0,23 bulunmustur. Tez calismasinda ebegiimeci yapraklarinin Dumas
yontemi ile belirlenen protein oraninin Kjeldahl yontemi ile belirlenen protein
oranindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni, Dumas yonteminde

protein olmayan tiim azot bilesiklerinin de oOlgiilerek toplam azot miktarinin
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bulunmasidir (Thompson et al., 2002). Dumas yontemi Kjeldahl yontemi ile
karsilastirildiginda daha hizli  sonug vermekte ve sert kimyasallar
kullanilmamaktadir. Ayrica, Dumas yonteminin azot miktarini belirlemekte daha

dogru sonug verdigi literatiir ¢alismalarinda belirtilmektedir (Simonne et al., 1997).

Literatiir incelendiginde ebegiimeci yapraginin bilesimi ile ilgili kisith
calismalar bulunmakla birlikte, Tabaraki ve arkadaslar1 (2012) Iran’ da yetisen
ebeglimeci yapraklarinin protein oraninin kuru madde bazinda %16,5—18.7
oldugunu, Barros ve arkadaglar1 (2010) ise %12,25 oldugunu belirtmistir.
Ebegiimeci bitkisinin ayni1 cinsten 1500 tiiriniin olmasi, Avrupa, Giiney Afrika ve
Asya gibi genis bir cografyada yetismesi ve kokenin cok eski caglara kadar
dayanmasi yapilan ¢alismalarda ebegilimeci bitkisinin kimyasal kompozisyonunda

farklilar goriilmesine neden oldugu diisiiniilmektedir (Keskin ve ark., 2015).

Proteinin kalitesini belirleyen en 6nemli faktorlerden biri igerdigi elzem
amino asit icerigi ve miktaridir. Bu nedenle, ters fazli yiiksek performansli sivi
kromatografisi (RP-HPLC) yontemi ile ebegiimeci yapraginda bulunan elzem ve
elzem olmayan amino asitler ve bu amino asitlerin oranlar1 belirlenmis ve sonuglar

Cizelge 4.2° de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Ebegiimeci yapraginin amino asit kompozisyonu

Elzem Amino Asitler g/16gN
izol6sin 5,9
Lo6sin 9,6
Lizin 5,8
Metiyonin 1,2
Valin 54
Fenilalanin 4,2
Treonin 6,8
Elzem Olmayan
Amino Asitler

Arginin 7,2
Histidin 2,2
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Tirozin 2,7
Aspartik asit 13,9
Glutamik asit 11,9

Serin 7,5
Prolin 3,3
Glisin 49

Alanin 7,2

Tirozin 2,7

Ebegilimeci yapraginin izolosin, 16sin, lizin, metiyonin, valin, fenilanin ve
treonin gibi protein kalitesinin 6nemli 6l¢iide etkileyen elzem amino asitleri igerdigi
goriilmektedir. Bunun yani sira ebeglimeci yapraginin yiiksek oranda, aspartik asit,
glutamik asit, serin, alanin ve arginin gibi elzem olmayan amino asitleri de igerdigi
saptanmistir. Ebegiimeci yapraginin amino asit igerigi, ticari olarak en ¢ok iiretilen
ve tiiketilen soya proteini ile karsilastirildiginda 6nemli farkliliklarin olmadigi
tespit edilmistir. Hatta, soya proteini elzem amino asitlerden 16sini %7,8, treonini
%3,9 oraninda igerirken, ebegiimeci yapraginin %9,6 16sin, %6,8 treonin igerdigi
saptanmig ve bu degerlerin soya fasulyesinden yiliksek oldugu belirlenmistir
(Kumar et al., 2002). Bu nedenle ebegiimeci yapragmin yeni bir alternatif bitkisel

protein kaynagi olarak degerlendirilebilecegi ongoriilmektedir.

4.2 Protein Tozu Eldesi

4.2.1 Protein Ayirma Yonteminin Belirlenmesi

Proteinlerin elde edilmesi i¢in kullanilan ¢oktiirme yontemleri farkli ham
maddelerde farkli protein verimlerine neden oldugundan dolayr farkli ham
maddeler i¢in en uygun ¢Oktiirme yonteminin belirlenmesi gerekmektedir
(Alsohaimy et al., 2007; Cui et al., 2017; Zhang et al., 2017; Cui et al., 2017).

Bu calismada, ebegiimeci yapragindan protein eldesi icin ekstraksiyon
kosullarinin ~ belirlenmesinden 6nce izoelektrik, amonyum siilfat ve
izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktlirme yontemleri Uygulanmis ve sonuglari Cizelge

4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3 Ebegiimeci yapragina uygulanan ¢oktiirme yontemleri sonucu elde

edilen protein verimleri (%)

Protein Eldesinde Kullanilan Yéntem Protein Verimi (%)
Izoelektrik Coktiirme 14,04+0,422
Amonyum Siilfat Coktiirme 17,30+0,87°
Izoelektrik—Amonyum Siilfat Coktiirmesi 26,53+0,81°

#b-¢-Ayny siitunda farkli harflerle isaretlenen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan dnemlidir
(p< 0,05).

Izoelektrik ¢oktiirme yontemi ile ebegiimeci yapragimdaki proteinin
%14,04’1 elde edilirken amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle %17,30°u elde
edilmistir. Buna karsilik, iki yontemin birlikte uygulandigi izoelektrik/amonyum
stilfat ¢oktiirme yonteminde ebegiimeci yapraklarinda bulunan proteinin %26,53’i
elde edilebilmistir (Cizelge 4.3). En yiiksek protein veriminin izoelektrik —
amonyum siilfat ¢oktiirmesinin birlikte farkli ¢oktiirme yontemlerinin protein
verimine etkisi istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (p<0,05). Yaprak
proteinleriyle ilgili ¢alismalar literatiirde sinirli olmakla birlikte, Cui ve arkadaslar
(2017) ¢ay yapraklarindan protein eldesi icin izoelektrik, amonyum siilfat ve
izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemlerinden ¢alismamizda ulasilan
sonuca benzer sekilde en yiiksek verime izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme

yontemi ile ulasildigini belirlemistir.

Bitkisel proteinlerinin  farkli ¢bzgenlerde gosterdikleri ¢oziinebilir
ozelliklerine gore dort fraksiyondan olustugu ve bu fraksiyonlarin protein ¢oktiirme
yonteminin belirlenmesinde 6nemli oldugu litetatiirde belirtilmektedir (Hadnadev
et al.,, 2017). Bu protein fraksiyonlar1 albiimin (suda ¢dziinen), globiilin (tuz
¢ozeltisinde ¢oziinen), prolamin (alkolde ¢oziinen) ve glutelinler (su, etanol ve
alkolde ¢Oziiniir olmayan) olmak iizere dort grupta incelenmektedir (Osborne,
1924). Bu kapsamda, hammaddede baskin olarak bulunan protein fraksiyonuna
gore en uygun protein c¢oOktiirme yoOntemi secgilerek protein  verimi

arttirilabilmektedir.
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4.2.2 Ekstraksiyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Protein ekstraksiyon veriminde etkili olan parametrelerden pH degeri ve
¢ozgen:kat1 orani yapilan 6n denemeler sonucunda sirasiyla 8,5 ve 20 olarak
belirlenmistir (Lv et al., 2011; Firatligil-Durmus and Evranuz, 2010). Uygun
ekstraksiyon siiresini belirlemek ve siirenin protein verimi {izerine -etkisini
incelemek icin ise 60 ve 120 dk.’da ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmistir
(Qiaoyun et al., 2017; Ma et al., 2010). Ekstraksiyon sicakliginin protein verimine
etkisini incelemek i¢in ise oncelikli olarak 25, 38, 50, 63, 75 ve 95 °C sicakliklarda

on denemeler yapilmistir.

30

23,92

]
[y

]
[=]

Protein Verimi (%)
= =
[en] L

0 20 40 60 80 100
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Sekil 4.1 Ekstraksiyon sicakliginin protein verimine etkisini incelemek i¢in

yapilan 6n denemeler sonucu elde edilen protein verimleri.

Sekil 4.1°de gortldiigii tizere 25, 38, 95 °C’lerde diisiik protein verimi elde
edilirken 50 °C’den 75 °C’ye sicaklik arttig1 saglandiginda protein veriminin de
arttig1 goriilmiustiir. Literatlirde yaprak proteinlerden protein ekstraksiyonun en az
60 °C’de gerceklesmesi gerektigi, fakat baz1 hammaddeler i¢in 120 °C gibi yliksek
sicakliklarin da yeterli gelmedigi belirtilmistir (Sari et al., 2015a). Bizim
calismamizda ise sicakligin 95 °C’ye arttirllmasinin protein verimini olumsuz
etkiledigi goriilmektedir. Bu nedenle, yiiksek verimde protein tozu elde edebilmek
ve sicakliginin ve siirenin protein verimine etkisini incelemek amaciyla 60, 70, 80

°C sicaklikta ve 60 ve 120 dk. siirede ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Bu
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parametrelerde gerceklestirilen ekstraksiyon islemi sonucunda hesaplanan protein

verimleri Cizelge 4.4 ’te verilmektedir.

Cizelge 4.4 Belirlenen sicakliklarda ve siirelerde ger¢eklesen ekstraksiyon

sonucunda elde edilen protein verimleri

Ekstraksiyon | Ekstraksiyon | Protein

Sicakhigr (°C) | Siiresi (dk.) verimi (%)
60 60 17,70+3,83
60 120 16,84+1,84
70 60 19,19+1,27
70 120 21,48+1,73
80 60 41,08+0,20
80 120 33,90+1,87

Cizelge 4.4’te gortildigi gibi sicaklik ve siirenin etkisinin belirlenmesi
sonucunda ham maddede bulunan toplam proteinin %41,08+0,20’si ancak ekstrakte
edilebilmistir. Bu sonucun birka¢ nedeninin oldugu disiiniilmektedir. Bitki
hiicrelerinde yer alan hiicre duvarinin yaprak proteinlerinin ekstraksiyonunda
biiyiik bir engel olusturdugu literatiirde belirtilmektedir. Ozellikle mikroalglerden
protein ekstraksiyonu ile yapilan bir ¢aligmada alkali islemin hiicre duvarinin
tamamen pargalanmasi i¢in yeterli olmadigi saptanmistir (Safi et al., 2013).
Calismamizda, ebegiimeci yapragindan diisiik protein eldesinin nedenlerinden
birinin  hiicre = duvarinin  tamamen  parcalanamamasindan  olabilecegi
diistiniilmektedir. Hiicre duvarinin etkin bir sekilde pargalanmasini etkileyen
faktorlerden bir tanesi de ebegiimecinde yiiksek miktarda bulunan miisilajdir.
Muisilaj temel olarak glukuronik asit, galakturonik asit, ramnoz, galaktoz, fruktoz,
glikoz ve sakkarozdan olusan hiicrenin yapisinda bulunan, suda ¢dziinebilen bir
polisakkarittir ve proteinlerin ekstraksiyonunu olumsuz yonde etkiledigi literatiir

calismalarinda belirtilmistir. (Kaushik et al.,2016; Gasparetto et al., 2012; Jideani
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and Bello, 2009). Miisilajin nem tutucu yapisindan dolayr hammaddenin ¢6zgen ile
etkilesime girmesine engel oldugu, bundan dolay1 proteinlerin ¢dzgen iginde
¢ozlinmesini engelledigi diistiniilmektedir (Kaushik et al.,2016). Literatiirde,
miisilaj ekstraksiyonun genel olarak alkol ya da su ile gerceklestirildigi
belirtilmektedir (Ziolkovska, 2012; Ibafiez and Ferrero, 2003; Tomoda et al., 1989).
Fakat yapilan ¢aligmalarda miisilajin ekstraksiyonu sirasinda proteinlerinin de
miisilaj ile birlikte ¢oktiigii rapor edilmistir (Dev and Quensel, 1988; Jideani and
Bello, 2009). Bu nedenle, miisilajin uzaklastirilmasi islemi de protein kaybina
neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, miisilajin elde edilen protein tozlarinin
su tutma kapasitesini, emiilsifiye edici 6zelliklerini ve viskozitesini gelistirdigi
yapilan caligmalarla kanitlanmistir (Jideani and Bello, 2009). Bu yiizden

proteinlerle birlikte elde edilmesinde bir sakinca olmayabilir.

Bunun diginda yaprak proteinlerinin hiicrede bulunduklart konum da yaprak
proteinlerin ekstrakte edilebilirliklerini zorlastirmaktadir. Tahillar, yagli tohumlar
ve baklagiller gibi bitkisel kaynaklarda bulunan proteinler ¢ogunlukla depo
proteinleri olarak adlandirilmakta ve hiicrede sitoplazmada i¢i sivi dolu bosluklar
olan kofullarda bulunmaktadirlar. Buna karsilik yaprak proteinlerin biiyiik bir
¢ogunlugunu olusturan rubisco (ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz oksijenaz) ise
kloroplastta bulunmaktadir ve kloroplastin karmasik yapisi nedeniyle rubisco’nun

ekstraksiyonu oldukga zor olmaktadir (Sari et al., 2015a).

Literatiir incelendiginde, genel olarak sicaklik artisinin protein verimini
olumlu etkiledigi goriilmiistiir. Fakat, Sari ve arkadaslar1 (2015a), farklt ham
maddeler iizerine yaptiklar bir caligmada arpadan ve bugdaydan 25 °C’ de yiiksek
verimde protein elde edebilmis ve daha yiiksek sicakliklara gerek duyulmadigi
belirtilmistir. Bunun yanisira, ¢imden protein eldesinde 25 °C ekstraksiyon
sicakligr yeterli olamamis diisiik protein verimi elde edilmistir. Farkli ham
maddeler icin ekstraksiyon sicakliginin ekstraksiyon verimine etkisinin

belirlenmesi ve optimize edilmesi bir zorunluluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.2 Ekstraksiyon sicaklig1 ve siirenin protein verimine etkisi

Yaprak proteinlerin ekstraksiyonunda yiiksek sicakliklara gereksinim
duyuldugu bircok literatiir ¢alismasinda belirtilmektedir (Shen et al., 2008;
Urribarri et al., 2009; Sari et al., 2015a; Aletor et al., 2002). Yapilan 6n denemeler
sonucunda ekstraksiyon sicaklik parametreleri 60, 70 ve 80 °C olarak belirlenmis
ve bu sicaklik degerlerin sabit ekstraksiyon kosullarinda (pH degeri 8,5, kati:¢ozgen
oran1 1:20, siire 60 dk. veya 120 dk.) protein verimine etkisi Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Ekstraksiyon sicakliginin 60 °C’den 70 °C’ye artirilmasinin protein
verimi artisinda biiyiikk bir degisiklige neden olmadigi, 80 °C’de ise protein
veriminin biiylik dl¢lide arttigi goriilmektedir. Calismamizda 80 °C ekstraksiyon
sicakliginda %41,08+0,20 oraninda protein verimine ulasildigi goriilmektedir. Bu
durumun, 80 °C ekstraksiyon sicakliginin, ebegiimeci yapraginda bulunan ve
proteinlerin ekstraksiyonunu olumsuz etkileyen misilaji ve hiicre ¢eperini

parcalamak i¢in yeterli olmadigindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Genellikle, ekstraksiyon siiresinin uzamasi hammaddede bulunan proteinin
¢Ozgen igerisinde ¢ozlinmesi i¢in daha ¢ok zaman taniyacagindan protein verimini
artirmaktadir. Cay yapraklarindan protein eldesi ile ilgili bir calismada ekstraksiyon
stiresinin 1 saatten 6 saate ¢ikarilmasinin protein verimini %12’den %38’e arttirdig1
rapor edilmistir (Shen et al., 2008). Fakat, bazi literatiir ¢alismalarinda,
ekstraksiyon siiresinin protein veriminde énemli bir etkisinin olmadig belirtilmistir

(Jarpa-Parra et al., 2014). Bu tez calismasinda Sekil 4.2°de goriildiigii tizere
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ekstraksiyon siiresinin protein verimi lizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur (p>0,05). Bununla birlikte, literatiirde uzun ekstraksiyon siiresi hem
protein kalitesini diislirdliglinden hem de mikrobiyal kontaminasyon riskini

arttirdigindan dolay1 onerilmemektedir (Sari et al., 2015b; Babbar et al., 2015).

Analiz  sonuglart  degerlendirildiginde  yiiksek verimde protein
ekstraksiyonuna en uygun sicaklik 80 °C, siire ise 60 dk. olarak belirlenmistir. Bu
kosullarda gerceklesen ekstraksiyon sonucunda %41,08+0,20 protein verimine

ulasilmustir.

4.2.3 Enzim Destekli Ekstraksiyonun Protein Verimine Etkisi

Ebegilimeci yapraginda bulunan, protein ekstraksiyonunu engelleyen hiicre
duvarindaki polisakkarit yapilarini parcalamak ve kloroplastta bulunan membran
proteinlerini  ekstrakte edebilmek i¢in enzimatik ekstraksiyon yOntemi
uygulanmistir. Bunun ig¢in, Pectinex Ultra SP-L enzimi kullanilmigtir. Enzimatik
ekstraksiyon islemi 45 °C sicaklikta, %8 enzim konsantrasyonunda ve 30 dakika

siirede gerceklestirilmistir (Ozkan and Bilek, 2015).

Enzim kullanilmadan gergeklestirilen ekstraksiyon ve izoelektrik/amonyum
stilfat ¢oktiirme sonucunda elde edilen protein verimi %41,08+0,20 iken enzim
uygulamasi ile bu deger %47,3342,12°e yiikselmistir. Sonug¢ olarak, enzimatik

ekstraksiyon islemi ile protein veriminin %13,29 arttig1 gézlemlenmistir.

Ebegiimeci yapraginda bulunan miisilaj yapisinin yapilan caligmalar
sonucunda ramnogalakturonan tipte oldugu tespit edilmistir (Classen and Blaschek,
2002). Ramnogalakturonan pektinin yapisinda bulunan karmasik yapida bir
polisakkarittir (Arslan, 1994). Enzimatik ekstraksiyon isleminde kullanilan
Pectinex Ultra SP-L, ¢ogunlukla poligalakturonaz, pektinesteraz ve pektin trans-
eliminaz (PTE) enzimlerini igeren, ayn1 zamanda diisiik oranda hemiseliilaz ve
seliilaz aktivitelerine sahip ticari bir enzimdir. Pectinex ultra SP-L enziminin sahip
oldugu pektolitik aktivite sayesinde, ekstraksiyon ile parcalanilmadig: diisiiniilen
musilaj yapist parcalanarak protein ekstraksiyon veriminin arttirildigi

disiinilmektedir.  Ayrica diisiik aktivitede bulunan seliillaz ve hemiseliilaz
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enzimleri sayesinde yaprak dokusunda bulunan mezokarp yapist parcalanarak

proteinlerin ekstraksiyonu saglanmistir (\VVergara-Barberan et al., 2015).

4.3 Protein Tozlarina Yapilan Analizler

Ebegiimeci yapragindan protein tozu eldesi i¢in protein ekstraksiyonu,
¢oktiirme ve diyaliz iglemleri uygulanmis, ardindan elde edilen ¢okelek -45 °C’ de
vakum altinda kurutulmustur. Elde edilen protein tozlariin 6zelliklerini belirlemek

amaciyla yapilan analizlerin sonuglar1 bu boliimde verilmistir.

4.3.1 Toplam Kuru Madde, Toplam Kiil Miktari, Protein ve Su
Aktivitesi Analizi

Ebegilimeci yapraklarindan izoelektrik-amonyum siilfat yontemi ile elde
edilen protein tozlarinin toplam kuru madde, toplam kiil ve protein analiz sonuglar1

Cizelge 4.4’ de verilmektedir.

Cizelge 4.4 Protein tozlarmna ait toplam kuru madde, toplam kiil, protein ve su

aktivitesi degerleri

Toplam Kuru Madde (%) 86,30+0,10
Toplam Kiil (%) KM’de 7,75+1,32
Protein (%) KM’de 81,74+1,74
Su aktivitesi (25 °C) 0,54+0,01

Ebegiimeci yapraklarindan toz formda elde edilen proteinin kuru maddesi
%86,30+0,10, kuru madde bazinda hesaplanan toplam protein miktar1 ise
%81,74+1,74 olarak belirlenmistir. Literatiirde, kuru madde bazinda protein icerigi
%65 ten fazla olan f{irlinlerin protein konsantresi olarak ifade edildigi
belirtilmektedir (Oreopoulou and Tzia, 2007). Dolayisiyla elde edilen protein
tozlar1 protein konsantresi kapsaminda degerlendirilmistir. Protein tozlarinin
mineral igerigi kiil analizi ile belirlenmis ve kuru madde bazinda %7,75+1,32 olarak
hesaplanmistir. Su aktivitesi degeri ise 0,54 olarak belirlenmistir. Su aktivitesi

degeri 0,62° den az olan {irlinlerde genel olarak mikrobiyal gelisme miimkiin
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olmadigindan, iiretilen protein tozlar1 uzun stire depolanabilecektir (Sablani, 2006).
Literatiir incelendiginde farkli hammaddelerden elde edilen protein tozlarmin kuru
madde degerlerinin %91 ve %98 arasinda degistigi, toplam kiil miktarinin ise
%2,01 ile 9%22,5 arasinda degistigi goriilmiistiir (Wu et al., 2009; Rodsamran and
Sothornvit, 2018; Salgado et al., 2011; Tirgar et al., 2017; Aletor et al., 2002).
Sonug olarak, elde edilen protein tozlarimin kiil miktarinin literatiirde belirtilen
sonuglarla benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Buna karsilik, protein tozlarinin
kuru madde iceriginin literatiirde verilen degerlere gore diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeninin ebegiimeci yapraklarinda bulunan miisilaj yapisinin

suyu tutmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

4.3.2 Protein Tozlarinin Amino Asit Kompozisyonu

Proteinlerin amino asit icerigi proteinlerin kalitesini belirleyen en énemli
ozelliklerindendir. Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarmin amino asit
kompozisyonu karsilastirma yapmak amaciyla soya proteinin amino asit igerigi

(Hughes et al., 2011) ile birlikte Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozu ile soya protein

konsantresinin amino asit i¢erikleri

Elzem Amino Asitler Ebegiimeci protein tozu Soya Protein
(9/16 gN) konsantresi (g/16 g N)
zolosin 7,0 4.7
Losin 7,2 7,7
Lizin 2,3 6,3
Metiyonin 1,7 1,3
Valin 6,8 4,8
Fenilalanin 3,8 50
Treonin 8,3 3,7
Elzem Olmayan Amino Ebegiimeci protein tozu Soya Protein
Asitler (9/16 gN) konsantresi (g/16 g N)
Arginin Tespit edilmemistir 8,6
Histidin 0,6 2,6
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Tirozin 59 3,8
Aspartik asit 15,4 12,9
Glutamik asit 8,2 20,2

Serin 16,2 51
Prolin 4,6 5,2
Glisin 59 4,2

Alanin 6,3 4,0

Tirozin 59 3,8

Ebeglimeci yapragindan elde edilen protein tozunun elzem amino asit
icerigi incelendiginde en fazla %8,3 oranla treoin ardindan ise %7,0 izoldsin ve
%7,2 16sini igerdigi tespit edilmistir. Ayrica, ebeglimeci protein tozunun ticari
olarak en ¢ok flretime ve tiiketime sahip soya protein konsantresi ile
karsilastirildiginda benzer amino asit icerigine sahip oldugu goriilmektedir. Buna
ek olarak, ebeglimeci protein tozu izoldsin, metiyonin, valin ve treonin icerigi

bakimindan soya protein konsantresine gore daha zengin oldugu saptanmustir.

Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozunda %16,2 bir yiiksek bir
oranda bulunan serin dikkat ¢cekmektedir. Bunun nedeni ebegilimeci yapraginda
hiicre duvarinda bulunan arabinogalaktan proteinleridir. Arabinogalaktan
proteinleri yiiksek oranda serin igeren ve hiicre duvarinda pektinler ile birlikte
bulunan karmasik yapilardir (Classen and Blaschek, 2002). Enzimatik ekstraksiyon
yonteminde yiiksek pektolitik aktiviteye sahip Pectinex Ultra SP-L enziminin
ebeglimeci yapraginin hiicre duvarmin parcalandigi, boylece serin amino asidi

igeren arabinogalaktan proteinlerin ayrildig: diisiiniilmektedir.

4.3.3 Protein Coziiniirliigii

Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarmin ¢oziiniirliiginde pH

degeri degisiminin etkisi arastirilmig ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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pH degeri

Sekil 4.3 pH degerinin enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme

yontemiyle elde edilen protein tozunun protein ¢oziiniirliigii tizerine etkisi

Protein tozlarmin ¢éztniirliigl, bulundugu ortamin pH degerine baglidir.
Sekil 4.3’ de goriildiigli lizere ebeglimeci yapraklarindan elde edilen protein
tozlarinin ¢oziiniirliigli pH degerlerine gore degisiklik gostermektedir. En diisiik
coziiniirliik pH 2,5 ve 3,5 degerlerinde goriiliirken en yiiksek ¢oziiniirliik ise pH 5,5,
6,5 ve 7,5 degerlerinde %100 gibi yiiksek bir oranda oldugu goriilmektedir. Protein
¢oOziiniirliigli, protein izolat1 ve tozlarinin emiilsiyon, jellesme ve kopiirme gibi
fonksiyonel ozelliklere etki etmekle birlikte proteinlerin gida uygulamalarindan
kullanilabilmesinde en 6nemli kriterlerdendir (Aider and Barbana, 2011). Bu
kapsamda, ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarmin protein
cOziinlrliigliniin  yiikksek olmasi, gida uygulamalarinda kullanimini olumlu

etkileyecektir.

4.3.4 Renk Analizi

Ebegiimeci yapraklarindan enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat
coktiirme yontemiyle elde edilen protein toz orneklerinin CIELAB (L*, a* ve b)
degerleri karsilastirma yapmak amaciyla literatiirde verilen ticari soya protein

konsantresi ile birlikte Cizelge 4.6° de verilmistir.
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Cizelge 4.6 Enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle
ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozu ve soya protein konsantresinin renk

degerleri

L* a* b*

Ebegiimeci yapragi protein 66,82+ 0,01 0,41+0,01 15,22+0,04

protein tozu

Soya protein konsantresi 88,40 1,10 14,56
(Toews and Wang, 2013)

Elde edilen protein tozu orneklerinin L* degeri 66,82+ 0,01, a* degeri
0,41+0,01, b degeri ise 15,224+0,04 olarak belirlenmistir. Literatiirde verilen bilgiye
gore, L* degeri koyuluk-parlaklik, a* degeri kirmizilik (+a*) yesillik (-a*) ve b*
degeri ise mavilik (-b*) sarilik (+b*) seklinde ifade edilmektedir (Hunter, 1975).
Bu kapsamda, ticari olarak satilan soya protein konsantresinin renk degerleriyle
karsilastirildiginda elde edilen protein tozlarinin daha koyu oldugu goriilmektedir.
Bunun nedeni ebegilimeci yapraginin soya fasulyesine gore ¢ok daha yiiksek oranda
fenolik madde igermesi ile agiklanabilir (Sari et al., 2013; Gasparetto et al., 2012).
Fenolik bilesikler alkali ortamda okside olurlar ve okside olmus fenolik bilesikler
proteinlerle etkilesime girerek koyu rengin olugsmasia neden olurlar. Bu durum
saglanan ekstraksiyon kosullar1 diginda ebeglimeci yapraginda bulunan ve fenolik
maddelerin  oksidasyonunu  katalizleyen tirozin amino asidinden de
kaynaklanabilcegi diistintilmektedir (Pavlista et al., 1997). Ayrica, elde edilen
protein tozlarinin ticari soya protein konsantrelerine gore daha diisiik oranda
kirmizilik (a*) ve daha yiiksek oranda sarilik (b*) icerdigi goriilmektedir. Literatiir
incelendiginde protein tozlarmin renk Ozelliklerinin ham maddeye ait renk
pigmentlerine (Toews and Wang, 2013), kurutma (Joshi et al., 2011), ve protein
elde edilme yontemine (Salgado et al., 2011) gore farklilhik gosterdigi rapor
edilmistir. Bununla birlikte, ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarinin

renk degerlerinin uygun oldugu goriilmektedir.
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4.3.5 Yigin Yogunlugu, Sikistirlmis Yigin Yogunlugu ve Carr

Endeksinin Belirlenmesi

Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarmin yigin yogunlugu,

sikistirilmis y18in yogunlugu ve Carr endeksi degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 Enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle
ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozunun yigm yogunlugu, sikistirilmis

y1gin yogunlugu ve Carr Endeksi degerleri

Y1gin Yogunlugu (kg/m?) 175,96+ 2,97

Sikistirilmis Yigin Yogunlugu (kg/m?®) 253,14 + 3,61

Carr Endeksi (%) 43,88+2,08

Toz tirtinlerin y1gin  ve sikistirlmis  y1§in  yogunlugu bu iiriinlerin
ambalajlanmasi, depolanmasi ve taginmasi agisindan 6nemli 6zelliklerdir (Dirim ve
ark., 2015). Ebeglimeci yapragindan elde edilen protein tozunun yigin yogunlugu
175,96+ 2,97 kg/m®, sikistirilmis y1gim yogunlugu ise 253,14 + 3,61 kg/m® olarak
belirlenmistir. Literatiir incelendiginde yaprak protein tozlarinin yi1gin 6zellikleri
hakkinda c¢alismalara rastlanilmamastir. Fakat, ticari olarak en ¢ok {iretilen soya
protein izolatlarmin y1gin yogunlugun 386 kg/m?oldugu belirtilmistir (Dench et al.,
1981). Ebegiimeci yapraklarindan elde edilen protein tozunun y1in yogunlugunun
ticari soya protein konsantresinin yigin yogunlugundan diisiik oldugu
goriilmektedir. Genel olarak diisiik y1gin yogunlugu ambalajlama isleminde paket
hacmini arttiracagindan istenmemektedir (Isleroglu ve ark., 2018). Bununla
birlikte, literatiirde toz iirlinlerin y1gin 6zelliklerine iirlinlin nem igeriginin (Dirim
ve ark., 2015), kurutma yonteminin (Caparino et al., 2012; Timilsena et al., 2016),
partikiil boyutunun ve iiriiniin kimyasal dzelliklerinin (Isleroglu ve ark., 2018) etki
ettigi belirtilmektedir. Ebeglimeci yapragindan elde edilen protein tozunun y18in ve
sikistirllmis y18in yogunlugunun diisiik olmasi ise partikiill boyutunun biiyiik
olmasi, icerdigi musilaj yapisindan kaynaklanan yapiskan yapi ve dondurularak

kurutulmus olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Toz iriinlerin akabilirliginin gdstergesi olan Carr Endeksi, toz {iriinlerin
yigm yogunlugu ve sikistirtlmis yigin  yogunlugu degerleri kullanilarak
hesaplanmaktadir. Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarmin Carr
Endeksi %43,88+2,08 (%35-45) olarak hesaplanmistir. Cizelge 3.1’de verilen
tabloya gore elde edilen protein tozun akabilirlik 6zelliginin kotii oldugu sonucuna
vartlmistir. Literatiirde akabilirlik 6zelliginin toz tirlinlerin depolama, paketleme,
karistirma, 6lgme ve tasima gibi 6zellikleri icin 6nemli oldugu belirtilmektedir
(Caliskan ve Dirim, 2016). Bu sonucun nedeninin, ebeglimeci yapragindan elde
edilen protein konsantresinin igerdigi miisilajin yapiskan yapisindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

4.3.6 Partikiil Yogunlugu, Islanabilirlik ve Dagilabilirlik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Ebeglimeci yapragindan elde edilen protein konsantrelerin partikiil

yogunlugu, 1slanabilirlik ve dagilabilirlik 6zellikleri Cizelge 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.8 Enzim destekli izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle
ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozunun partiikiil yogunlugu,

1slanabilirlik ve dagilabilirlik degerleri

Partikiil Yogunlugu (kg/m?®) 302,28+ 5,22
Islanabilirlik (s)-0,1 g toz 54,67+4,11
Dagilabilirlik (%) 66,76+ 2,30

Partiikiil yogunlugu, partikiiliin i¢ kismindaki gozenekler de dikkate
alinarak hesaplanan yogunluktur. Partikiil boyutu ve sekline bagli olan partikiil
yogunlugu, toz iirlinlerin rekonstitiisyon Ozelliklerini dogrudan etkilemektedir
(Isleroglu ve ark., 2018). Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarinin
partikiil yogunlugu 302,28+ 5,22 kg/m?® olarak hesaplanmistir. Literatiirde y1gin ve
sikistirilmis y1gin yogunluk degerlerinde oldugu gibi yaprak proteinlerinin partikiil
yogunluk degerleriyle ilgili verilere rastlanilmamistir. Fakat, siit ve peynir alt1 suyu
protein konsantrelerin partikiil yogunlugunun sirastyla 800 kg/m3 ve 1205 kg/m?®

oldugu belirtilmistir (Crowley et al., 2014; Schuck, 2013). Dolayisiyla ebeglimeci
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yapragindan elde edilen protein tozlarinin partikiil yogunlugu degerlerinin
literatiirde gosterilen protein izolatlariyla karsilagtirildiginda, diisiik oldugu

sonucuna varilmistir.

Islanabilirlik, toz iiriiniin siviyr emebilme &lciisiidiir (Isleroglu ve ark.,
2018). Ebegilimeci yapragindan elde edilen 0,1 g protein tozlarinin 1slanma siiresi
54,67+4,11 saniye olarak olciilmiistiir. Literatiirde iyi bir 1slanma siiresinin 10 gram
toz tirlin i¢in 120 saniyenin altinda olmasi gerektigi belirtilmektedir (Shuck et al.,
2012). Bu kapsamda degerlendirildiginde, ebegiimeci yapraklarindan elde edilen
protein tozlarimin 1slanabilirlik 6zelliginin iyi olmadigi tespit edilmistir. Bu
durumun nedenin yiiksek oranda icerdigi protein oldugu diistiniilmektedir (Shuck

etal., 2012).

Dagilabilirlik, toz iriinlerin su igerisinde diisiik bir karistirma
uygulanmasiyla dagilabilme yeteneginin bir gostergesidir (Kim et al., 2002).
Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarinin dagilabilirligi %66,76+ 2,30
olarak hesaplanmistir. Literatiirde toz {irliniin 1yi bir dagilabilirlik gosterebilmesi
icin dagilabilirlik indeksi olan %95’ten biiyiik olmasi gerektigi belirtilmektedir
(Schuck et al., 2012). Bu dogrultuda, ebegiimeci yapragindan elde dilen protein
tozlari diisiik dagilabilirlik yetenegi gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez caligmast kapsaminda, elde edilen sonug ve Oneriler agagida maddeler

halinde sunulmustur.

1. Giinlimiizde artan niifusla birlikte, protein ihtiyacinin karsilanmasi
zorlagsmakta ve alternatif protein kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda
hammadde olarak segilen “Biiyiik ebegiimeci” (Malva sylvestris) yapraklarinin
protein igerigi kuru madde bazinda %40 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte,
ebeglimeci yapraginin soya fasulyesi ve diger baklagillerde oldugu gibi alerjen
maddeleri igermemesi ve bir¢cok yerde yetisebilmesi agisindan bitkisel protein tozu

tiretiminde iyi bir ham madde olabilecegi diisiiniilmektedir.

2. Bitkisel proteinlerin eldesinde hammadde kaynagma bagh olarak
degismekle birlikte, izoelektrik, amonyum siilfat ve izoelektrik/amonyum siilfat
¢oktiirme olmak tizere li¢ farkli yontem kullanilmaktadir. Bitkisel proteinler, farkli
cozgen cesitlerinde gosterdigi ¢ozlnlrlik o6zelliklerine gore dort grupta
ayrilmaktadir. Bunlar; albiimin (suda ¢oziiniir), globiilin (tuz ¢6zeltisinde ¢6ziintir),
prolamin (alkolde ¢oziiniir) ve glutelindir (su, etanol ve alkolde ¢oziiniir olmayan).
Yiiksek oranda protein verimi i¢in ham madde iginde bulunan bu proteinlerin
dagilimina gore en uygun protein c¢oktiirme yOnteminin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu kapsamda, ebegiimeci yapraklarinden en yliksek protein
coktlirme islemi izoelektrik/amonyum stilfat ¢oktiirme yontemi ile saglanarak

ebegiimeci yapraklarinda bulunan proteinin %26,53+0,81°1 elde edilebilmistir.

3. lIzoelektrik/ amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminde protein verimini
arttirmak amaciyla ekstraksiyon isleminde uygulanan sicaklik (60, 70 ve 80 °C) ve
stire (60 ve 120 dk.) degerlerinin ektraksiyon verimine etkisi belirlenerek en ytliksek
verim alinan parametreler belirlenmistir. Elde edilen sonucglara gore en yiiksek
protein verimine %41,08+0,20 ile 80 °C ve 60 dk.’lik ekstraksiyon kosullarinda
ulasilmisgtir. Ayrica, farkli sicaklik ve siirelerde gerceklesen ekstraksiyon
sonucunda sicakligin arttik¢a protein veriminin arttig1 buna karsilik ekstraksiyon
stiresinin (60 ve 120 dk.) etkisinin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir
(p>0,05).
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4. Protein verimini arttirmak ve ebegiimeci yapraginda klorofile bagh
bulunan proteinleri elde edebilmek amaci ile 6n islem olarak enzimatik
ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Enzim destekli ekstraksiyon uygulamasi igin
ticari bir enzim olan Pectinex Ultra SP-L kullanilmis ve protein veriminin
%47,33£2,12°e artis1 saglanmistir. Elde edilen sivi protein ¢ozeltisi dondurarak

kurutma islemi ile kurutularak protein toz forma doniistiirilmiistiir.

5. Elde edilen tozun protein icerigi kuru madde bazinda %81,74+1,74
bulunmugtur. Literatiirde verilen bilgiye gore %65 ve lizeri protein iceren toz
formda bulunan proteinler protein konsantresi olarak adlandirilmaktadirlar. Bu
durumda elde edilen protein tozlar1 protein konsantresi olarak ifade
edilebilmektedirler. Ebegiimeci yapragindan elde edilen protein tozlarinin kalite
ozelliklerinin belirlemek amaciyla fiziksel ve kimyasal analizler yapilmistir.
Protein tozlarinin iirlin kalitesi a¢isindan olumlu 6zelliklerinin diisiik su aktivesine
sahip olmasi, elzem amino asitlerini igermesi, protein ¢Oziiniirliigiiniin yiiksek
olmas1 ve renk degerlerinin uygun olmasidir. Bunan karsilik, partikiil
yogunlugunun, akabilirliginin, yi8in ve sikistirllmis yigin yogunlugunun ve
dagilabilirliginin diger ticari olarak iiretilen protein tozlar ile karsilastirildiginda

diisiik oldugu belirlenmistir.

Sonu¢  olarak, ebegiimeci yapragindan protein tozu  {retimi
izoelektrik/amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi ile gergeklestirilmis, en yiiksek
verimin elde edildigi ekstraksiyon sicaklik (80 °C) ve siire (60 dk) degerleri
belirlenmistir. Bununla birlikte, enzimatik 6n islem ile protein veriminde %13,29

artis saglanmistir.

Yapilan ¢aligmada karsilagilan en biiyiik zorluk ham maddede yiiksek oranda
bulunan miisilajdir. Ulagilan verimden daha yiiksek verimde protein eldesi i¢in
ebeglimeci yapraginda bulunan ve protein ekstraksiyonunu olumsuz etkileyen
miisilaj yapisinin uzaklastirilmasi konusunda yapilacak gelecekteki ¢alismalarin bu
calismanin daha da iyilestirilmesine katki saglayacag: diigiiniilmektedir. Buna ek
olarak, miisilaj yapisinin daha iyi parcalanabilmesi ve dolayistyla protein veriminin
arttirilabilmesi i¢in farkli enzimlerle ekstraksiyon kosullariin optimizasyonunun
saglanabilcegi disliniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada elde edilen protein tozlarinin
duyusal ve fonksiyonel Ozelliklerinin belirlenmesi ile ilgili g¢alismalar

gerceklestirilebilir. Ebegiimeci protein tozlarimin farkli gida {irlinlerine eklenmesi
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ile Uirtin gelistirme ¢aligmalar1 saglanabilir. Bu tez ¢alismasi sonucunda, daha dnce
literatiirde protein kaynagi olarak ¢alisilmayan Malva sylvestris (Biiyiik
ebegiimeci) hammadde olarak kullanilmis ve soya ve diger ticari protein

konsantrelerine alternatif yeni bitkisel protein tozu tiretimi gergeklestirilmistir.
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EKLER

Ek 1. Bradford protein tayinine ait Bovine Gamma Globulin standart egrisi
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