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OzET

SUSAM KUSPESINDEKi PROTEININ ENZiIMATIK HiDROLIZININ,
COZUNURLUGUNUN, ENZiM iINAKTIVASYON KIiNETIGININ VE
FONKSIYONEL OZELLIKLERININ iNCELENMESI

Elgin DEMIRHAN YILMAZ

Kimya Muhendisligi Anabilim Dall

Doktora Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Belma KIN OZBEK

Proteinin yapi taslari olan amino asitlerine parcalanmasi dogal bir prosestir. Enzimlerle
hidroliz islemi sonucunda diger hidroliz proseslerine gére daha glivenli ve istenen
hidrolizat Grlnleri elde edilir. Proteinin peptidlere pargalanmasi ile ¢ézlinir ve sindirimi
kolay urilinler elde edilir ve tat, viskozite, karistirilabilirlik, emulsifiye edici ve koplk
yapici gibi diger fonksiyonel 6zellikler de etkilenir. Bitkisel kaynakli proteinlerin ucuz
olmasina ve bol bulunmasina ragmen gidalarda istenen fonksiyonel performanslarinin
dislik olmasindan dolayi, gida urinlerinde kullanimi sinirlidir. Ancak, enzimatik
modifikasyonlarla proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinin gelistirilebilecegi belirtilmistir
ve bu sekilde elde edilen Urilinler gida katki maddeleri olarak degerlendirilmektedir.

Yag endistrisinde atik olarak elde edilen susam kispesi yaklasik olarak % 40
oraninda protein icerir. Glinimiizde, daha ¢ok hayvan yemi olarak kullanilan susam
kiispesinin, gida katkisi olarak kullanilabilmesinde en biylk dezavantaji
¢Ozlnlrluglnin cok dusiik olmasidir. Ancak bu dezavantaj proteinin modifiye edilmesi
ile ortadan kaldinlabilir. Susam kiispesi proteininin gida katkisi olarak kullanimini
gelistirmek amaci ile bu calismada, susam kiispesinin enzimatik hidrolizi, kapsamli bir
bicimde incelenmistir.

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel calismalarda; ilk olarak bes farkli ticari
enzim (Alcalase, Neutrase, Protamex, Flavourzyme ve PTN) kullanilmis ve bunlarin
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arasindan susam kuispesi hidrolizi igin en uygun enzimin Alcalase oldugu belirlenmistir.
Daha sonra, hidroliz derecesini belirlemek icin kullanilan pH-stat yontemi susam
kiispesi proteininin Alcalase enzimi ile hidolizi igin kalibre edilmis ve susam kiispesi
hidrolizatlari icin pK degerleri; 40°C, 50°C ve 60°C sicakliklarda sirasiyla 6.88, 6.65 ve
6.42 olarak bulunmustur. Kesikli sistemde, hidroliz paremetrelerinin optimizasyonu
icin, farkli  substrat konsantrasyonlarinda (10-30 g protein/L), enzim
konsantrasyonlarinda (% 0.20-0.40 (hacim/hacim)), pH (6.5-9) ve sicaklik (45-65°C)
degerlerinde deneyler gerceklestirilerek hidroliz derecesi, protein ¢ozinlrligl ve
enzim stabilitesi zamana karsi incelenmistir. Farkli proses sartlarinda gerceklestirilen bu
deneyler sonucunda hidroliz igin optimum proses sartlari; 15 g protein/L substrat
konsantrasyonu, % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktari, 50°C sicaklik ve pH 8.5 olarak
belirlenmistir. Optimum proses sartlarinda, 120 dakika suireyle gergeklestirilen hidroliz
reaksiyonu sonucunda, % 26.3 hidroliz derecesi, % 82.1 protein ¢ozlinurligu elde
edilmis ve enzimin aktivitesini yaklasik % 56 oraninda kaybettigi saptanmistir.

Calismada hidroliz Grlinlerinin, kademeli enzim ilavesinin ve susam kiispesine
uygulanan; isil, mikrodalga ve sonikasyon 6n islemlerinin hidroliz reaksiyonu lizerindeki
etkileri ayrica incelenmistir. Optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen tiim veriler
analiz edilerek; hidroliz, ¢6zlinlrlik ve enzim inaktivasyonu igin kinetik modeller elde
edilmistir. Susam kilspesi proteininin hidrolizinin Michelis Menten Kinetigine
uygunlugu, baslangic hiz deneyleri gerceklestirilerek ayrica incelemistir. Hidroliz
reaksiyonu icin Michelis Menten Kinetik parametreleri; Km= 41.17 g/L, Vmax= 9.24
meqv/L.dak olarak elde edilmis, bu parametrelerin sicaklik ve pH ile degisimi ayrica
incelenmistir. Alcalase enzimi igin Urldn inhibisyon tlrinin unkompetitiv oldugu
belirlenmis ve inhibisyon sabiti K= % 38.24 (hidrolizat hacmi/reaksiyon ¢ozeltisi hacmi)
olarak hesaplanmistir.

Susam kuspesi proteininin hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri (su tutma kapasitesi,
yag tutma kapasitesi, kdplirme ve emilsiyon o6zellikleri) incelenmistir. Enzimatik
hidroliz, susam kiispesi protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmistir.
Susam kispesi protein hidrolizatlarinin bu fonksiyonel karakteristikleri, endlstriyel gida
uygulamalarinda dogal katki olarak hidrolizatlarin kullanimini saglamaktadir. Sonug
olarak, gida sanayi atigi olan susam kiispesi degerli bir gida katkisi haline
donisebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Susam kispesi, Alcalase, enzimatik hidroliz, proses degiskenleri,
optimizasyon, kinetik, fonksiyonel 6zellikler
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ENZYMATIC HYDROLSIS, SOLUBILIZATION,
ENZYME INACTIVATION KINETIC AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF
SESAME CAKE PROTEIN

Elcin DEMIRHAN YILMAZ

Department of Chemical Engineering

PhD. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Belma KIN OZBEK

The breakdown of a protein to constituent amino acids is a natural process. Protein
hydrolysis can be achieved by a number of chemical processes, in acidic and basic
conditions and most importantly by enzymes for example proteases. The more soluble
and easily digestible products can be obtained by the break down the proteins to
peptides; and some functional properties such as flavour, viscosity, emulsifying and
foaming are also affected. Although, the plant proteins are cheap and superabound,
the use of these proteins in food industry is limited because of their low functional
performances. However, the functional properties of plant proteins can improve by
enzymatic modifications; and then these products can be considered as foodstuff in
the food industry.

The sub-product of the oil extraction process is sesame cake, which has 40 % protein
content. The main use of sesame cake is animal feed. The low water solubility of
sesame cake limits its use for human food products, but it can be increased by
modification. In the present work, a comprehensive study on the hydrolysis of sesame
cake prtotein was performed to improve its utilization in food products.
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In the present study, first of all a general survey of enzymatic hydrolysis and
solubilization of sesame cake protein was performed with five commercial enzyme
preparations (Alcalase, Neutrase, Flavourzyme, Protamex and PTN) in order to choose
appropriate enzyme; and Alcalase gave the highest performance among the other
enzymes used. Then, the calibration of pH-stat was performed; and the pK values of
the sesame cake protein hydrolysates were determined as 6.88, 6.65 and 6.42 for the
temperatures of 40°C, 50°C and 60°C respectively. For optimization of the process
parameters, hydrolysis reactions were performed at different substrate concentrations
(10-30 g protein/L), enzyme concentrations (0.20-0.40 % v/v), pH values (6.5-9) and
temperatures (45-65°C); and the degree of hydrolysis, solubility of sesame cake protein
and residual enzyme activity were investigated depending on the processing time. The
optimum process conditions for hydrolysis and solubilization were obtained as 15 g/L
substrate concentration, 0.30 % v/v enzyme concentration, 50 °C and pH 8.5. Under
these conditions, the values of degree of hydrolysis and solubilization were found as
26.3 % and 82.1 % respectively; and enzyme lost its activity by approximately 56 % at
the end of 120 min processing time.

The effect of hydrolysis products and pretreatments applied to substrate; such as
termal treatment, microwave irridation, and sonic treatment; on hydrolysis were also
investigated. Modeling studies were performed to determine the kinetics of hydrolysis,
solubilization and enzyme inactivation. The Michelis Menten kinetics was exmined
with initial rate assays, and the kinetic parameters, K, and V.x were estimated as
41.17 g/L and 9.24 meqv/L.min. The effects of temperature and pH on Michelis
Menten parameters were also examined. The type of inhibition for Alcalase
determined as uncompetitive; and the inhibition constant K; was estimated as 38.24 %
(hydrolysate/substrate mixture).

The functional properties (water holding capacity, oil holding capacity, foaming and
emulsion properties) were investigated. It was found that the functional properties of
sesame cake protein hydrolysates could be modified by enzymatic hydrolysis. The
results suggested that the functional characteristics of sesame cake protein
hydrolysates make them good substrates to be used in food industry as a natural
additive for many industrial food applications; and also for cosmetic and personal care
products. So, the by-product sesame cake can be processed into a value-added
product.

Key Words: Sesame cake, Alcalase, enzymatic hydrolysis, process parameters,
optimisation, kinetics, functional properties

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Proteinler; bliylime ve yasamsal faaliyetlerin stirduriilebilmesi icin gerekli olan enerji ve
aminoasit kaynagi olduklari icin besinsel olarak, yiyeceklere benzersiz 6zellikler

kazandirdiklari igin de fonksiyonel olarak temel gida bilesenleridir.

Proteinlerin besinsel ve fonksiyonel 6zellikleri, protein hidrolizi ile modifiye edilebilir.
Modifiye edilmis proteinler gidalarin; ¢ozinirlik, yag ve su baglanma kapasitesi,
viskozite, emulsifiye edici ve koplk yapici gibi fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek igin
gida katki maddeleri olarak; veya kanser, akut ve kronik karaciger rahatsizligi, bagirsak
iltihabi, kisa bagirsak sendromu, fenilketoniri, crohn hastaligi, Ulseratif kolit, pankreas
iltihabi, besin alerjisi gibi hastaliklarda medikal amacgli kullanilmak Uzere Uretilen
besinlerde, ayrica protein takviyesi saglamak amaci ile yaslilar ve sporcular igin 6zel

olarak uUretilen gidalarda ve kilo-kontrol diyetlerinde kullanilabilirler [1-6].

Proteinin, yapi taslari olan amino asitlerine parcalanmasi dogal bir prosestir. Protein
hidrolizi, asidik ortamda, bazik ortamda veya enzimler yardimi ile gerceklestirilebilir.
Proteinlerin asidik hidrolizi sonucu elde edilen hidrolizatlar gida katki maddeleri, koku
verici maddeler olarak kullanildigi gibi endustriyel fermentasyonda uygulamalari da
mevcuttur. Ancak, kimyasallarla yapilan hidroliz isleminde zararli yan urinler ve
istenmeyen hidroliz Grlinleri elde edilir. Asidik ve alkali hidrolizin tersine, enzimatik
hidroliz daha ilimh proses sartlarinda (pH 6-8, 40-60°C) gerceklesir ve yan reaksiyonlari
minimize eder. Enzimatik hidroliz sonucu elde edilen (Uriinlerde aminoasit

kompozisyonu ham driininki ile benzerdir. Ayrica elde edilen hidrolizat noétralize



edildiginde daha az tuz igerir. Enzimatik hidrolizde son urinin fonksiyonel 6zellikleri
spesifik enzim se¢imi ve reaksiyon kosullarinin belirlenmesi ile kontrol edilebilir.
Reaksiyon sonucunu etkileyen parametreler; sicaklik, pH, enzim-substrat orani ve

reaksiyon siresidir [4,5,7-9].

Proteinin peptidlere parcalanmasi ile ¢oziinlr ve sindirimi kolay Urlnler elde edilir.
Bundan baska proteinin parcalanmasi, tat, koku, viskozite, karistirilabilirlik, emulsifiye
edici ve kopuk yapici gibi diger fonksiyonel 6zelliklerde de etkilidir. Boylece uygun

hidroliz sartlarinin belirlenmesi ile bu 6zelliklerde spesifik gelismeler saglanabilir.

Beslenme amagh olarak gelistirilen protein hidrolizatlarinin eldesi igin daha c¢ok
hayvansal kaynakli proteinler kullanilmistir. Hayvansal kaynaklar iginde en 6nemli
protein kaynagi, besin degeri acisindan ve ticari olarak eldesi kolay oldugu icin suttir.
Hidroliz icin genellikle siit proteini olarak kazein ve peynir alti suyu kullanilir [4]. Protein
eldesi icin kullanilan diger hayvansal kaynaklar et, kollajen, jelatin, balik ve yumurtadir
[1,8]. Ancak son zamanlarda hayvansal kaynakh proteinlere alternatif olarak bitkisel
kaynakh proteinlerin kullanimi giderek artis gdstermektedir [4,10]. Bitkisel protein
kaynaklari arasinda en ¢ok soya proteinin hidrolizi [8, 11-22] (lizerine g¢alismalar
gerceklestirilmistir. Soyanin yani sira; bezelye [6, 23-28], nohut [29], bakla [30,31] ve
bugday [9, 32-39] lzerlerinde gergeklestirilen ¢alismalarla dikkat ¢eken bitkisel protein

kaynaklari arasinda yer almaktadir.

Bitkisel kaynakli proteinlerin ucuz olmasina ve bol bulunmasina ragmen gidalarda
istenen fonksiyonel performanslarinin diisiik olmasindan dolayi, gida Urinlerinde
kullanimi sinirhdir.  Ancak, enzimatik modifikasyonlarla proteinlerin fonksiyonel
Ozelliklerinin gelistirilebilecegi belirtilmistir ve bu sekilde elde edilen rinler gida katki

maddeleri olarak degerlendirilmektedir.

Bu nedenle, farkl bitkisel proteinlerin hidrolizi, ¢6ziinen protein miktari ve kullanilacak
enzimlerin kinetigi Gizerinde yapilacak olan arastirmalarla optimum proses sartlarinin
belirlenmesi, hidroliz sonucu elde edilen sivi hidrolizatlarin gida endistrisinde,
iceceklerde, hazir corbalarda, salata soslarinda ve benzer gidalarda, hayvansal kaynakl
proteinlerden elde edilen katki maddelerine alternatif olarak kullanilabilmesine olanak

saglayacaktir.



Susam kilspesi susam yagi Uretimi sonunda elde edilir. Susam kiispesinde ortalama
% 40 ham protein ve % 24 madeni maddeler (P, K, Ca) bulunmaktadir [40, 41]. Susam
kiispesi ylksek protein ve mineral iceriginden dolayl degerli bir besin maddesi
olmasina karsin, ginimizde sadece hayvan yemi olarak kullanilmaktadir, ancak bazi
Ulkelerde ekmege de karisiimaktadir. Gida enddistrisinde kullaniminin olmamasinin
nedeni ¢o6zundrliginin az olmasidir. Birgok bitkisel protein gida katkisi olarak
kullanilmaktadir. Susam kulspesinin, gida katkisi olarak kullanilabilmesi igin en blyik
dezavantaji ¢ozlnirliglinin c¢ok distk olmasidir. Ancak bu dezavantaj proteinin

modifiye edilmesi ile ortadan kaldirilabilir [42-46].

1.2 Tezin Amaci

Modifiye proteinler gida katki maddeleri olarak genis kullanim alani bulmaktadir. Bu
tezin amaci, yag enddistrisinden atik olarak elde edilen susam kiispesi proteinin gesitli
ticari enzimlerle muamele edilerek hidrolizini gerceklestirmek; hidrolizat Grilnlerinin
eldesini ve proteinin ¢odzinUrliginl etkileyen proses parametrelerini incelemek,
hidroliz prosesinde maksimum verim alinabilmesi icin proses parametrelerini optimize
etmek, optimizasyon ile ilgili matematiksel modelleri gelistirmek ve elde edilen

hidrolizatlarin fonksiyonel 6zelliklerini incelenmektir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢alismalarda; ilk olarak bes farkli ticari enzim
(Alcalase, Neutrase, Protamex, Flavourzyme ve PTN) kullanilmis ve bunlarin arasindan
susam kuspesi hidrolizi icin en uygun enzimin Alcalase oldugu belirlenmistir. Daha
sonra, hidroliz derecesini belirlemek igin kullanilan pH-stat yontemi susam kispesi
proteininin Alcalase enzimi ile hidolizi icin kalibre edilerek hidroliz paremetrelerinin

optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen tim veriler analiz edilerek; hidroliz,
¢Ozlinlirlik ve enzim inaktivasyonu icin kinetik modeller elde edilmistir. Susam kispesi
proteininin hidrolizinin Michelis Menten Kinetigine uygunlugu, baslangi¢c hiz deneyleri
gerceklestirilerek ayrica incelemis, reaksiyon icin Michelis Menten Kinetik
parametreleri ile bu parametrelerin sicaklik ve pH ile degisimi ve Alcalase enzimi icin
Urlin inhibisyon tirli belirlenmistir. Deneysel calismanin daha sonraki boliiminde,

susam kispesine uygulanabilecek bazi 6n islemlerin hidroliz reaksiyonu (zerindeki
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etkileri ve hidroliz reaksiyonu ultrasonik ortamda gergeklestiriimesi ile sonikasyon
parametrelerinin hidroliz reaksiyonu Gzerindeki etkileri incelenmistir. Calismanin son
boliminde ise, hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen susam kiispesi protein

hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir.

1.3 Orijinal Katki

Ulkemizde susam ekimi, hububattan sonra ikinci Griin olarak yaygindir. Susam yagi
Uretimi sonunda elde edilen susam kiispesi yilksek protein ve mineral igeriginden
dolay!r degerli bir besin maddesi olmasina karsin, sadece hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir. Gida endustrisinde kullaniminin olmamasinin nedeni ¢ozinrliglinin
az olmasidir. Bu calismada, susam kispesi proteinin ticari proteaz enzimleri ile
hidrolizlenmesi sirasinda, proses parametrelerinin (pH, sicaklik, enzim miktari, substrat
miktari, hidrolizat miktari) susam kiispesi proteininin hidroliz derecesi, ¢ozinUrlUgi ve
fonksiyonel &zellikleri Gizerindeki etkileri incelenmistir. ilgili proses parametrelerinin
optimize edilmesi ylksek verim ve stabil Grlnler elde edilmesi agisindan oldukga bliyik

Onem tasimaktadir.

Ayrica bu calisma, konu ile ilgili yapilacak olan diger calismalara da temel
olusturmaktadir. Enzimatik hidroliz sonucunda susam kiispesi protein hidrolizatlarinin
fonksiyonel o6zellikleri iyilestirilmistir. Susam kilispesi protein hidrolizatlarinin bu
fonksiyonel karakteristikleri, endistriyel gida uygulamalarinda dogal katki olarak
hidrolizatlarin kullanimini saglamaktadir. Sonu¢ olarak, gida sanayi atigl olan susam
kiispesi degerli bir gida katkisi haline donisebilmektedir. Ayrica, optimum sartlarin
belirlenmesi ve model denklemlerinin gelistiriimesi ile bilime ve ekonomiye de katki

saglanmistir.



BOLUM 2

PROTEIN HiDROLizi

Protein, peptit baglari ile birlesmis amino asit gruplari iceren uzun bir polimer zinciridir.
Amino asit gruplari arasindaki baglari sulu ortamda kirarak, proteni daha kisa pargalara
ayirma islemi hidrolitik bozunma veya hidroliz olarak isimlendirilir. Hidroliz reaksiyonu
sirasinda amid baglari kirilir ve su molekiilinin eklenmesi ile peptitler ve/veya serbest

amino asitler a¢iga cikar (Sekil 2.1) [47].

A o A L

R1, Ry ve R3: amino asit gruplari, E: enzim
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Sekil 2.1 Protein hidrolizi [48]

Proteinlerin enzimatik hidrolizi proteaz enzimleri tarafindan katalizlenir. Genel olarak
proteaz enzimleri tarafindan katalizlenen protein hidrolizi ¢ ardisik reaksiyon sonucu

gerceklesir (Sekil 2.2) [8];

(1) Peptit zinciri (substrat) ve enzim arasinda enzim-substrat kompleksinin

olusmasi

(2) Peptit baginin kirilmasi ile olusan iki yeni peptitten birinin aciga ¢cikmasi



(3) Ikinci peptit ve enzim kompleksine su molekiilleri tarafindan yapilan niikleofilik

atak sonucunda ikinci peptit ve enzimin serbest kalmasi

K, H,0
E+S _,‘T ES —k>EP—H-P'T'> E + P-OH + H-P'
1 2 (3

E: enzim, S: substrat, ES: enzim substrat kompleksi, P ve P/ aciga cikan peptitler,

k.1, k1, kz, ka: reaksiyon hiz sabitleri

Sekil 2.2 Proteaz enzimi tarafindan katalizlenen hidroliz reaksiyonu [8]

Hidroliz reaksiyonu sirasinda kirilan peptit bag sayisi, proteaz enziminin katalitik
verimini ve reaksiyonun ilerleme derecesini gosterir. Hidroliz islemi sirasinda kirilan
peptit bag sayisi hidroliz esdegeri (h) olarak isimlendirilir; ve g protein basina esdeger

mol miktari olarak (eqv/g protein) ifade edilir.

Hidroliz esdegeri serbest amino asit gruplarinda meydana gelen artisin belirlenmesi ile
Olglllir. Serbest amino asit gruplarinin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
kullanilan bircok yontem mevcuttur. Bunlar arasinda ginliimizde kabul gérmis ve

encok kullanilan yontem trinitrobenzen silfonik asit (TNBS) yontemidir[8].

Herhangi bir protein igin toplam peptit bag sayisi hi, (eqv/g) olarak gosterilirse hidroliz

reaksiyonunun ilerlemesi diger bir deyisle hidroliz derecesi;

HD = " % 100% (2.1)

top

olarak ifade edilebilir. hy, degeri proteinin amino asit kompozisyonundan, temel

amino asitlerin g protein basina mol sayilari toplanarak hesaplanabilir [8].



BOLUM 3

BiTKiSEL PROTEIN KAYNAKLARI

Bitkisel gidalar beslenmemizde oOnemli yer tutmaktadir. Besinler yolu ile alinan
enerjinin yaklasik % 80’ni ve proteinlerin % 65’i bitkisel gidalardan saglanir [49]. Bitkisel
proteinler daha cok tohum (cekirdek) iceren bitkilerden saglanir. Bu bazda bitkisel
protein kaynaklari tahillar ve baklagiller olmak (izere iki ana sinifa ayrilabilir. Tahil
cekirdekleri yaklasik % 10-15, baklagil sinifina giren bitki ¢ekirdekleri ise yaklasik % 20-
40 oraninda protein icerir. Baklagiller protein bakimindan tahillara gore daha
zengindirler, ancak dinya c¢apinda tahil Uretimi baklagillere goére daha fazla
oldugundan, tahillardan baklagillere gore lic kat daha fazla protein saglanir [50,51].
Cizelge 3.1 ve 3.2’de tahil ve baklagiller sinifina giren cekirdek (tohum) bitkileri ve bu
bitkilerin protein icerikleri verilmistir. Tahil ve baklagillerin disinda protein kaynagi
olarak kullanilan diger bitkiler; pamuk tohumu, susam, ay c¢ekirdegi ve kolza tohumu

olarak siralanabilir [8].



Gizelge 3.1 Tahil tohumlarinin ortalama protein igerikleri [52]

Tahil % Protein (kuru madde, g/100 g)
Bugday 12.2
Cavdar 11.6

Arpa 10.9

Yulaf 11.3

Misir 10.2

Dari 10.3
Sorgum 11.0

Piring 8.1

Cizelge 3.2 Baklagiller sinifina giren bitki tohumlarinin ortalama protein igerikleri

[49]

Baklagiller % Protein (kuru madde, g/100 g)
Fasulye (genel) 17.5-28.7
Barbunya 26.3-31.3
Borilce 18.3-35.0
Soya 31.2-52.9
Bakla 20.3-41.0
Aci bakla 34.0-43.0

Bezelye 235

Nohut 12.4-30.6
Mercimek 21.7-31.4
Yer fistigi 25.4-33.8




Bitkisel proteinleri tanimlamak ve siniflandirmak igin ¢ok gesitli kriterler kullaniimistir.
Osborne [53] ve konuyla ilgili ¢alisan ilk arastirmacilar siniflandirmalarini proteinlerin
bazi cozlcller icinde c¢ozlnurligline dayali olarak yapmislardir. Hala gecerliligini
koruyan ve yaygin olarak kullanilan bu siniflandirmaya gore bitkisel proteinler dort ana

gruba ayrilir [54-55]:

Suda ¢6zlinen, albldminler
Seyreltik tuzda ¢ozlinen, globdlinler

Alkol-su karisiminda ¢6ziinen, prolaminler

el A

Seyreltik asit veya alkali ortamda ¢6ziinen, glutelinler

Baklagiller sinifinin ana proteinleri tuzda ¢6ziinen globdilin proteinleridir. Tahillarda az
miktarda globllin igerir; ancak ana proteinleri alkol-su karisiminda ¢6ziinen
prolaminlerdir [50]. Tahil proteinleri stlfiir iceren amino asitler (metiyonin, sistein)
bakimindan zengin lizin bakimindan fakirdirler. Baklagil proteinleri ise lizin bakimindan

zengin, sulflr iceren amino asitler bakimindan fakirdirler [50,51].

3.1 Susam ve Susam Kiispesi

Susam (Sesamum Indicum L.) diinyada yaklasik 4000 yildir tarimi yapilan en eski yag
bitkilerinden birisidir (Morris, 2002). Gliniimuzde 6zellikle Hindistan, Cin, Afganistan,
Pakistan, Banglades, Endonezya ve Srilanka gibi Asya (ilkelerinde Uretilmektedir.
Diinyada (retilen yagh tohumlar icerisinde 8. sirada yer alirken, Tirkiye’'de ekimi
yapilan yagh tohumlar igerisinde aygiceginden sonra ikinci 6nemli yag bitkisidir. Susam
genis oranda bitkisel yagi icin degerlendiriimekte, diger kismi pastacilikta ve tohumluk

olarak tiiketilmektedir [56,57].

Yag orani ve enerji degeri ¢ok yiksek bir besin olan susam, protein (metionin ve
triptofan icerigi yiksek), kalsiyum, magnezyum, potasyum, mineraller ve B Vitamini
kaynagidir. Susam tohumu oOzellikle lisin, metionin ve sistein amino asitlerince
zengindir. Susam tohumu % 40 — 60 oraninda yag icermektedir. Susam yaginda en ¢ok

bulunan yag asitleri sirasiyla; oleik asit, linoleik asit, palmitik asit, stearik asit ve dislik



oranda linolenik asit ile arasidik asitlerdir. Proteini ise esansiyel amino asitlerce

zengindir [56].

Onemli bir yagl tohum olmasinin yaninda igerdigi antioksidan bilesiklerden dolayi ilag
ve kozmetik sanayinde de genis bir kullanim alani bulmustur. Yaginin yiksek kalitesi ve
tohumlarin pasta ve sekerlemelerde genis bir sekilde kullanilmasi, uluslararasi ticarette
susam tohumuna olan talebin artmasina neden olmustur. Susam yagl bilesiminde
bulunan sesamin ve sesamolin antioksidanlari sayesinde ge¢ bozulmasi ve oldukca
kaliteli olmasina ragmen yemeklik yag olarak kullanimi ekonomik olmadigi igin
tilkemizde bitkisel yag olarak kullanimi sinirl kalmistir. Uretilen susam tohumlarinin
blylk bir cogunlugu, sevilen bir tath olan tahin helvasinin ana maddesi olan tahin
Uretiminde, ayrica baharat olarak ve pastacilik Grlinlerinde de kullaniimaktadir [44, 42,

58].

Susam kispesi susam yagi lretimi sonunda elde edilir. Susam kispesinde ortalama
% 40 ham protein ve % 24 madeni maddeler (P, K, Ca) bulunmaktadir [40]. Susam

klispesinin Gretimi sematik olarak Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Susam kispesi yiksek protein ve mineral iceriginden dolayi degerli bir besin maddesi
olmasina karsin, giinimizde sadece hayvan yemi olarak kullanilmaktadir, ancak bazi
Ulkelerde ekmege de karisiimaktadir. Gida endistrisinde kullaniminin olmamasinin
nedeni ¢o6zlnurliginin az olmasidir. Birgok bitkisel protein gida katkisi olarak
kullanilmaktadir. Susam kispesinin, gida katkisi olarak kullanilabilmesi icin en buylk
dezavantaji ¢ozundrliginin c¢ok distk olmasidir. Ancak bu dezavantaj proteinin

modifiye edilmesi ile ortadan kaldirilabilir [42-46].
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ISLENMIS, ELENMIS
SUSAM

TARTIM

A2

BE

SLEME

KONVEYOR HAZNE

TASIMA
KONVEYOR
BANT+HELEZON TASIYICI

A4

DoLUM
Yag Presleme Makinasi
Haznesi

PRESLEME

SUSAM KUSPES|

HAM

YAG

DOLUM

DOLUM

Sekil 3.1 Susam kiispesi Gretimi
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BOLUM 4

PROTEINLERIN FONKSIYONEL OZELLIKLERI

Bir gidanin tiketici agisindan énem tagiyan islevsel 6zelligi, gidanin besleyici degerinin
disinda kalan diger niteliklerinin timddir. Bunlar sirasiyla tekstir, tat-koku, renk ve
gorlinulstir. Proteinlerin besin kalitesi, amino asit kompozisyonu ve gida proteinlerini
hidrolize edebilen enzimler ile sindirilebilme kolayhgi ile tanimlanir. Proteinlerin, gida
isleme ve gida Urinleri gelistiriimesinde, gidanin yapisini etkileyen birgok fonksiyonel
Ozellikleri vardir. Gida maddesinin dogal olarak igerdigi veya gida hazirlanirken igine
ilave edilen proteinlerin ¢ozlnirlGgl, su tutma kapasitesi, yag baglama ozellikleri,
kopuk olusturma kapasitesi ve stabilitesi, emiilsiyon olusturma kapasitesi ve stabilitesi,
viskozite ve jel olusturma gibi 6zellikleri ise Urlin kalitesine onemli etkileri olan
fonksiyonel 6zelliklerdir. Fonksiyonel 6zellikler gidalari hazirlama, isleme, depolama ve
sunum asamalarinda gidanin davranisini ve performansini belirlemektedir. Gida bazh
yeni protein kaynaklarinin arastirilmasi ve gelistirilmesi sirasinda fonksiyonel 6zellikler,
temel kriter olarak degerlendirilmektedir. Yeni protein kaynaklarinin esansiyel amino
asit kompozisyonu ve fonksiyonel 6zellikleri yaninda kabul edilebilir duyusal 6zelliklere

sahip olmasi da aranan bir ozelliktir.

Proteinlerin fonksiyonel oOzellikleri, protein yapisi ile ilgili 6zelliklerden (amino asit
dizilimi ve bilesimi), proteinin elde edilisi sirasinda uygulanan kosullardan (ekstraksiyon
ve ¢oktlirme kosullari, yag uzaklastirma metodu, enzim uygulamasi, kurutma ve toz
Uriin elde etme metotlan), birbirleri ile diger bilesenler ile ve su ile olan etkilesimleri ve

proteinin fonksiyonel 6zelliklerinin saptanmasi sirasinda uygulanan kosullardan (pH,
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sicakhk, karistirma metodu ve siresi) etkilenmektedir [59-63]. Cizelge 4.1'de bazi gida

sistemlerinde kullanilan proteinler fonksiyonel 6zellikleri ile birlikte verilmistir [64].

Cizelge 4.1 Gida proteinlerinin gida sistemlerindeki fonksiyonel 6zellikleri [64]

Fonksiyonel Ozellikler Gida Sistemi
Cozinirlik icecekler
Viskozite Corbalar, Et Sulari, Salata

Soslari, Tatllar

Su Baglama Sosisler, Kekler, Ekmekler

Jel Olusturma Etler, Jeller, Kekler, Soslar

Emdlsiyon Olusturma Sosisler, Corbalar, Kekler,
Soslar

K6piik Olusturma Cirptlmis Pasta

Sislemeleri, Dondurma,
Kekler, Tathlar

Yag ve Aroma Baglama Et Urtnleri, Unlu Urinler,
Donutlar
Elastiklik Et, Unlu Uriinler

4.1 Suve Yag Tutma Kapasitesi

Gida proteinleri amino asit kompozisyonu, molekil biyuklGgi, yapisi ve izoelektrik
noktalarina gore degiskenlik gosterirler. Proteinler, 6ziitleme ve saflastirma icin farkl
kimyasal ve fiziksel uygulamalara maruz kalirlar. Bu cevresel kosullar proteinlerin
islevselligini etkiler. Protein kompozisyonu ve dizilisi, su ve yag baglama kapasitesini
onemli olclide etkiler. Genel olarak protein yapisi icinde tutulan su iki kategoride
incelenir. Birincisi protein molekiiliine baglanan ¢ozlici 6zelligini kaybeden bagli sudur.
ikincisi ise protein ortami tarafindan tutulmus olan alikonmus sudur. Bagli su, proteinin
fizikokimyasal ozelliklerinden etkilenirken alikkonmus su ise daha c¢ok ortamin

yapisindan etkilenir [65,66]. Su molekdlleri proteinlerdeki bircok gruba baglanir.
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Boylece gida endustrisinde bilinen 6zellikteki bir proteinin tretime girmesi saglanarak

son Urln ile ilgili standart 6zellikler hedeflenen sekilde triinde olusabilmektedir.

Protein kaynakli bilesenlerin absorblayip yapida tuttugu su cesitli gidalarin tekstirel
niteliklerine ve bazi 06zelliklerine katkida bulunmaktadir. Bunlar ¢ogunlukla et
Urlinlerinde ve hamurda goézlenen Ozelliklerdir. Su absorbsiyonu yolu ile protein su
alarak siser ve boylece karakteristik olan yapi, tekstir, viskozite ve adhezyon gibi

gidanin bazi 6nemli reolojik 6zellikleri ortaya ¢ikar [66,67].

Protein ve lipitler arasindaki etkilesim bircok gidanin duyusal kalitesini de
etkilemektedir. Bu etkilesimler gesitli baglar araciligiyla olur ve pH, iyonik giig, sicaklik
ve sistemdeki diger degiskenlerden etkilenirler. Protein temelli gidalarda, yag baglama
kapasitesi icin protein ortaminin yapisi 6nemlidir. Klglk partikil boyutlu, dusik
yogunluklu protein tozlari yiksek yogunluklu protein tozlarindan daha fazla yag

adsorbe ederler. [65,68].

4.2 Kopiik Olusturma

Koplk, bir sivi icinde havanin baloncuklar icinde hapsolmasi ile meydana gelmektedir.
Koplkler stirekli sivi veya sulu fazh kolloidal sistemlerdir. Gaz veya hava fazi igerisinde
dagilirlar. Surekli sivi fazin iginde gazin dagilmasiyla koplk olusur. Bir molekilln iyi bir
koplirme ajani olabilmesi icin temel gereksinimler su sekildedir: (i) kdplirme siresince
hava/su arayuzeyinde hizli bir sekilde adsorblanmali, (ii) hizli konformasyonel

degisiklige ugrama ve araylizeyde yeniden diizenlenme yetenegine sahip olmali [69].

Gida kopukleri normalde ¢irpma, sallama veya puskiirtmeyle Uretilir ve kullanilan
metot kopuglin karakteristik 6zelliklerini etkiler. Koplk kapasitesi (olusan kdplgin
hacminin 06lclst % olarak ifade edilir) ve koplk stabilitesi (koplugiin sonmesi icin
gereken zamanin 6lcusi) koplklerin iki genel karakteristik 6zellikleridir [65,67]. Hava
ile stabil koplik olusturma kapasitesi pandispanya kek, sekerleme, kurabiye, sufle,

krema, helva, dondurma gibi gidalarda 6nemli bir 6zelliktir [70,71].

Koplik ozellikleri proteinin tipi, hazirlama metodu, kompozisyonu, ¢ozinirliga ve
konsantrasyonundan, ortam pH’sindan, tuzlarin bulunmasindan ve hidrofobik

etkilesimlerden etkilenmektedir [68].
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4.3 Emiilsiyon o6zellikleri

Bircok gida sistemi igin istenen temel fonksiyonel Ozelliklerden birisi de emiilsiyon
olusturmadir. Emilsiyon, karigmaz iki sivinin birbiri icinde dagilmasi veya slispansiyon
olusturmasi seklinde tanimlanabilir. Proteinlerin emdilsiyon 6zellikleri, gidalardaki
fonksiyonellikleri agisindan 6nemli fonksiyonel 6zelliklerinden biridir.  Ylzey
hidrofobisitesi ve protein konsantrasyonu proteinlerin emdilsiyon o0zelliklerini
belirleyen temel karakteristiklerdendir. Proteinlerin esnekligi ve gevresel degisimler
karsisinda yapisal adaptasyona ugramasi ylizey aktivitesi olarak ifade edilmektedir
Emdilsiyon 6zellikleri, proteinin kaynagi, konsantrasyonu, ¢oziinebilme yetenegi, pH,
sicakhk, tuz konsantrasyonu, ekipman ve metot gibi c¢esitli faktorlerden

etkilenmektedir [65,68,71,72].

Proteinlerin gida emilsiyonlarindaki emiilsiyon 6zelliklerini tespit etmek icin emiilsiyon
aktivite indeksi ve emidilsiyon stabilite indeksi terimleri kullaniimaktadir. Emilsiyon
aktivite indeksi (EAI); proteinin flokulasyon ve birlesmeyi onleyerek emdiilsiyonun
olusumu slresince su/yag arayizeyine hizl bir sekilde adsorblanabilme yetenegidir.
Emilsiyon stabilite indeksi (ESI) ise proteinin, yag molekullerinin flokulasyon ve
birlesmesini 6nleyerek belirli bir stre stabil bir emdlsiyon saglayabilme yeteneginin

8lcusudir [73,74].
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BOLUM 5

PROTEOLITiK ENZIMLER

Proteolitik enzimler, proteinlerdeki peptit baglarinin pargalanmasini katalizleyerek
proteinleri farkli molekiler boyuta peptit ve serbest amino asitlere doénustlrirler
[4,73]. Kaynaklarina gore; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak lizere g sinifa, etki
mekanizmalarina gore endo-peptidazlar ve exo-peptitazlar olmak lzere iki sinifa

ayrihrlar [8].

5.1 Proteolitik Enzimlerin Kaynaklarina gére Siniflandiriimasi

5.1.1 Bitkisel proteazlar

Bitkilerden proteaz elde edilmesi; tarim icin alan saglanabilmesi, iklimsel sartlarin
uygunlugu gibi bircok faktore bagh olmakla beraber, ¢ok fazla zaman gerektiren bir
prosestir. En cok bilinen bitki kokenli proteazlar; papain, bromealin ve keratinazdir

[75].
Papain

Kullanimi ¢ok eskiye dayali olan bitkisel bir proteazdir. Bati ve Orta Afrika ile Hindistan
da tropikal iklime yakin iklim oOzellileri gosteren bolgelerde yetisen Carica papaya
meyvesinin 6z suyundan ekstrakte edilir. Enzimin performansi, bitkinin kaynagina,
yetistigi yerin iklimsel kosullarina ve enzim eldesinde kullanilan ekstraksiyon ve
saflastirma yontemlerine bagh olarak farklilik gosterir. Enzim pH 5-9 araliginda aktiftir,

ve substrat varliginda 80 ve ya 90°C'ye kadar stabildir. Endustriyel olarak yliksek
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¢ozundrlukte ve tatlandirici (aroma verici) protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde

kullanilir [75,76].
Bromelain

Ananas suyu veya govdesinden elde edilir. Enzim sistein proteaz olarak karekterize

edilir. pH 5-9 araliginda aktiftir, inaktivasyon sicakhgi 70°C’dir [75,77].
Keratinaz

Bazi botanik bitki gruplar sag¢-tliy hidroliz eden bu proteazi uretir. Ty ve ylnin

parcalanmasi, lizin gibi temel amino asitlerin eldesi icin 6nemlidir [75].

5.1.2 Hayvansal proteazlar

En c¢ok bilinen hayvansal kaynakli proteazlar; tripsin, chymotripsin, pepsin ve
rennindir. Bu enzimler saf olarak bliylik miktarlarda elde edilirler. Ancak Uretimleri,

kesim icin hayvanlarin elde edilebilirligine, politik ve zirai dizenlemelere baglidir [75].
Tripsin

Bagirsaktan elde edilen sindirim enzimidir. Serine proteazidir. Karboksil gruplarini lizin

ve arginin molekillerine baglanyan peptitleri hidroliz eder [75].
Chymotripsin

Pankreatik eksraktlarda bulunur. Saf chymotripsin olduk¢a pahali bir enzimdir ve
yalnizca diagnostik (tanisal) ve analitik uygulamalarda kullanilir. Karboksil gruplarinin
fenilalanin, tirozin veya triptofan molekiillerinden herhangi birine baglandigi peptitleri
hidroliz eder. Cogunlukla sit proteini hidrolizatlarinin alerjik etkisini ortadan kaldirmak

icin kullanihr [75].
Pepsin

Hemen hemen tim omurgallarin midelerinde bulunan asidik bir proteazdir. iki
hidrofobik amino asit arasindaki peptit baglarinin hidrolizini katalizler. Oncelikli olarak
aromatik amino asitlere (phenylalanine, tyrosine ve tryptophan) karsi 6zgiillik gosterir.
Mide icin optimum pH araligi 2-4 iken pepsin pH 1-2 araliginda optimum aktivite

gosterir. pH 6 degerinin lzerinde inakive olur [75,78].
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Rennin

Emziren memelilerin midelerinden elde edilen pepsin benzeri bir proteazdir. k-
kazeindeki tek peptit bagini parcalayarak ¢6ziinmeyen para- k-kazein ve C-son uclu
glyopeptit olusmasini saglar. Cogunlukla st Grinleri endistirisinde aroma verici stabil

sut pihtisi (lor, kesmik) elde etmek icin kullanilir [75].

5.1.3 Mikrobiyal proteazlar

Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlarin, artan enzim taleplerini karsilamaya
yetmemesi, mikrobiyal proteazlara olan ilginin artmasina neden olmustur. Mikrobiyal
enzimler, kullanilacaklari alanlar igin gerekli karekteristik 6zelliklerin hemen hemen

timiine sahip olduklari icin bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlara tercih edilirler.
Bakteriler

Ticari enzimlerin birgogu, Ozellikle nétral ve alkali enzimler, Bacillus sinifina ait
organizmalarca Uretilir. Bakteri kaynakli nétral enzimler pH 5-8 araliginda aktiftirler ve
hidrofobik amino asit ciftlerine olan ilgileri ile karakterize edilirler. Isi toleranslari
disuktir. Bakteriyel alkali proteazlar ise alkali pH degerlerinde (pH 10) gosterdikleri
yiksek aktiviteleri ile karakterize edilirler. Optimum c¢alisma sicakliklari 60°C

civarindadir [75].
Fungiler

Fungal proteazlar genis bir pH araliginda (pH 4-11) aktiftirler ve genis bir substrat
seciciligine sahiptirler. Ancak bakteriyel enzimlere gore distk reaksiyon hizlarina ve
daha distk 1s1 toleransina sahiptirler. Asidik fungal proteazlar igin optimum pH aralig
4-6.5’tur. Ancak pH 2.5-5 araliginda stabilitelerini korurlar. Nétral fungal proteazlar,

metalloproteazdir ve pH 7 degerinde aktiftirler [75].

5.2 Proteolitik Enzimlerin Etki Mekanizmasina gore Siniflandiriimasi

5.2.1 Exo-peptidazlar

U¢ noktalardaki peptit baglarini hidrolizleyerek amino asitleri N-son ucundan veya C-

son ucundan sistematik bir sekilde ayirirlar [4].

18



Aminopeptidazlar

Polipeptit zincirinin serbest N-son ucuna etkirler ve tek bir amino asit molekilinin
veya bir dipeptit veya tripeptidin serbest kalmasini saglarlar. Birgok bakteri ve fungide

bulunurlar. Genellikle hiicre i¢i enzimidirler [75].
Karboksipeptidazlar

Polipeptit zincirinin serbest C-son ucuna etkirler ve tek bir amino asit molekilinin
veya bir dipeptitin serbest kalmasini saglarlar. Enzimin aktif kisminda bulunan amino
asit Ozelligine gore karboksipeptidazlar kendi iclerinde, serin karboksipeptidazlar,
mettalo karboksipeptidazlar ve sistein karboksipeptidazlar olmak Uzere g sinifa

ayrilirlar [75].

5.2.2 Endo-peptidazlar

Endopeptidazlar protein molekiiliindeki peptit baglarini gelisi glzel kirarak oldukca
uzun peptitlerin aciga cikmasini saglarlar (Clemente, 2000). Endopeptidazlar aktif
katalitik bolgelerine gore; serin proteazlar, sistein proteazlar, metalloproteazlar ve

aspartik proteazlar olmak tGizere dort alt gruba ayrilirlar [8,75].
Serin proteazlar

Serine proteazlar aktif bolgelerinde bulunan serine grubuna gore karekterize edilirler.
Genellikle notral ve alkali pH degerlerinde aktif olan serine proteazlari icin optimum pH
araligi 7-11’dir. Serine proteazlar kendi iglerinde Serine alkali proteazlar ve Subtilisinler

olmak lzere iki alt sinifa ayrilirlar [75].
Sistein proteazlar

Katalitik merkezlerinde —SH (thiol) fonksiyonel grubu bulunan cysteine proteazlari
serine proteazlarina benzer endopeptidazlardir. Serine proteazlarindan farkli olarak

notral pH degerlerinde yiksek aktivite gosterirler [8].
Metallo proteaziar

Temel bir metal atomu, genellikle Zn, icerirler ve notral pH degerlerinde aktivite
gosterirler. Stabiliteleri Ca2+ varliginda artar, ancak metal atomunu uzaklastirici glicli
bir ajan (EDTA gibi) varhiginda inaktive olurlar [8].
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Aspartik proteazlar

Aktif bolgelerinde bulunan aspartik asit molekiilene bagli olarak asidik proteazlar

olarak tanimlanirlar. Dislik pH degerlerinde (pH 3-4) aktivite gosterirler [75].

5.3 Proteolitik Enzimlerin Kullanim Alanlari

GCok genis kullanim alanina sahip olan proteazlar g¢ogunlukla deterjan ve gida

endustirisinde kullanilirlar.
Deterjan endiistrisi

Proteazlar evde kullanilan deterjanlardan, lens ve dis protezlerini temizlemek igin
kullanilan 6zel temizlik maddelerine kadar tiim deterjan tirlerinde kullanilan standart
bir deterjan bilesendirler. Yiksek sicaklik ve pH degerlerinde aktif olma ve deterjanlara
eklenen diger ayirici ve oksitleyici ajanlarla uygunluk goésterme, proteazlarin
deterjanlarda kullanilabilmesi icin gerekli olan temel sartlardir. Glinimiizde piyasada
yer alan deterjanlarda  kullanilan  proteazlarin  timi  Bacillius  kokenli

mikroorganizmalarca Uretilen serine proteazlaridir [75].
Gida endiistrisi

Siit endiistrisi: Proteazlarin siit endustirisindeki ana kullanim alanini peynir Gretimi
olusturmaktadir. Peynir Uretiminde proteazlar Phel05-Met106 peptit bagini
hidrolizleyerek para- k-kazein ve makropeptidaz olusturmak ve stiti pihtilastirmak igin

kullanilirlar [75].

Ekmek Uretimi: Bugday unu ekmek ve unlu mamullerin iretiminde kullanilan ana
bilesendir. Bugday unu ¢6zliniir olmayan ve hamur 6zelliklerini belirleyen bir protein
olan gluteni ihtiva eder. Ekmek Uretiminde proteazlar bugday glutenini modifiye
etmek, dolayisi ile hamurun karisma siiresini kisaltmak ve ekmek hacmini artirmak icin

kullanilirlar [32,75].

Soya (iriinlerinin iiretimi: Soya yilksek protein icerigine sahip degerli bir besin
maddesidir. Bu alanda proteazlar bircok gidada katki maddesi olarak kullanilan soya
proteinin modifikasyonu ve fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek icin kullanilmaktadirlar

[8,75].
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Protein hidrolizatlarindaki aci tatin giderilmesi: Protein hidrolizatlarinin aci tada sahip
olmasi, hidrolizatlarin gida ve saglk Urlinlerinde kullanimlarina en buylk engeli
olusturmaktadir. Aci tadin yogunlugu hidrolizatta bulunan hidrofobik amino asitlerle
dogru orantilidir. Ayrica peptitin tam ortasinda bulunan piroline molekili de aci tada
sebep olabilir. Hidrolizattaki aci tad hidrofobik amino asitler ve pirolin molekiliiniin

peptidazlar ile parcalanmasi ile giderilebilir [75,79].

Aspartam sentezi: Aspartam yapay tatlandirici olarak kullaniimaktadir. Proteazlar
hidroliz enzimleridir ancak belirli ve kontrollii kinetik kosular altinda ters reaksiyonuda
katalizlerler. Bacillus thermoprotyolyticus kaynakli bir proteaz olan thermolysin

aspartam sentezinde kullanilmaktadir [75].
Deri endiistrisi

Derinin islenmesi i1slatma, tly giderimi, inceltme ve tabakalama gibi bircok adim igerir.
Derinin islenmesi icin kullanilan klasik yontemler sodyum silfit gibi ¢cevreye de zarar
veren zararli kimyasallar icerir. Bu kimyasallara alternatif olarak enzimlerin kullaniimasi
hem islenen derinin kalitesini artirir;, hem de c¢evre kirliligini azaltir. Proteazlar deri
endustrisinde; derinin kollajen olmayan bilesenlerinin segici hidrolizi, albiminler ve
globulinler gibi lifsiz (nonfibrillar) proteinlerin uzaklastiriimasi, 1slatma isleminde
hayvan derisinin sisirilmesi (mikrobial proteazlar), deriden tiy ve ylnin giderilmesi icin

(alkali proteazlar) kullanilmaktadir [75].
ilag endiistirisi

Genis cesitlilik ve ozellik gosteren proteaz enzimleri ilag endistirisinde tedavi etkinligi

ylksek ajanlarin gelistiriimesinde kullanilmaktadir [75].
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BOLUM 6

LITERATURDE SUSAM PROTEINI iLE iLGiLI CALISMALAR

Gunlimuzde, hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olan bitkisel kaynakli proteinlerin
gida katki maddeleri olarak kullanimi oldukga artis gostermistir. Bitkisel protein
kaynaklari arasinda en ¢ok soya proteinin hidrolizi lzerine g¢alismalar
gerceklestirilmistir. Susam kiispesi hayvan yemi olarak kullanilan degerli bir protein
kaynagidir. Literatlirde susam ve susam kispesi hidrolizi Gzerine gergeklestirilen sinirh
calismalar, susam proteininin hidrolizatlarinin fonksiyonel o6zelliklerini iyilestirmeye
yonelik olup, bu calismada susam proteininin enzimatik hidroliz reaksiyon kinetigi
incelenmemistir. Bu bolimde; susam ve susam kispesinin, enzimatik hidrolizi ve

fonksiyonel 6zellikleri ile ilgili literatlirde yer alan sinirli galismalar 6zetlenmistir.

Cano-Medina vd. [80] tarafindan 2011 yilinda gerceklestirilen c¢alismada, susam
protein konsantresinin emdulsiyon ve kopirme karakteristiklerine yag konsantrasyonu
ve pH’In etkisi incelenmigtir. Susam protein konsantresini basitlestirilmis proses ile elde
edilmis ve ticari soya konsantresi ile ozellikleri karsilastiriimistir. Susam protein
konsantresinin maksimum emdiilsiyon kapasitesi asidik ve bazik pH degerlerinde % 38
bulunurken, ticari soya konsantresi icin bu deger % 44 olarak bulunmustur. Emilsiyon
kapasitesi yag konsantresinin artmasi ile artmakta, kapasite % 7.8 degerinden % 60
degerine ylikselmistir. Susam protein konsantresinin emdiilsiyon stabilitesi asidik pH
degerlerinde bazik pH degerlerine gore daha vyiksek bulunmustur. Maksimum
emilsiyon stabilitesi, 55 g/L 6rnek konsantrasyonundan yiksek ve 550 g/L vyag
konsantrasyonundan disitk degerlerde elde edilmektedir. Susam protein
konsantresinin kopirme kapasitesi icin elde edilen degerler soya konsantresinden daha
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yuksek bulunmustur. Bu bulgular, susam protein konsantresinin gida endistrisinde

hammadde olarak potensiyel kullanima sahip oldugunu géstermektedir.

Onsaard vd. [81] tarafindan 2010 yilinda gergeklestirilen galismada, Ug farkli susam
protein konsantresi, iki farkli yontem ile yagsiz susam unundan hazirlanmistir.
Kullanilan yontemler i) tuz ¢ozeltisi ve izoelektrik coktiirme (SPC-salt); ii) pH 9 ve pH 11
degerinde baz c¢ozeltisi ve izoelektrik ¢oktiirme (SPC-pH 9 ve SPC-pH 11). Susam
protein konsantrelerinin protein verimi ve kimyasal kompozisyonu belirlenmis ve bazi
fonksiyonel o6zellikleri soy protein izolati ile karsilastirilmali olarak incelenmistir.
Kjeldahl prosediirii temel alinarak protein verimleri SPC-salt, SPC-pH 9 and SPC-pH 11
icin sirast ile % 19.5, % 21.9 ve % 35.3 olarak bulunmustur. SPC-pH 9 (% 82.9) ve SPC-
pH 11 (% 83.3) igin protein igerikleri SPC-salt (% 75.5) 6rnegininkinden yiksek
bulunmustur. Minimum protein ¢ozUnUrlGgl tim ornekler igin pH 5 degerinde
bulunmustur. Tim SPC 6rnekleri pH 3, 8 ve 9 degerlerinde soy protein izolatina gore
¢ozunurdir. Emulsiyon aktivite indeksi (EAI) tim susam protein konsantresi drnekleri
icin soy protein izolatindan daha ylksek; emilsiyon stabilite indeksi degerleri ise daha
disiik bulunmustur. Su tutma ve yag tutma kapasiteleri ise soy protein izolatindan

daha dusuktar.

Kanu vd. [82] tarafindan 2009 yilinda gercgeklestirilen calismada, susam protein
hidrolizatlari degisik proteazlar kullanilarak yagi alinmis susam unundan elde edilmistir.
Farkli sartlar altinda, proteazlarin hidroliz prosesine etkisi farkli olmustur. 60°C ve pH 8
degerinde en yiiksek protein dénisiim orani Alcalase 2.4 L enzimi ile elde edilmis olup,
Flavourzyme enzimi Alcalase enziminden sonraki yiksek dontisimi gerceklestirmistir.
Hidroliz proses parametreleri (sicaklik, pH, Enzim/Substrat orani, zaman) hidroliz
derecesinin optimizasyonu icin Response Surface Metodoloji yontemi kullanilarak
incelenmistir. Yagsiz susam protein izolatinin ¢o6zinirlGglu artan pH ile artarken,
hidroliz derecesi % 1.19 degerinden % 18.8 degerine degismektedir. Susam protein
hidrolizatinin oldukca ylksek koplrme oOzellikleri ile yagli alinmis susam tozuna goére
daha iyi emulsifiye olma ve su/yag tutma kapasitesine sahip oldugu gozlemlenmistir.
Bununla birlikte, koplik stabilitesinin zaman ile azaldigi gorilmustir. Alcalase enzimi
kullanilarak elde edilen hidrolizatin, Flavourzyme enzimi ile elde edilen hidrolizattan
daha iyi fonksiyonel 6zellik gosterdigi belirtilmistir.
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Sreedevi vd. [83] tarafindan 2009 yilinda gergeklestirilen galismada, susam protein
hidrolizatlarinin képlirme 6zellikleri incelenmistir. Susam protein izolatlari tripsin
enzimi kullanilarak hidrolizlenmistir. Hidroliz derecesi (% 6, 8 ve 10) pH-stat yontemi ile
belirlenmistir. Kopirme kapasitesi ve kopuk stabilitesi elektriksel iletkenlik metodu ile
tespit edilmistir. Kopirme 6zelliklerine pH ve hidroliz derecesinin etkisi incelenmistir.
Tripsin enzimi ile elde edilen protein hidrolizatlarin daha iyi képlirme kapasitesine
sahip oldugu gorilmis ve bu yuzden hidrolizatlarin 6zellikle dondurma Uretiminde

potensiyel gida katkisi olark kullanilabilecegi gérilmustir.

Sreedevi ve Sivasankar [40] tarafindan 2009 yilinda gerceklestirilen ¢alismada, susam
protein hidrolizatlarinin emdlsiyon o6zellikleri incelenmistir. Susam protein izolatlari
tripsin ve karigik proteazlar kullanilarak hidrolizlenmistir. Hidroliz derecesi (% 6, 8 ve
10) pH-stat yontemi ile belirlenmistir. Emulsiyon aktivitesi, emulsiyon stabilitesi ve
emdlsiyon stabilitesine zaman ve sicakhgin etkisi incelenmistir. Emilsiyon 6zelliklerine
pH ve hidroliz derecesinin etkisi ¢alisilmistir. Tripsin enzimi diger bakteriyel proteazlara
gore daha yiksek hidroliz verimi saglamistir. Tripsin enzimi ile elde edilen protein
hidrolizatlarinin izolatlara gbére daha iyi emdilsiyon 06zelliklerine sahip oldugu

bulunmustur.

Kanu vd. [84] tarfindan 2007 vyilinda gergeklestirilen calismada, susam protein
izolatinin fonksiyonel ozellikleri incelenmistir. Susam protein izolatlari farkh pH,
sicaklik, zaman ve toz/su orani degerlerinde hazirlanmistir. Calismanin amaci, susam
protein izolat Uretiminin izolata negatif etkisi olu olmadigini gérmek igin susam protein
izolati ile ticari soya protein izolatinin karsilastiriimasidir. Elde edilen sonuglara gore,
susam protein izolatlarinin fonksiyonel performanslari ticari soya proteinleri ile
neredeyse ayni bulunmustur. Herikisi de ayni pH araliginda benzer ¢ézindrlik egrileri
gostermistir. Ancak, ticari soya proteini pH 4.5-5 araliginda ¢ok disiik protein
¢ozUnlrlGgl (% 5-10) belirlenmistir. Ayni pH araliginda susam proteininin ¢ézunurlGga
daha vyiksek (% 15-19) bulunmustur. Yag absorplama ve su tutma kapasitesi
incelendiginde, susam proteininin disiik yag absorplama ve vyiksek su tutma
kapasitesine sahip oldugu, ancak sikistirlmis dansitesinin de dislik oldugu
gortlmustir. Duslik ve yiksek sicakliklar icin viskozite performansi benzer bulunmus ve
susam protein izolatlari pl noktasinin altinda ve Ustiinde yliksek koplk kapasitesi
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gostermistir. Susam protein izolatinin iyi fonksiyonel 6zelliklerinden dolayi degisik gida

formulasyonlarinda protein katkisi olarak kullanilabilicegi tespit edilmistir.

Khalid vd. [85] tarafindan 2003 yilinda gergeklestirilen ¢alismada, susam tohumlarinin
¢ozunirligl ve fonksiyonel ozelliklerinin pH ve tuz konsantrasyonuna bagli olarak
degisimi incelenmistir. Tohumlarin protein igerigi % 47.70’dir. Minimum protein
¢ozunurligl pH 5, maksimum protein ¢ozlnirliglu ise pH 3 iken bulunmustur.
Emdlsifiye olma kapasitesi, aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi, ayni sekilde koplirme
kapasitesi ve stabilitesi pH seviyesinden ve tuz konsantrasyonundan etkilenmektedir.

Dusik degerler asidik pH ve yiksek tuz konsantrasyonlarinda goralir.

Bandyopadhyay ve Ghosh [44] tarafindan 2002 yilinda gergeklestirilen calismada,
% 40-50 protein igerigine sahip ve sulfir iceren amino asitlerin varligindan dolayi insan
beslenmesi icin 6nemli bir protein kaynagl olan yagsiz susam kispesinden susam
protein izolati Uretilmistir. Protein izolati, papain enzimi ile protein hidrolizati Uretimi
icin baslangi¢c maddesi olarak kullaniimistir. Protein hidrolizatlarlarinin, degisik pH
degerlerinde ¢ozlndrlikleri, emilsiyon aktivite indeksi ve emiilsiyon stabilite indeksi
olarak emiilsiyon 6zellikleri, koplik kapasitesi ve koplik stabilitesi olarak kopuklesme
ozellikleri ve molekiler agirlik dagihmi incelenmistir. 10 dakikalik hidroliz prosesi
sonucunda maksimum peptid bag ayrimi  oldugu hidroliz derecesinden
gozlemlenmistir. Protein hidrolizatlari orijinal protein izolatindan daha iyi fonksiyonel
Ozellikler gostermektedir. Protein ¢oOzlnUrliglinde, emdilsiyon aktivite indeksi ve
emilsiyon stabilite indeksinde 6nemli bir artis gozlemlenmistir. Cozlnurlikteki en
blyuk artis pH 5 ile pH 7 degerleri arasinda gorilmustir. Hidrolizatlarin molekil agirlig
hidroliz prosesi boyunca azalmistir. Protein hidrolizatlarinin gelismis bu fonksiyonel
Ozellikleri, hidrolizatlarin 6zellikle gida, eczacilik ve baglantili endistrilerde yararh

olarak kullanimini saglamaktadir.

Taha vd. [86] tarafindan 2002 yilinda gergeklestirilen ¢alismada, soya, susam tohumu
ve piring kepegi proteinleri papain ve bromelain enzimleri kullanilarak hidrolize
edilmistir. Deneyler her enzimin her bir substrat icin ayri ayri optimum sartlarini
actklamak icin yapilmistir. Sonug olarak papain enzimi icin yilksek aktiviteye soya,

susam ve piring kepegi icin sirasi ile E/S orani 0.06, 0.29, 0.19 ve pH 7.2, 7.0, 7.0
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degerlerinde ulasilmistir. Ug¢ substrat icin de papain enzimi icin optimum sicakhk
50°C’dir. Bromelain enzimi kullanilmasi durumunda ise optimum sartlar; E/S orani

0.067, 0.058, 0.21 (sirast ile), pH 6.0 ve 45°C’dir.

Taha ve Ibrahim [67] tarafindan 2002 yilinda gergeklestirilen ¢alismada, daha 6nceki
calismada (Taha vd., 2002) belirlenen optimum kosullarda elde edilen farkh hidroliz
derecesine sahip hidrolizat ¢ozeltilerinin fonksiyonel ézellikleri incelenmistir. incelenen
fonksiyonel ozellikler; islanabilirlik, akiskanlik, nitrojen ¢6zlnebilirligi, su absorplama
kapasitesi, yag tutma kapasitesi, jellesme, emdiilsifiye olma kapasitesi, kopulk
stabilitesidir. Sonuglar hidroliz derecesindeki artisla protein ¢ézindrlGginin direk

olarak iliskili oldugunu gostermektedir.

Inyang ve Iduh [45] tarafindan 1996 yilinda gercgeklestirilen ¢alismada, susam protein
konsantresinin protein ¢ozunirligine, emiilsifikasyona ve képirme 6zelligine pH ve
NaCl konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Konsantrenin protein igerigi % 70.7’dir.
Protein ¢ozlinlrligl, emdilsifikasyon ve koplrme kapasiteleri pH ve iyonik gl ile
degismektedir. Protein ¢dzinurligu en disik pH 4 degerinde % 2.1 olarak bulunmus
olup, pH 2 degerinde % 6.6’dan pH 10 degerinde % 13.1 degismistir. Cozlinlrlik iyonik
gucln artisi ile artmaktadir. Emulsiyon kapasitesi pH 2 degerinde 6.2 ml yag/g 6rnek
degerinden pH 10 degerinde 19.4 ml yag/g ornek degerine degismektedir. Tuz
konsantrasyonunun 0 M’dan 1.0 M konsantrasyonuna artisi ile emilsiyon kapasitesi
11.5 ml yag/g 6rnek degerinden 20.9 ml yag/g ornek degerine artmistir. Emilsiyon
stabilitesi NaCl konsantrasyonu ile artarken, en stabil kopik olusumu 0.5 M NacCl

konsantrasyonunda gerceklesmistir.

Perez ve Saad [87] tarafindan 1984 vyilinda gerceklestirilen calismada, disuk
¢OzUnlrligl nedeniyle gida endustrisinde kullanimi sinirli olan susam proteinin bu
Ozelliginin gelistirilebilmesi icin ticari proteaz enzimleri ile enzimatik hidrolizi
gerceklestirilmistir. Hidroliz reaksiyonu icin iki farkli bakteriyel proteaz olan Neutrase
0.5L ve Alcalase 0.6L kullaniimistir. Neutrase 0.5L kullanilarak gerceklestirilen
deneylerde hidroliz icin optimum sartlar; % 6 substrat konsantrasyonu, % 3
enzim/substrat orani, 50°C sicaklik ve pH 7 olarak bulunmus; ve bu sartlardaki hidroliz

derecesi % 8 olarak hesaplanmistir. Diger taraftan, Alcalase 0.6L kullanilarak
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gerceklestirilen deneylerde ise optimum sartlar; % 8 substrat konsantrasyonu, % 2.3
enzim/substrat orani, 58°C sicaklik ve pH 8 olarak bulunmus; ve bu sartlardaki hidroliz

derecesi % 10 olarak hesaplanmistir.
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BOLUM 7

MATERYAL VE YONTEM

7.1 Kullanilan Cihazlar
Reaktor

Gergeklestirilen enzimatik hidroliz deneyleri igin, 400 ml toplam hacime sahip
(reaksiyon calisma hacmi, 200 ml), 8 cm c¢apinda, 10.5 cm yiiksekliginde cam reaktor

kullanilmistir.

Kontak termometreli isitici karistirici

Reaksiyon ¢ozeltisinin sicakhgini ve karistirma hizini kontrol etmek amaci ile IKA marka

bir kontak termometreli isitici karistirici kullaniimistir.
Karistirici fonksiyonu

Motor: 12 VDC

Hiz araligi: 150-1200 devir/dak

Isitici fonksiyonu

Isitici glicti: 500 W

Ulasabilecegi maksimum tabla ylzey sicakligi: 450°C
Kontak termometre

Olgiim arahgi: -10 - 400 °C
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Olgtim dogrulugu: +0.3

Kontrol sapmasi: +1

pH kontrol {initesi

Reaksiyon ¢ozeltisinin pH degerini kontrol etmek amaci ile, alpha pH 800 markal bir pH
kontrol edici, Cole-Parmer markali cam bir pH elektrodu ve Masterflex markali bir

peristaltik pompa kombine olarak kullaniimstir.
pH kontrol edici

pH arahgi: 0-14 pH, Dogruluk : + 0.01 pH

mV araligi: -1000 -1000 mV, Dogruluk: + 1 mV
Peristaltik pompa

Pompa hizi: 1.6-100 devir/dak

Ayarlanabilir akis hiz araligi: 0.1-3400 ml/dak

Terazi

Hidroliz reaksiyonunun pH-stat metodu ile ototitrasyonu sirasinda, ortama ilave edilen
baz miktarini belirleyebilmek amaci ile bilgisayar baglantisi bulunan, 0.001 g
hassasiyete sahip, 0-410 g tartim kapasiteli SCALTEC SBA 41 markali bir terazi

kullanilmistir.,

Su Banyosu

Gergeklestirilen deneyler sirasinda gerekli analizler icin; 6 L rezarvuar hacmine sahip, 0-
150 °C araliginda ayarlanabilir PolyScience markali bir su banyosu kullanilmistir. Ayrica,
sonik ortamda gerceklestirilen hidroliz deneylerinde, reaktér sicakhgini kontrol etmek
amaci ile; 6 L rezarvuar hacmine sahip, -20-150 °C araliginda ayarlanabilir, sogutma

ozelligi bulunan PolyScience markali ikinci bir banyo kullaniimistir.
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Mikro santrifuj

Analiz 6ncesi 6rnekleri hazirlamak amaci ile Hettich markah, 12x2.2 ml (1.2 kg/dm3)
kapasiteli, 0-13000 devir/dak araliginda ayarlanabilir donis hizina sahip bir santrifuj

kullanilmistir.

Spektrofotometre

Orneklerin absorbans degerlerini okumak icin Déteryum ve Wolfran lambali, 200-1100
nm araliginda okuma vyapabilen, Shimadzu marka UV-150-02 cift 1sinh

Spektrofotometre kullanilmistir.

Sonikator

Substrata sonik 6n islem uygulamak ve hidroliz reaksiyonunu ultrasonik ortamda
gerceklestirmek amaci ile, akustik glicii 20-200 W araliginda, calisma frekansi % 10 -
% 100 araliginda ayarlanabilen, Bandelin Sonopuls (HD 2200) marka, 12.7 mm gapinda

titanium uclu (TT13) sonikator kullaniimistir.

Mikrodalga firin

Substrata mikrodalga 6n islemi uygulamak amaci ile 530x500x322 mm boyutunda, 30 L
firin hacmine sahip, 180-900 W araliginda ayarlanabilen mikrodalga glicline, 40-250°C
araliginda ayarlanabilir firin 6zelligine sahip, Argelik firmasi tarafindan uretilen MD 594

Uriin kodlu firin kullaniimistir.

Homojenizatér

Susam kiispesi protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerinin incelenmesi amaci ile
fonksiyonel o6zellik deneyleri igin, IKA Ultra Turrax T 18 homojenizator sistemi

kullanilmistir.
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7.2 Kimyasal Maddeler

Kullanilan tim kimyasallar yiksek saflikta olup, Sigma-Aldrich, Fluka, J.T.Baker ve

Fisher firmalarindan temin edilmistir.

Proteaz enzimleri

Susam kispesi proteininin hidroliz isleminde kullanilan proteaz enzimleri (Cizelge 7.1)
ticari enzimler olup Novozymes (Novo Nordisk A/S Danimarka) firmasindan

saglanmistir.

Cizelge 7.1 Calismada kullanilan proteaz enzimlerinin 6zellikleri

Enzim Kaynagi Aktivitesi Tiird

Alcalase 2.4L Bacillius licheniformis 2.4 AU/g Endopeptidaz
Neutrase 0.8L Bacillius amyloliquefaciens 0.8 AU/g Endopeptidaz
Protamex Bacillius licheniformis, 1.5AU/g kompleks

Bacillius amyloliquefaciens

Flavourzyme Aspergillus oryzae 1000 LAPU/g kompleks
1000L
PTN P-110 Pankreas 11000 LVU/g Endotripsin

Susam Kiispesi

Hidroliz reaksiyonlarinda kullanilan susam klspesi (protein icerigi % 37.8) Necdet
Bikey A.S. firmasindan temin edilmistir. Susam kispesinin amino asit kompozisyon
analizi TUBITAK tarafindan gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 7.2’de

sunulmustur.
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Gizelge 7.2 Susam kiispesi proteini amino asit kompozisyonu

Amino asit mg/g protein mmol/g protein
Alanin 67.29 0.7552
Glisin 49.96 0.6655
Valin 59.32 0.5070
L&sin 104.14 0.7939

izoldsin 49.051 0.3739
Treonin 58.17 0.4884
Serin 55.17 0.5249
Prolin 68.06 0.5912
Aspartik asit 45.97 0.3454
Metiyonin 28.23 0.1892
Glutamik asit 26.85 0.2047
Fenilalanin 161.73 1.0992
Lizin 82.73 0.5009
Histidin 11.05 0.0756
Triozin 39.64 0.2555
Hidroksiprolin 47.78 0.2637
Arginin 21.13 0.1213
Triptofan 23.730 0.1162

7.3 Protein Hidroliz Deneyleri

Hidroliz reaksiyonlari, sicaklik, pH ve karistirici hizi kontrol modiilleri ile kombine
edilmis, bir cam reaktor icerisinde gerceklestirilmistir. Hidroliz reaksiyonlari icin
hazirlanan susam kuispesi ¢ozeltisinin reaktor sisteminde; pH, sicaklik ve karistirici hizi
ayarlari yapildiktan ve sistem stabil hale geldikten sonra, enzim ilavesi ile reaksiyon

baslatilmistir. Hidroliz reaksiyonunun pH-stat metodu ile ototitrasyonu sirasinda,
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ortama ilave edilen baz miktari reaksiyon siiresi boyunca 30 saniye araliklarla bilgisayar
ile kaydedilerek hidroliz derecesi belirlenmistir. Ayni zamanda reaksiyon ¢6zeltisinden
belli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin analizi ile ¢6zlinen protein miktari ve enzim
aktivitesi zamana bagh olarak incelenmistir. Gergeklestirilen tim deneyler iki kez
tekrarlanmistir ve tekrarlanan iki deney arasindaki maksimum fark + % 5 sinirindadir.

Protein hidroliz deneyleri igin kullanilan deney diizenegi Sekil 7.1’de verilmistir.

pH-metre
Termokapl
pH

Probu !

Pompa Reaktor

-

D D N\, |
Sicaklik kontrollii
KOH 1s1tict karistirict

¢ozeltisi

i)

Hassas| Terazi

J

o c—3

@ﬁ\
Bilgisayar

Sekil 7.1 Protein hidrolizi deney diizenegi

7.4 pH-Stat Metodu ile Hidroliz Derecesinin Belirlenmesi

pH-stat, reaksiyon sirasinda aciga cikan veya tiketilen hidrojen iyonlari nedeni ile
degisen pH degerini sabit tutmak icin kullanilan bir ydntemdir. ilk olarak Danimarka’da
Carlsberg laboratuvarinda ortaya cikarilan yontem [88], genellikle proteolitik

reaksiyonlarin kontroli icin kullanilmaktadir. Bu yontem ile hidroliz derecesi, hidroliz
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reaksiyonu sirasinda serbest hale gegen protonlarin ototitrasyonu sirasinda ortama

ilave edilen baz miktari dlgilerek belirlenmektedir [8].

7.4.1 Materyaller
KOH ¢ozeltisi

Hidroliz reaksiyonlarinin oto titrasyonu igin kullanilan 0.2 M KOH ¢d6zeltisi, 11.2 g KOH

kristalini 1000 ml saf suda ¢ozerek hazirlanmistir.

7.4.2 Hidroliz derecesinin hesaplanmasi
Hidroliz derecelerinin hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullaniimistir.

1 1 1
DH=BxN, x—x—x——x100% (7.21)
a P,

tot
B :Baz miktari (ml)

N, : Baz normalitesi

o : o -NH gruplarinin ortalama ayrilma sabiti
Pw : Protein miktari (g)

hiot.: Toplam peptid baglari (meqv/g protein)
HD : % Hidroliz derecesi

7.5 TNBS Yontemi ile Serbest Amino Asit Gruplarinin Belirlenmesi

Trinitrobenzensilfonik asit (TNBS) yontemi, serbest amino asit gruplarinin
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla endistiride en yaygin kullanilan yontemdir.
Enzimatik hidroliz reaksiyonlari hususunda gecerliligi ispatlanmis olan bu yéntem ilk
olarak Okuyama ve Satake [89], Satake vd. [90] tarafindan kullanilmis, daha sonra

Adler-Nissen [91] tarafindan yenilenmistir.

TNBS metodu, TNBS ile pirimer amino asit gruplarinin arasindaki reaksiyon (Sekil 7.2)
sonucu ortaya cikan kromofor’'un (Chromophore) spektrofotometrik olgimiine dayali
bir yontemdir. Bu reaksiyon hafif alkali ortamda gerceklesir ve pH degeri dislrulerek
sonlandirilir. Reaksiyon sonucu kromoforun i1sik absorblayici 6zelligi nedeni ile acik sari

bir renk olusur. Absorbans veya optik yogunluk olarak olc¢lilen bu rengin siddeti,
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¢Ozeltide bulunan serbest amino asit konsantrasyonu ile dogru orantilidir. TNBS I1s18a

duyarli oldugu igin reaksiyon i1sik almayan ortamda gerceklestirilmelidir.

NO: _ .np,_ NO,

. 2 *

O:N S0, — (N NH— + S50; + H
N02 NGI

Sekil 7.2 TNBS’nin amino asit gruplari ile reaksiyonu [91]

7.5.1 Materyaller
TNBS ¢ozeltisi

% 0.1’lik (agirlik/hacim) trinitrobenzensilfonik asit dihidrat (TNBS) ¢ozeltisi, % 5’lik
(agirhk/hacim) olarak temin edilen TNBS c¢ozeltisinin saf su ile seyreltilmesi ile
kullanimdan hemen 6nce hazirlanmistir. Cozeltiyi 1siktan korumak igin ¢o6zeltinin

hazirlandigi balon joje aliminyum folyo ile kaplanmistir.
Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi

0.2125 M alkali fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin, % 3.32’lik (agirhk/hacim)
NaH,P0,4.2H,0 ¢ozeltisi, pH degeri 8.2 degerine ulasincaya kadar yavas¢a % 3.78'lik
(agirlik/hacim) Na,HPO4.2H,0 ¢ozeltisine ilave edilmistir (hacimsel oran yaklasik olarak
43:1000). % 3.32’lik (agirhk/hacim) NaH,P04.2H,0 ve % 3.78lik (agirlik/hacim)
Na,HPO4.2H,0 c¢ozeltileri, NaH,P04.2H,0 ve Na,HPO4.2H,0 kristallerini saf suda

¢Ozerek hazirlanmistir.
Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi

% 1’lik (agirlik/hacim) SDS ¢ozeltisi, sodyum dodesil stlfat kristallerini saf suda ¢ozerek

hazirlanmistir.
Hidroklorik asit ¢ézeltisi

0.1 M HClI ¢ozeltisi, 1 M’lik HCI ¢ozeltisinin saf su ile seyreltilmesi ile hazirlanmistir.
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Leucin standart

1.5 mM leucine standarti, leucine kristallerini % 1’lik (agirhk/hacim) SDS ¢ozeltisinde

¢ozerek hazirlanmistir.

7.5.2 Yontem

Reaksiyon ¢ozeltisinden belirli zaman araliklari ile alinan hidrolizat 6rnekleri, enzim
inaktive edildikten ve santriflijlendikten sonra, amino asit grup konsantrasyonlari 0.25-
2.5 mM araliginda olacak sekilde % 1’lik SDS ile seyreltilmistir. Daha sonra 0.25 ml’lik
ornekler deney tliplerine alinarak tizerlerine 2 ml 0.2125 M sodyum fosfat tampon (pH
8.2) ve 2 ml % 0.1’lik trinitrobenzen silfonik asit ilave edilerek karanlik ortamda 50°C
sicakhikta 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Reaksiyon deney tlplerine 4 ml 0.1 N HCI
ilave edilerek durdurulmus ve 6rneklerin absorbans degerleri 340 nm’de okunmustur.
Kontrol ¢ozeltisi igin 0.25 ml hidrolizat érnegi yerine 0.25 ml % 1’lik SDS kullaniimistir.
Standart olarak 1.5 mM L-leucine kullanilmistir. Ornek analizleri 3’er kez tekrar edilmis
ve elde edilen degerlerin ortalamalari alinmistir. Tekrarlanan analizler arasindaki

maksimum fark = % 5 sinirindadir.

7.5.3 Hesaplamalar

Leucine amino asit esdegeri, leu-NH, (meqv/g protein) asagidaki formal kullanilarak

hesaplanmistir.

(Absdrnek _Abskontrol) XSF
AbS _AbS standart
leU—NH2 (meqv/g) — ( standart kontrol)
i (7.2)

Abs  :Absorbans degerleri
Cstandart - Standart olarak kullanilan leucine konsantrasyonu (meqv/L)
SF : Seyrelme faktori

Pv : Cozeltideki toplam protein miktari (g/L)
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7.6 OPA Yontemi ile Serbest Amino Asit Gruplarinin Belirlenmesi

Nielsien vd. [92] tarafindan, TNBS yontem ve metodolojisi temel alinirak gelistirilen
O-fitaldialdehit (OPA) yontemi, serbest amino asit gruplarinin konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla kullanilan yeni bir yontemdir. Yontemi TNBS yéntemininden farkli
kilan nokta icerdigi kimyasal reaksiyondur. OPA ve serbest amino asit gruplari
arasindaki reaksiyon, TNBS yerine beta-merkaptoetanol varliginda gergeklesir (Sekil
7.3). Bu reaksiyonda OPA’nin birincil amino asit gruplari ve SH-bilesikleri (dithiothretiol,
DTT) ile etkilesmesi sonucunda, 340 nm’de 151k absorblayan renkli bir bilesik meydana
gelir. Absorbans veya optik yogunluk olarak 6l¢lilen rengin siddeti, ¢ozeltide bulunan

serbest amino asit konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

+ HRy

CHO
=
@: * H:N-R: —_— N—-R: T 2H;0
= S
CHO CH

Sekil 7.3 OPA reaksiyonu [92]

7.6.1 Materyaller
OPA ayiraci

7.62 g disodyumtetraborat dekahidrat ve 200 mg sodyum dodesil siilfat (SDS) 150 ml
deiyonize suda ¢ozilmuistir. 160 mg O-fitaldialdehid, 4 ml etanolde ¢ozildikten sonra
bu karisima ilave edilmistir. 176 mg dithiothretiol de (DTT) karisima ilave edildikten

sonra karisim 200 ml’ye tamamlanmustir.
Serine standart

0.9516 mM, serine standarti, serine kristallerini saf suda ¢dzerek hazirlanmistir.

7.6.2 Yontem

Reaksiyon c¢ozeltisinden belirli zaman araliklari ile alinan hidrolizat 6rnekleri, enzim
inaktive edildikten ve santrifiijlendikten sonra toplam protein icerigi % 0.1-1

(agirhk/hacim) olacak sekilde saf su ile seyreltilmistir. Daha sonra 400 uL’lik 6rnekler
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deney tlplerine alinarak Gzerlerine 3 ml OPA ayiraci ilave edilmis ve ¢6zelti 5 saniye
karistirllmistir. Tam olarak 2 dakika sonunda orneklerin absorban degerleri 340 nm’de
okunmustur. Kontrol ¢6zeltisi igin 400 pl hidrolizat 6rnegi yerine 400 pl su, standart igin
ise hidrolizat érnegi yerine 400 pl 0.9516 mM’lik Serine ¢ozeltisi kullanilmistir. Ornek
analizleri 3’er kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalari alinmistir.

Tekrarlanan analizler arasindaki maksimum fark + % 5 sinirindadir.

7.6.3 Hesaplamalar

Serine amino asit esdegeri, serine-NH, (meqv/g protein) asagidaki formul kullanilarak

hesaplanmistir.

(Absb‘rnek _Abskontro/) XSF
AbS —AbS standart
serine—NHz(meqv/g): ( standart kontrol)
Pu (7.3)

Abs  : Absorbans degerleri
Cstandart - Standart olarak kullanilan serine konsantrasyonu (meqv/L)
SF : Seyrelme faktori

Pu : Cozeltideki toplam protein miktari (g/L)

7.7 Folin Lowry Yontemi ile Coziinen Protein Miktarinin Belirlenmesi

ilk olarak Lowry vd. [93] tarafindan 1951 yilinda tanimlanam, Lowry y&ntemi protein
analizi igin yaygin olarak kullanilan, en degerli yontemlerden biridir. Renk 6l¢imiine

dayali olan bu metod iki farkli reaksiyon adimi igerir [93];

1. Bakir iyonu ile amid bag arasinda olusan kompleks sonucu alkali ortamda

indirgenmis bakir, Cu®, olusur.

2. Folin-Ciocalteu maddesi tirozin ve triptofan maddeleri ile indirgenir. indirgenen

Folin- Ciocalteu maddesi mavi renk verir.

Protein miktarlari, 500-750 nm dalga boyu araliginda indirgenen Folin-Ciocalteu

maddesinin renk siddeti degerleri okunarak belirlenir.
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7.7.1 Materyaller

A ayiraci

20 g Na,CO3, 1 L’lik 0.1 N NaOH ¢ozeltisinde ¢ozllerek hazirlanmistir.
B ayiraci

0.5 g CuS04.5H,0, 100 ml'lik % 1’lik (agirhk/hacim) sodyum tartarat cozeltisinde

¢Ozllerek hazirlanmistir.

C ayiraci

Kullanimdan hemen 6nce, 100 ml A ayiraci ile 2 ml B ayiraci karistirilarak hazirlanmigtir.
D ayiraci

Folin-Ciocalteu Lowry maddesinin 1:1 oraninda saf su ile seyreltilmesi ile hazirlanmistir.

Hazirlanan D ayiraci kullanima kadar koyu bir sisede buzdolabinda saklanmistir.
Potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi

pH degeri 7 olan 25 mM fosfat tampon ¢o6zeltisi hazirlamak igin, 2.105 g KH,POy4 ile
2.174 g K,HPO4.3H,0 900 ml saf suda c¢ozilmdistir. Daha sonra 5 N KOH cozeltisi

kullanilarak ¢ozeltinin pH degeri 7’ ye ayarlanmis ve hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir.

7.7.2 Yontem

Reaksiyon c¢ozeltisinden belirli zaman araliklari ile alinan hidrolizat 6rnekleri, enzim
inaktive edildikten ve santrifijlendikten sonra toplam protein icerigi 0.4 g/L’yi
gecmeyecek sekilde fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Daha sonra deney tiplerine
alinan 1 ml’lik 6rneklerin Gizerine 5 ml C ayiraci ilave edilerek érnekler 10 dakika 25°C
sicaklikta bekletilmistir. 10 dakika sonunda deney tiliplerine 0.5 ml D ayiraci ilave
edilmis ve ornekler 30 dakika 25°C’'de inkiibe edildikten sonra absorbans degeri 750
nm’de referans ¢ozeltisine karsi okunmustur. Referans ¢ozeltisi 6rnekle ayni sekilde, 1
ml drnek yerine 1 ml fosfat tampon kullanilarak hazirlanmistir. Ornek analizleri 3’er kez
tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalari alinmistir. Tekrarlanan analizler

arasindaki maksimum fark + % 5 sinirindadir.
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7.7.3 Hesaplamalar
Yéntem igin standart egrinin hazirlanmasi

Cozinen protein miktarinin tayini icin, sigir serum albumini (BSA) fosfat tampon
¢Ozeltisinde ¢ozilerek belirli konsantrasyonlarda hazirlanmis ve standart olarak
kullanilmistir. Hazirlanan BSA ¢ozeltilerinin konsantrasyon degerleri ve bu degerlere
karsihk 750 nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri Cizelge 7.3'te, ortalama
absorbans degerlerine karsi gizilen standart egri Sekil 7.4’te verilmistir. Protein
konsantrasyonu hesaplamak icin kullanilan denklem Linear regrasyon analizi

sonucunda;

C(g/L) = 0.4654 x (Absorbans degeri) — 0.0279

olarak belirlenmistir. Elde edilen denklem igin standart sapma (o) ve regresyon

katsayisi (R?) degerleri sirasiyla 0.0189 ve 0.9887 olarak bulunmustur.

Protein ¢ozinurlugu (Xec);

Toplam —

0 (7.4)
C; : Herhangi bir zamandaki protein konsantrasyonu, (g/L)
Co: Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmus protein miktari, (g/L)

Croplam: TOplam protein konsantrasyonu, (g/L)

olarak tanimlanmistir.
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Cizelge 7.3 Folin Lowry yontemi igin standart egri verileri

BSA Kons. Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3 Ort.
(mg/ml) Absorbans Absorbans Absorbans Absorbans
0 0 0 0 0
0.025 0.106 0.0905 0.096 0.098
0.050 0.202 0.1585 0.187 0.183
0.075 0.219 0.199 0.227 0.215
0.100 0.275 0.2785 0.292 0.282
0.125 0.322 0.3325 0.312 0.322
0.150 0.43 0.418 0.428 0.425
0.175 0.444 0.4635 0.486 0.465
0.200 0.528 0.519 0.537 0.528
0.225 0.612 0.5785 0.601 0.597
0.250 0.614 0.637 0.652 0.634
0.300 0.65 0.695 0.695 0.680
0.350 0.723 0.7835 0.795 0.767
0.400 0.836 0.8435 0.881 0.854
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Sekil 7.4 Folin Lowry yontemi igin standart egri

7.8 Enzim Aktivite Tayini

Literatlrde proteolitik aktivite tayini icin kullanilan bircok yontem mevcuttur. Genel
olarak bu yontemlerde aktivite tayini icin kullanilan substratlar kazein, hemoglobin ve
azokazeindir [94-99]. Kazeinin veya hemoglobinin kullanildigi aktivite tayin
yontemlerinde enzimin substratla inkiibasyonundan sonra acgiga ¢ikan protein miktari
Lowry [93] veya Bradford [100] yontemleri ile tayin edilmekte olup enzim aktivitesi
buna gore belirlenmektedir. Ancak, bu calismada reaksiyon c¢o6zeltisinden alinan
ornekler saf enzim c¢ozeltileri olmadigl, ayni zamanda ¢6ziinmiis susam proteini de
icerdiginden, yapilan deneysel calismalar gostermistir ki, bu iki substratin (kazein ve
hemoglobin) kullanildigi yontemler, enzim c¢o6zeltisi icin inkiibasyon oOncesi protein

analizi yapilip fark alinsa bile saglkli sonuclar vermemektedir.

42



Azokazein, kazeine turuncu sulfanilamid gruplarinin baglanmasi ile modifiye edilmis bir
proteindir. Azokazeinin substrat olarak kullanildigi yontemlerde, enzim aktivitesi
inklibasyon sonunda azokazeinin parcalanmasi ile serbest hale gecen sulfanilamid

gruplari sonucunda agiga ¢ikan turuncu renk yogunluguna gore belirlenmektedir [94].

Yapilan 6n denemeler sonucunda, Alcalase enziminin degisen reaksiyon kosullarinda
stabilitesini belirleyebilmek ve enzimin inaktivasyon kinetigini incelemek amaciyla,
Azokazein yontemi bu galisma igin en uygun yontem olarak secilmistir. Calismada

Tomarelli vd. [94] tarafindan tanimlanan yontem modifiye edilerek kullaniimistir.

7.8.1 Materyaller
Sodyum fosfat tampon ¢ézeltisi

7.4 pH degerine sahip 0.1 M fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin, % 1.56’lik
(agirhk/hacim) NaH,P04.2H,0 c¢ozeltisi, pH degeri kontrol edilerek yavasca % 1.78’lik
(agirhk/hacim) Na;HPQ4.2H,0 ¢ozeltisine ilave edilmistir (hacimsel oran yaklasik olarak
1:4). % 1.56’lik (agirlik/hacim) NaH,P0,4.2H,0 ve 1.78’lik (agirhk/hacim) Na,HPO4.2H,0
cozeltileri, NaH,P04.2H,0 ve NayHPO4.2H,0 kristallerini saf suda ¢ozerek

hazirlanmistir.
Azokazein ¢ozeltisi

% 2’lik (agirlik/hacim) azokazein ¢ozeltisi, azokazeini, 7.4 pH degerine sahip 0.1 M

fosfat tamponda ¢6zerek hazirlanmistir.

TCA (Trikloroasetik asit) ¢ozeltisi

% 10’luk (agirlik/hacim) TCA ¢Ozeltisi, TCA kristallerini saf suda ¢6zerek hazirlanmistir.
NaOH ¢ozeltisi

1 M NaOH c¢ozeltisi, % 4 agirlik/hacim oraninda NaOH’i saf suda ¢ozerek hazirlanmistir.

7.8.2 Yontem

Belirlenen zaman araliklarinda reaktérden alinan 6rnekler santrifiijlendikten sonra, ele
gecen supernatant ¢ozeltisi 0.1 N fosfat tampon (pH 7.4) ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

Daha sonra, 0.5 ml’lik érnekler deney tlplerine alinmis ve 1.5 ml azokazein ¢oOzeltisi
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ilavesi ile 40°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon, deney tiiplerine 2 ml
% 10’luk (agirlik/hacim) TCA ilavesi ile sonlandiriimistir. Oda sicakhginda 10 dakika
bekletilen 6rnekler 5 dakika santrifijlendikten sonra, supernatant ¢ézeltisinden alinan
2 ml’lik 6rneklere 2 ml 1 N NaOH ilave edilerek absorbans degerleri 440 nm’de referans
¢Ozeltisine karsi okunmustur. Referans cozeltisi 6rnekle ayni sekilde hazirlanmistir,
ancak seyreltilmis enzim 6rneklerine azokazein ¢dzeltisinden 6nce TCA ilave edilmistir.
Ornek analizleri 3’er kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalari alinmistir.

Tekrarlanan analizler arasindaki maksimum fark + % 5 sinirindadir.

7.8.3 Hesaplamalar

Yontem igin standart egrinin hazirlanmasi

Aktivite tayini igin, alkalaz enzimi fosfat tamponu ile seyreltilerek belirli Unite
degerlerinde hazirlanmis ve standart olarak kullanilmistir. Hazirlanan enzim
¢Ozeltilerinin aktivite degerleri ve bu degerlere karsilik aktivite tayin yontemi
sonucunda 440 nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri Cizelge 7.4’te verilmis,

ortalama absorbans degerlerine karsi gizilen aktivite degerleri Sekil 7.5'te sunulmustur.

Cizelge 7.4 Aktivite tayini icin standart egri verileri

Enzim Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3 Ort.
Aktivitesi Absorbans Absorbans Absorbans Absorbans
(AU/L)

0 0 0 0 0
0.1 0.035 0.033 0.028 0.032
0.2 0.071 0.069 0.074 0.071
0.3 0.112 0.109 0.105 0.109
0.4 0.147 0.139 0.142 0.143
0.6 0.271 0.264 0.268 0.268
0.8 0.337 0.354 0.360 0.350
1.2 0.502 0.483 0.476 0.487
1.6 0.694 0.682 0.677 0.684
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Sekil 7.5 Aktivite tayini igin standart egri

Linear regrasyon analizi sonucunda aktivite hesabi igin kullanilan denklem;

a (AU/L) = 2.3142 x (Absorbans dederi) + 0.0265
olarak belirlenmistir. Elde edilen denklem igin standart sapma (c) ve regresyon

katsayisi (R%) degerleri sirasiyla; 0.0355 ve 0.9981 olarak bulunmustur.

% Aktivite degeri,

at
A=100x—- (7.5)
aO

ao : t=0 anindaki enzimin aktivitesi, (AU/L)
a; : herhangi bir zamandaki enzim aktivitesi, (AU/L)
A: : herhangi bir zamandaki % enzim aktivitesi

olarak tanimlanmistir.
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7.9 Susam Kiispesi Protein Hidrolizatinin Fonksiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi

7.9.1 Su Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Protein hidrolizatlatinin su tutma kapasitesi Vioque vd. [71] tarafindan bildirilen
yonteme gore saptanmistir. Su tutma kapasitesi icin 0.5 g protein 6érnekleri lizerine 5
ml saf su ilave edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakhginda bekletilmis, 3000 x g’de 30
dakika sureyle santrifij edilmistir. Protein orneklerine ilave edilen saf suyun
baslangicta hacmi ile slipernatant hacminin farki belirlenmis ve sonuclar mL

absorplanan su /g protein olarak hesaplanmistir.

7.9.2 Yag Tutma Kapasitesi Belirlenmesi

Protein hidrolizatlatinin yag tutma kapasitesi Vioque vd. [71] tarafindan bildirilen
yonteme gore 6lcllmustir. Yag tutma kapasitesi icin 0.5 g protein 6rnekleri 5 ml misir
yagl ile 30 dakika karistirilmis; daha sonra 3000 x g’de 30 dakika sireyle santrifij
edilmistir. Protein hidrolizatlarindan ayrilan yagin hacmi 6lcilmis ve sonuglar mL

absorplanan yag /g protein olarak hesaplanmistir.

7.9.3 Kopiik Kapasitesi ve Stabilitesinin Belirlenmesi

Protein orneklerinin koplirme ozellikleri Chabanon vd. [101] tarafindan belirtilen
yonteme kopuk kapasitesi ve stabilitesi olarak belirlenmistir. 50 ml % 1.5
(agirhk/hacim) protein c¢ozeltisi 8000 devir/dak hizinda 5 dakika sire ile
homojenizatérde (Ultra Turrax, IKA T18 basic) karigtirilarak koépuk olusumu

saglanmistir. Orneklerin kdpiik kapasiteleri asagidaki formiille hesaplanmistir.
. S Vi-Vp
Kopuk Kapa5|te5|(%)=v—x100 (7.6)
2

V1: Homojenizasyon sonrasi toplam hacim (ml)

V,: Homojenizasyon oncesi toplam hacim (ml)

Orneklerin kopik stabilitesi ise oda sicakhginda 10, 30, 45 ve 60 dakika sonundaki

koplik hacmi (ml) olarak belirlemistir.
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7.9.4 Emiilsiyon Aktivite indeksi (EAI) ve Emiilsiyon Stabilite indeksinin (ESI)

Belirlenmesi

Protein orneklerinin emilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emilsiyon stabilite indeksi (ESI)
Pearce and Kinsella [102] tarafindan belirtilen metoda gore Olgllmistir. % 0.1
(agirlik/hacim)’lik 6 ml protein ¢ozeltisi ve 2 ml Misir yagi emilsiyon olusturmak
amaclyla homojenizator (Ultra Turrax, IKA T18 basic) ile en yilksek devirde 1 dakika
sireyle homojenize edilmistir. Emulsiyonun alt kismindan alinan 50 ul 6rnek 10 ml
% 0.1’lik (w/v) sodyum dodesil silfat ¢ozeltisi (SDS) ile seyreltilmistir. Karisimin 500
nm’deki absorbansi okunmus (0. dakikadaki) ve bu absorbans degeri kullanilarak
asagidaki formil yardimiyla EAl degeri hesap edilmistir.

2xTx(A, xDF)

EAI(m* /g) =

T=2.303

Ag: 0. dakikadaki absorbans degeri

DF: Seyreltme faktori (100)

c: Cozeltideki protein konsantrasyonu (g/ml)
®: Yagin hacimsel fraksiyonu

Orneklerin ESI degerleri, emiilsiyonun 10 dakika bekletilmesinden sonra alt kismindan
alinan 50 pl o6rnegin 10 ml % 0.1'lik (agirlik/hacim) SDS ile seyreltiimesi ve
absorbansinin 500 nm’de okunmasi (10. dakikadaki) sonucunda elde edilen verilerden

asagidaki formil yardimiyla hesaplanmistir.

A XA
ESI (dak) = 0 AL

Ao _Alo (7.8)
To : 0. dakikadaki absorbans
T10: Homojenizasyon isleminden 10 dakika sonra okunan absorbans

t: Emilsiyonun bekleme siiresi (10 dakika)
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7.10 Amino Asit Kompozisyon Analizi

Susam kispesinin ve deneyler sonucunda elde edilen hidrolizat ¢ozeltilerinin amino
asit kompozisyon analizleri TUBITAK tarafindan, Shimadzu UFLC LC-20 AT cihaz

kullanilarak gergeklestirilmistir.

7.11 Teorik calisma

Nimerik hesaplamalar igin MATLAB 5.0 programi kullanilmistir. Marquardt-Levenberg
metodu [103,104] kullanilarak deneysel veriler ile teorik veriler arasinda minimum farki
veren parametreler hesaplanmistir. Deneysel veriler ile teorik verilerin farkina esit olan

SSR istatistik degerleri asagidaki formule gére hesaplanmistir.

Nd
SSR=)" (Ca* —cpe)? (7.9)
m=1

Burada, Ny toplam veri sayisidir. Standard sapma, o, asagidaki formile goére

hesaplanmistir.
0” 25" = (SSR)min / (M-p) (7.10)

2
Burada, p parametre sayisi ve s° varyanstir.
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BOLUM 8

ARASTIRMA BULGULARI

8.1 Hidroliz Reaksiyonu i¢in Uygun Enzimin Segimi

Susam kispesi proteinin hidroliz reaksiyonunun optimizasyonunda kullanilacak uygun
enzimi belirleyebilmek amaciyla bes ticari proteaz enzimi ile 6n denemeleler
gercgeklestirilerek, enzimlerin susam kispesi proteini hidrolizi Gzerindeki etkinlikleri
incelenmistir. On denemeler icin secilen proteaz enzimleri Alcalase, Neutrase,
Flavourzyme, Protamex ve PTN’dir. On denemeler tiim enzimler icin belirtilen sicaklik
ve pH calisma araliklari g6z onlinde bulundurularak, segilen 50°C sicaklikta ve pH 7
degerinde gergeklestirilmistir. 20 g protein/L substrat iceren 200 ml ¢6zelti esit Unitede
enzim ilavesi (0.35 AU/g protein) ile 60 dakika siuresince reaksiyona tabi tutularak, baz
sarfiyatlari zamana bagli olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 8.1’de grafiksel

olarak sunulmustur.

Sekil 8.1 incelendiginde Alcalase ve Protamex enziminin; susam kispesi proteininin
hidrolizinde, diger enzimlerden daha etkin oldugu acgik¢a goriilmektedir. Alcalase ve
Protamex enzimleri icin 60 dakika sonunda elde edilen baz sarfiyatlari sirasi ile, 16.12
ve 12.96 mmol/L’dir. Elde edilen deneysel veriler sonucu en yiksek etkinlige sahip olan
Alcalase enziminin, susam kispesi proteinin enzimatik hidrolizinin optimizasyonu icin

gerceklestirilecek olan diger tim deneylerde kullanimina karar verilmistir.

49



18

16 - *
o ¢
14 - . ¢ o
S * ¢ o ©
o 12 - e ©
€ ® e © - n
é 10 - * ° - HE N
g 4 () | | X X
Z g | ee® m 1§ X X x X A A
b= . X A A A A
8 a i
5 6| sk 4
o Q.XX
4 | ®Xa
fa
, DA
0 I I I I I
0 10 20 30 40 50 60

Zaman (dakika)

Sekil 8.1 Farkli enzimler igcin zamana karsilik elde edilen baz sarfiyati degerleri, T=50°C,
pH= 7, S= 20 g protein/L, E= 0.35 AU/g protein (A Flavourzyme, X PTN, m Neutrase,
e Protamex, ¢ Alcalase)

8.2 pH-Stat Kalibrasyonu

pH-Stat yonteminde hidroliz derecesi, hidroliz reaksiyonu sirasinda serbest hale gegen
protonlarin ototitrasyonu icin ortama ilave edilen baz miktarindan direkt olarak, daha
once Materyal ve YOontem BoOlim 7.4.2’de verilmis olan esitlik (7.1) kullanilarak
hesaplanir. Ancak hidroliz derecesinin dogru bir sekilde hesaplanabilmesi igin pH-

stat’in kalibre edilmesi gerekir.

1 1 1
DH=BxN, x—x—x—x100% (7.1)

24 I:)M top

B :Baz miktari (ml)
N, :Baz normalitesi

o :o-NH gruplarinin ortalama ayrilma sabiti
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Pv : Protein miktari (g)
htop. : Substrattaki toplam peptid baglari sayisi (meqv/g protein)

HD : % Hidroliz derecesi

Esitlik 7.1’deki o terimi pH-stat yontemi icin kalibrasyon faktortdir ve asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanir.

10PHPK

107 (8.1)

Esitlik 8.1’den de gorildigu gibi pH-stat kalibrasyonu, hidrolizatlar icin pK degerinin
belirlenmesidir. Amino asit gruplari icin pK degeri sabit degildir. Amino asit 6zelligi,

peptid zincir uzunlugu ve sicaklikla degismektedir [8].

Bu calismada, pH-stat kalibrasyonu icin Adler-Nissen [8] tarafindan tanimlanan yéntem
kullanilmistir. Yontemde hidroliz reaksiyonu siiresince pK degerinin sabit oldugu kabul
edilir. Hidroliz reaksiyonu sliresince, hem baz sarfiyatindaki artis, hem de serbest
amino asit gruplarinin konsantrasyonlarindaki artis, hidroliz derecesi ile dogru
orantilidir. Bu nedenle, baz sarfiyati ile serbest hale gecen amino asit gruplari arasinda
lineer bir iliski s6z konusudur. Dolayisi ile kalibrasyon, hidrolizat 6érneklerinde bulunan
serbest amino asit grup konsantrasyonu ile baz sarfiyati arasindaki lineer iliskiyi

belirlemek sureti ile gerceklestirilir.

Bir referans sicaklik segilerek, bu sicaklikta farkli pH degerlerinde gergeklestirilen
deneyler i¢in baz sarfiyati ve serbest amino asit grup konsantrasyonu arasindaki lineer
iliski belirlendikten sonra, elde edilen dogrularin egimlerden vyararlanilarak pK
degerleri, esitlik (8.2) kullanilarak hesaplanabilir. Esitlik 8.2'nin tiretilisi Cizelge 8.1'de
verilmistir [6,8, 105,106].
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pK = pH, +1ogp, —b,) —10gl0*" ™ x b, —b,) (8.2)
b: egim

pH, > pH; olmalidir.

Referans bir sicaklikta pK degeri biliniyorsa veya hesaplanmissa, farkli bir sicakliktaki pK
degeri, referans sicaklikla ayni pH degerinde gergeklestirilen tek bir deney ile asagidaki
esitlik (8.3) kullanilarak hesaplanalabilir. Esitlik 8.3’(in tiretilisi Cizelge 8.2’de verilmistir
[8].

pK = pH, +|o{b£x(1+1opko"’”)—1} (8.3)
0

b ve by ayni pH degerinde elde edilmelidir.
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Gizelge 8.1 Esitlik 8.2’nin tiretilisi [8]

pH-Staticin: dB=a xdh
TNBS reaksiyonu igin: d(leu —NH,) =k xdh
Egim, b

_d(leu—NH,)
-

b kxa™

a™t =1+10°"P"

iki farkli pH degeri igin, pH, > pH,:

b, —b, =k x (10P"PH —10P P

b, —b, =k x10P* Pz x (10P" 7P 1) (a)

ve

b, x10P" P —p =k x (10P" P 4 1QPE P —1—10P PMY)
b, X107 7P by =k x (10P" P —1) (b)
denklemleri elde edilir.

a denklemi, b denklemine béliindiglinde;

bl _bz
10P™ 7P, — by

=10PPH: (c)

¢ denkleminin logaritmasi alindiginda;
pK = pH, +log(b, —h,) —log(10P" P x b, —h,)

esitligi elde edilir.

* OPA igin ayni denklem  d(leu—NH,)=kxdh ifadesi

d(serine—NH,) = k x dh ifadesi yerlestirilerek ayni sekilde tiretilir.

yerine
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Gizelge 8.2 Esitlik 8.3’(in turetilisi [8]

Ana esitlik: b=k x(1+10P<P)

Standart sicaklik To'da pK= pKo ve T sicakligindaki pK degeri icin ana esitlik

diizenlenirse:
by =k x(1+10P%~PH (a)
b=kx(1+10P<PH) (b)

a ve b denklemleri oranlandiginda;

1+10P¢-PH :b£><(1+1o"’*<0‘pH )
0

pK = pH +|og{b£x(1+1op*<o-p“ )—1}
0

esitligi elde edilir.

Bu calismada, referans sicaklik 50°C olarak se¢ilmis ve bu sicakliktaki pK degeri, pH 6.5,
7, 7.5 ve 8 degerlerinde hidroliz deneyleri gerceklestirilerek hesaplanmistir. Ayrica pH
7.5 degerinde 40°C ve 60°C’de deneyler yapilmis ve referans sicaklikta elde edilen

verilerden yararlanilarak bu sicakliklar icin de pK degerleri hesaplanmistir.

100 ml’lik ¢cozelti hacminde gerceklestirilen deneyler icin sabit proses sartlari; 10 g
protein/L substrat konsantrasyonu, % 0.25 (hacim/hacim) enzim konsantrasyonu ve 1
saat reaksiyon suresidir. Reaksiyon sirasinda baz sarfiyati kaydedilmis, belirli zaman
araliklarinda reaksiyon c¢o6zeltisinden alinan 6rneklerde serbest hale gecen amino asit
gruplarinin analizi hem TNBS metodu, hem de OPA yontemi ile yapilmistir. Her iki
yontem icinde, baz sarfiyati ile serbest hale gecen amino asit gruplari arasindaki
dogrusal korelasyonun yiiksek oldugu saptanmistir. Elde edilen deneysel sonuglar Sekil
8.2-8.5’te, deneysel verilere uyan lineer modellere ait katsayilar ve istatiksel degerler
Cizelge 8.3-8.6’da sunulmustur. Elde edilen sonuclar kullanilarak hesaplanan pK

degerleriise Cizelge 8.7 ve 8.8’de 6zetlenmistir.
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Sekil 8.2 50°C’de farkli pH degerlerinde gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlari igin TNBS
yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz sarfiyati
degerleri, (0 pH 6.5, 0 pH 7, A pH 7.5, % pH 8,— modeller)

Cizelge 8.3 50°C’de farkl pH degerlerinde gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlar igin
TNBS yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerleri icin elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatistiksel degerler

pH Egim (e) Kesim noktasi St.Sapma (o) R?

6.5 1.8140 0.0948 0.0345 0.9933
7.0 1.0477 0.0913 0.0197 0.9960
7.5 0.8581 0.1021 0.0321 0.9932
8.0 0.7818 0.0601 0.0267 0.9971
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Sekil 8.3 50°C’de farkli pH degerlerinde gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlari icin OPA
yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz sarfiyati
degerleri, (0 pH 6.5, 0 pH 7, A pH 7.5, % pH 8,— modeller)

Cizelge 8.4 50°C’de farkli pH degerlerinde gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlart igin
OPA yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerleri icin elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatistiksel degerler

pH Egim (e) Kesim noktasi St.Sapma (o) R?

6.5 1.9974 0.0471 0.0413 0.9913
7.0 1.2006 0.1092 0.0195 0.9970
7.5 0.9462 0.1176 0.0372 0.9925
8.0 0.8639 0.0826 0.0239 0.9981
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Sekil 8.4 pH 7.5 degerinde farkli sicakliklarda gercgeklestirilen hidroliz reaksiyonlari igin
TNBS yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerleri, (¢ 40°C, A 50°C, o0 60°C,— modeller)

Cizelge 8.5 pH 7.5 degerinde farkl sicakliklarda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari
icin TNBS yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerleri icin elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatistiksel degerler

Sicakhk Egim (e) Kesim noktasi  St.Sapma (o) R?
40°C 0.9313 0.2223 0.0267 0.9919
50°C 0.8581 0.1021 0.0321 0.9932
60°C 0.8149 0.2038 0.0269 0.9951
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Sekil 8.5 pH 7.5 degerinde farkli sicakliklarda gercgeklestirilen hidroliz reaksiyonlari igin
OPA yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerleri, (¢ 40°C, A 50°C, o0 60°C,— modeller)

Cizelge 8.6 pH 7.5 degerinde farkl sicakliklarda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari
icin OPA yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerleri icin elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatistiksel degerler

Sicakhk Egim (e) Kesim noktasi St.Sapma (o) R?
40°C 1.0327 0.2108 0.0233 0.9946
50°C 0.9462 0.1176 0.0372 0.9925
60°C 0.8975 0.1945 0.0264 0.9959
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Cizelge 8.7 50°C’de farkli pH degerlerinde gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari igin
Esitlik 8.2 kullanilarak hesaplanan pK degerleri

TNBS reaksiyonu ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerlerinden elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan degerler

pH1 pH 2 Egim (e1) Egim (ey) pK
6.5 7 1.8140 1.0477 6.70
7 7.5 1.0477 0.8581 6.56
7.5 8 0.8581 0.7818 6.67
6.5 7.5 1.8140 0.8581 6.65
7 8 1.0477 0.7818 6.59
6.5 8 1.8140 0.7818 6.65
ORT. 6.64

OPA reaksiyonu ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyati degerlerinden elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan degerler

pH1 pH 2 Egim (e,) Egim (ey) pK
6.5 7 1.9974 1.2006 6.65
7 7.5 1.2006 0.9462 6.65
7.5 8 0.9462 0.8639 6.66
6.5 7.5 1.9974 0.9462 6.64
7 8 1.2006 0.8639 6.66
6.5 8 1.9974 0.8639 6.65
ORT. 6.65

Cizelge 8.8 pH 7.5 degerinde farkh sicakliklarda gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlari
icin Esitlik 8.3 kullanilarak hesaplanan pK degerleri

TNBS yontemi ile elde
edilen veriler icin

OPA yontemi ile elde

edilen veriler icin

Sicaklik Egim (e)
40°C 0.9313
50°C (ref.) 0.8581
60°C 0.8149

pK

6.87
6.64
6.41

Egim (e) pK
1.0327 6.89
0.9462 6.65
0.8975 6.42

ORT. pK
6.88
6.65
6.42
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Cizelge 8.7 ve 8.8 incelendiginde her iki yontemle yapilan kalibrasyon sonucunda
hesaplanan pK degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu gorilmektedir. Sonug
olarak, elde edilen tim degerler g6z oniinde bulunduruldugunda, susam kispesi
proteini hidrolizatlari i¢cin pK degerleri; 40°C, 50°C ve 60°C sicakliklarda sirasiyla 6.88,

6.65 ve 6.42 olarak bulunmustur.

Herhangi bir sicaklikta pK degeri biliniyorsa farkli bir sicakliktaki pK degeri, teorik olarak
Gibbs-Helmholtz esitligi (Esitlik 8.4) kullanilarak da hesaplanabilir [8].

AH® 1 1
K —pK, =—— x| ——— 8.4
PR PR 2.303xR {7’1 Tj (84)

a-amino asit gruplari i¢in iyonlasma entalpisi (AH°) Steinhardt ve Beychok [8]
tarafindan 45 kj/mol olarak rapor edilmistir. Bu deger Esitlik 8.4’e yerlestirildiginde, 40
ile 50°C icin pK degerleri arasindaki farkin yaklasik 0.23 birim, 50 ile 60°C iginse bu
farkin yaklasik 0.22 birim olmasi gerektigi hesaplanmaktadir. Elde edilen deneysel
sonugclar incelendiginde (Cizelge 8.8); 40 ile 50°C’deki pK degerleri arasindaki farkin
0.23 birim, 50 ile 60°C'deki pK degerleri arasindaki farkin ise 0.20 birim olmasi

sonuglarin givenirliligini artirmaktadir.
8.3 Kesikli Sistemde Proses Parametrelerinin Optimizasyonu

8.3.1 Susam kiispesi konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonu lizerindeki etkisinin

incelenmesi

Substrat konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisini incelemek amaciyla hidroliz
reaksiyonlari 10-30 g protein/L arasinda degisen farkli protein konsantrasyonlarinda,
% 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 50°C sicaklik ve pH 7’de gerceklestirilmistir. 120
dakikalik reaksiyon siiresi boyunca hidroliz dereceleri, protein ¢6zinlrlik dereceleri ve
enzim stabiliteleri zamana bagli olarak incelenmis, elde edilen sonuglar, Sekil 8.6-

8.11’de grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 8.6 Farkli substrat konsantrasyonlari icin zamana karsi elde edilen % hidroliz
derecesi degerleri (T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim)) (¢ 10 g protein/L, m 15 g
protein/L, A 20 g protein/L, X 25 g protein/L, ¥ 30 g protein/L,— modeller)

Hidroliz derecesi ve protein ¢ozlnirliglu degerlerinin substrat konsantrasyonuna bagh
degisimleri incelendiginde (Sekil 8.6 ve 8.7), substrat konsantrasyonu artirildiginda,
hidroliz reaksiyonun ve ¢ozunurlik hizlarinin, dolayisi ile hidroliz derecesi ve protein

¢Ozlinlrlik derecesi degerlerininde azalmis oldugu gortlmektedir.

Hiz profilleri incelendiginde tiim substrat konsantrasyonlari i¢in hidroliz reaksiyonunun
ve protein ¢ozinurliglnin baslangicta hizl ilerledigi daha sona yavaslayarak azaldigi,
tipik hidroliz ve ¢oziintrlik egrilerinin elde edilmis oldugu gortlmektedir (Sekil 8.6 ve
8.7). Hidroliz reaksiyonu ve protein ¢6zlintrlGgu hizlarindaki bu diisis, a) enzime maruz
kalan peptit baglarinin konsantrasyonunun azalmasi, b) hidroliz derecesinin ve
¢OzUnUrligln baslangic substrat konsantrasyonu artikca azalan limit bir degere

ulasmasi sonucunda olusan yatiskin hal yaklasimi, c) substrat ve/veya hidroliz
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Urinlerinden kaynaklanabilecek enzim inhibisyonu, d) enzim inaktivasyonu,

sebeplerinden birine veya birkagina bagli olabilir [108,109].
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Sekil 8.7 Farkli substrat konsantrasyonlari icin zamana karsi elde edilen ¢oziintrlik
derecesi degerleri (T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim)) (¢ 10 g protein/L, m 15 g
protein/L, A 20 g protein/L, X 25 g protein/L, ¥ 30 g protein/L,— modeller)

Hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢ozlinlrliik derecesi degerlerine bagh degisimleri
incelendiginde (Sekil 8.8), calisilan bitin substrat konsantrasyonu degerleri igin,
hidroliz derecesi degerleri ile ¢ozliniurlik degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu ve
tim deneysel verilerin hemen hemen ayni bir dogru uzerinde bulunduklar
gorilmektedir. Literatilirde hidroliz derecesi ve ¢ozlinirlik arasindaki lineer iliski Soral-

Smietana vd. [26], Bombara vd. [32] ve Apar ve Ozbek [109] tarafindan da bildirilmistir.

62



0.20
0.18 -
0.16 |
0.14 ¢
' o *Bax
0.12 | & BX
0.10 - . ‘&&
m 2
0.08 | W A
&

Hidroliz Derecesi, X,

0.06 - .
]
0.04 - A
X

0.02 -

0-00 . I I I I I I
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7

Protein Coziiniirlugi, Xp.

Sekil 8.8 Farkli substrat konsantrasyonlari icin hidroliz derecesi ile ¢ozunarlik
derecesinin degisimi (T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim)) (¢ 10 g protein/L,
m 15 g protein/L, A 20 g protein/L, X 25 g protein/L, } 30 g protein/L,— modeller)

Substrat konsantrasyonun enzim stabilitesine etkisi incelendiginde (Sekil 8.9), ¢alisilan
tim substrat baslangi¢ konsantrasyonlari icin, enzim stabilitesinin ilk on dakikada hizh
bir diislis gosterdigi, daha sonra ise islem sonuna kadar yaklasik olarak % 55 degerinde
sabit kaldigi saptanmistir. Bu nedenle, ilk on dakikada glicli bir substrat
inaktivasyonunun meydana geldigi duslnilebilir. Ancak ¢ahlsilan tim substrat
konsantrasyonlari icin inaktivasyon dizeyinin yaklasik olarak ayni oldugu saptanmistir.
Bu durumda; 10 g protein/L baslangi¢ substrat konsantrasyonunun enzim bozunmasina
sebep olabilecek asiri deger oldugu ve bu konsantrasyon Uzerindeki degerlerin daha

fazla bir inaktivasyona neden olmadigi soylenebilir.
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Sekil 8.9 Farkh substrat konsantrasyonlari igcin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri, (T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim)) (¢ 10 g protein/L,
m 15 g protein/L, A 20 g protein/L, X 25 g protein/L, } 30 g protein/L,— modeller)

Elde edilen sonuglarin gergekten substrat inaktivasyonundan kaynaklanip
kaynaklanmadigina aciklik getirmek amaciyla, enzim stabilitesinin susam kilspesiz
ortamda; suda ve fosfat tampon c¢ozeltileri icersinde incelendigi kontrol deneyleri

gerceklestirilmis ve sonuglar Sekil 8.10’da grafiksel olarak sunulmustur.

Sekil 8.10’dan goruldiugi gibi suda ve fosfat tampon c¢ozeltisinde enzim stabilitesi
zamanla stirekli bir azalma egilimi géstermistir. 10 g protein/L substrat iceren deney, su
ve fosfat tampon c¢oOzeltide susam kispesiz ortamda gerceklestirilen deneylerle
karsilastirildiginda, ilk on dakikada enzim stabilitesinde meydana gelen disistn,
substrat inaktivasyonuna dayanmadigi, ayrica 10 dakikalik islem siliresinden sonra
substrat ve/veya hidroliz tUrtnlerinin enzim stabilitesi tGzerinde koruyucu etkisi oldugu

gorilmektedir. Sonug olarak, substrat inaktivasyonunun olmadigi saptanmistir. Bu
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durumda baslangi¢ substrat konsantrasyonundaki artis ile hidroliz dererecesi ve
¢ozunirluk degerlerindeki azalma; a) enzimin substrat ile doyunurluga ulasmasindan
dolay! reaksiyonun limitlenmesi, b) substrat konsantrasyonu artikca su aktivitesinin
azalmasi, c) substrat miktarinin artmasi ile viskozite artisina dayali olarak kiitle
transferinin azalmasi ya da limitlenmesi, d) Griin ve/veya substratin sebep oldugu

tersinir inhibisyon nedenlerinden birine veya birkagina bagli olabilir.
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Sekil 8.10 Enzim stabilitesi kontrol deneyleri igin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri, T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim) ( A fosfat tamponda,
4 10 g protein/L substrat varliginda, m saf suda)
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Gahsilan tim substrat konsantrasyonlari igin, 120 dakikalik reaksiyon siresi sonunda
elde edilen % hidroliz derecesi, % protein ¢ozunurligl ve % enzim aktivite degerleri,
Cizelge 8.9 ve Sekil 8.11'de oOzetlenmistir. Cizelge 8.9 ve Sekil 8.11 incelendiginde,
% hidroliz ve % protein ¢ozUnurlik derecelerinin 15 g protein/L substrat
konsantrasyonu degerinden sonra belirgin sekilde azaldigi goriilmektedir. Bu nedenle
15 g protein/L substrat konsantrasyonu optimum substrat konsontrasyonu olarak
secilmis ve diger tim deneylerde baslangi¢ substrat konsantrasyonu olarak bu degerin

kullanimina karar verilmistir.

Susam  kispesi  proteininin  Alcalase enzimi ile hidrolizi igin, substrat
konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonu Uzerindeki etkisi Perez ve Saad [87] tarafindan
da, % 2-10 (agirhk/hacim) araliginda degisen substrat miktarlarinda incelenmis; hidroliz
icin optimum substrat konsantrasyonunun % 8 (agirlik/hacim) oldugu bildirilmistir.
Cizelge 8.9 Farkh substrat konsantrasyonlarinda, 120 dakikalik islem siiresi sonunda

elde edilen % hidroliz ve ¢ozlinlrlik dereceleri ve % enzim aktivite degerleri (T= 50°C,
pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim))

So HD PC A

(g protein/L) (%) (%) (%)
10 18.27 63.95 56.78
15 16.95 62.66 55.90
20 14.69 55.26 57.37
25 13.02 47.88 56.85
30 11.60 45.23 58.58

Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmus protein miktari 10, 15, 20, 25 ve 30 g protein/L substrat
konsantrasyonlari icin sirasi ile 0.96, 1.23, 2.61, 2.82 ve 3.28 g/L’dir.
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Sekil 8.11 % Hidroliz derecesi, % protein ¢ozlnlrligl ve % enzim aktivite degerlerinin
substrat konsantrasyonu ile degisimi, T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim)
(# hidroliz derecesi, m protein ¢ozlinlrliigu, A enzim aktivitesi)

8.3.2 Enzim konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonu {izerindeki etkisinin

incelenmesi

Enzim konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisini incelemek amaciyla 15 g protein/L
substrat iceren 200 mL’lik reaksiyon ¢ozeltisine % 0.20-0.40 (hacim/hacim) arasinda
degisen miktarlarda Alcalase enzimi ilavesi yapilarak, hidroliz reaksiyonlari 50°C sicaklik
ve pH 7 degerinde, 120 dakika boyunca gergeklestirilmistir. Hidroliz dereceleri, protein
¢Ozlinlirlik dereceleri ve enzim stabiliteleri zamana bagli olarak incelenmis, elde edilen

sonuclar Sekil 8.12-8.16'da grafiksel olarak sunulmustur.

Hidroliz derecesi degerlerinin enzim konsantrasyonuna bagli degisimleri incelendiginde
(Sekil 8.12), enzim konsantrasyonu artirildiginda, hidroliz reaksiyonun hizinin dolayisi

ile hidroliz derecesi degerlerinin de artmis oldugu goérulmektedir. Ancak, % 0.30
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(hacim/hacim) enzim miktarinin Uzerindeki enzim degerleri igin, hidroliz derecesi
degerlerinin artisinin daha yavas bir sekilde gerceklestigi ve birbirine olduk¢a yakin
oldugu gorilmektedir. % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktarinin Gzerindeki degerler igin
reaksiyonun daha yavas ilerlemesi, substratin enzim ile doyunurluga ulasmasindan
dolay! hidroliz reaksiyonunun diger faktorlerden c¢ok substrat konsantrasyonu

tarafindan limitlenmis olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 8.12 Farkh enzim konsantrasyonlari igin zamana karsi elde edilen % hidroliz
derecesi degerleri (T= 50°C, pH= 7, S= 15 g protein/L) (¢ % 0.20 (hacim/hacim),
W % 0.25 (hacim/hacim), A % 0.30 (hacim/hacim), X % 0.35 (hacim/hacim), *X % 0.40
(hacim/hacim),— modeller)

Protein ¢Ozlnlrlik derecelerinin enzim konsantrasyonuna bagh degisimleri
incelendiginde (Sekil 8.13), enzim miktar arttirildiginda hidroliz derecesi degerleri ile
benzer sekilde, ¢ozinurlik degerlerinin de artmis oldugu; % 0.30 (hacim/hacim) enzim

miktarinin Gzerindeki enzim degerleri icin, ¢cozindrlik degerlerindeki artisin daha yavas
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bir sekilde gerceklestigi gorilmektedir. Bu durum vyine, substratin enzim ile
doyunurluga ulasmasindan dolayi, hidroliz reaksiyonunun diger faktorlerden c¢ok

substrat konsantrasyonu tarafindan limitlenmis olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 8.13 Farkh enzim konsantrasyonlari igin zamana karsi elde edilen ¢ozinurlik
derecesi degerleri (T= 50°C, pH= 7, S= 15 g protein/L) (¢ % 0.20 (hacim/hacim),
W % 0.25 (hacim/hacim), A % 0.30 (hacim/hacim), X % 0.35 (hacim/hacim), ¥ % 0.40
(hacim/hacim),— modeller)

Hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢ozlinirlik derecesi degerlerine bagh degisimleri
incelendiginde (Sekil 8.14), calisilan bitin enzim konsantrasyonu degerleri icin, hidroliz
derecesi degerleri ile ¢oziniurlik derecesi degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu ve

tim deneysel verilerin ayni bir dogru lizerinde toplandiklari gériilmektedir.
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Sekil 8.14 Farkh enzim konsantrasyonlari igin hidroliz derecesi ile ¢ozUin(rlik
derecesinin degisimi, (T= 50°C, pH= 7, S= 15 g protein/L) (¢ % 0.20 (hacim/hacim),
W % 0.25 (hacim/hacim), A % 0.30 (hacim/hacim), X % 0.35 (hacim/hacim), ¥ % 0.40
(hacim/hacim),— modeller)

Kullanilan enzim miktarinin enzim stabilitesi lzerindeki etkisi incelendiginde (Sekil
8.15), calisilan tim enzim miktarlari icin, enzim stabilitesinin yine ilk on dakikada hizli
bir dusts gosterdigi daha sonra ise islem sonuna kadar sabit kaldigi, ancak enzim
miktari arttikca enzim aktivitesinin sabitlendigi degerlerde de belirgin bir artis oldugu

saptanmistir.
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Sekil 8.15 Farkh enzim konsantrasyonlari icin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri, (T= 50°C, pH= 7, S= 15 g protein/L) (¢ % 0.20 (hacim/hacim),
W % 0.25 (hacim/hacim), A % 0.30 (hacim/hacim), X % 0.35 (hacim/hacim), ¥ % 0.40
(hacim/hacim),— modeller)

Calisilan tim enzim miktarlari icin, 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz derecesi, % protein ¢ozundrligl ve % enzim aktivite degerleri, Cizelge 8.10
ve Sekil 8.16’da ayrica 6zetlenmistir. Cizelge 8.10 ve Sekil 8.16 incelendiginde, hidroliz
ve protein ¢ozlnurlik derecelerindeki artisin % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktarindan
sonraki enzim miktari degerleri icin belirgin sekilde yavasladigi ve hemen hemen
sabitlendigi acikca gorulmektedir. Bu nedenle % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktari
optimum enzim degeri olarak secilmis ve diger tiim deneylerde bu degerin kullanimina

karar verilmistir.
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Susam proteinin Alcalase enzimi ile hidrolizi igin enzim konsantrasyonunun hidroliz
reaksiyonu lzerindeki etkisi Perez ve Saad [87] tarafindan da, % 0.9-2.3 enzim/substrat
oranlarinda incelenmis; hidroliz igin optimum enzim/substrat oraninin % 2.3 (= % 1.25

hacim/hacim enzim konsantrasyonuna karsilik gelmektedir) oldugu bildirilmistir.

Cizelge 8.10 Farkl enzim miktarlarinda, 120 dakikalik islem siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz ve ¢ozunurlik dereceleri ve % enzim aktivite degerleri (T= 50°C, pH= 7, S= 15
g protein/L)

E HD PC A
(%, hacim/hacim) (%) (%) (%)
0.20 15.18 57.29 56.38
0.25 16.95 62.66 61.72
0.30 17.86 64.47 64.92
0.35 17.64 65.03 66.72
0.40 17.33 67.54 67.29

Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢éziinmis protein miktari % 0.20, % 0.25, % 0.30, % 0.35 ve % 0.40
enzim miktari deneyleri icin sirasi ile 2.09, 2.13, 2.07, 1.98 ve 2.16 g/L’dir.
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Sekil 8.16 Hidroliz derecesi, % protein ¢ozlinlrligl ve % enzim aktivite degerlerinin
enzim miktari ile degisimi, T= 50°C, pH= 7, S= 15 g protein/L (¢ hidroliz derecesi,
m protein ¢ozUnUrlGgu, A enzim aktivitesi)

8.3.3 pH’in hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

pH degisiminin protein yapisini modifiye ettigi, enzimatik reaksiyonlarda enzim-
substrat baglanmasini dolayisiyla reaksiyonun katalizlenmesini, ayni zamanda enzim
stabilitesini etkiledigi bilinmektedir [98]. pH degisiminin hidroliz reaksiyonuna etkisini
incelemek icin 15 g protein/L substrat iceren 200 mL’lik reaksiyon ¢ozeltisi, pH 6.5-9
araliginda degisen pH degerlerinde, 50°C sicaklikta, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi
ile 120 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmustur. Hidroliz dereceleri, protein
¢Ozlinlirlik dereceleri ve enzim stabiliteleri zamana bagli olarak incelenmis, elde edilen

sonuclar Sekil 8.17-8.21'de grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 8.17 Farkh pH degerleri icin zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
(T=50°C, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ pH 6.5, m pH 7, A pH 7.5,
X pH 8, X pH 8.5, ® pH 9, — modeller)

Hidroliz derecesi ve protein ¢ozlnlrlik derecelerinin pH’a bagh degisimleri
incelendiginde (Sekil 8.17 ve Sekil 8.18); hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayisi ile
hidroliz ve ¢ozunurlik derecesi degerlerinin pH 8.5 degerine kadar artis gosterdigi, pH
9 degeri icin elde edilen sonuglarin ise hemen hemen pH 8.5 degeri igin elde edilen

sonuclarla ayni oldugu gorilmektedir.
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Sekil 8.18 Farkli pH degerleri icin zamana karsilik elde edilen ¢ozlintrliik derecesi
degerleri, (T= 50°C, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ pH 6.5, B pH 7,
A pH7.5 X pHS8, *pHB8.5, @ pHI9, — modeller)

Farkli pH degerleri icin; hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢ozlinirlik derecesi
degerlerine bagh degisimleri incelendiginde (Sekil 8.19), calisilan butiin pH degerleri

icin, hidroliz derecesi degerleri ile ¢ozunurlik derecesi degerleri arasinda lineer bir iligki

oldugu gorilmektedir.
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Sekil 8.19 Farkli pH degerleri icin hidroliz derecesi ile ¢ozinlrlik derecesinin degisimi,
(T=50°C, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ pH 6.5, m pH 7, A pH 7.5,

pH'In enzim stabilitesi Uzerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 8.20), pH 6.5-7.5

araliginda, pH artisina bagl enzim inaktivasyonun az oldugu, enzim inaktivasyon hizinin

03 04 05 06 07 038

Protein Coziiniirlugi, Xp.

X pH 8, X pH 8.5, ® pH 9)

pH 7.5 degerinden sonra arttig goriilmektedir.

Calisilan tim pH degerleri icin, 120 dakikalik reaksiyon siresi sonunda elde edilen
% hidroliz derecesi, % protein ¢dzinurligu ve % enzim aktivite degerleri, Cizelge 8.11
ve Sekil 8.21'de Ozetlenmistir. Cizelge 8.11 ve Sekil 8.21 incelendiginde, maksimum

hidroliz ve ¢6zinlirliik derecesinin pH 8.5 degerinde elde edildigi gortilmektedir. Bu

nedenle pH 8.5, reaksiyon icin uygun pH olarak secilmistir.
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Sekil 8.20 Farkli pH degerleri icin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri,
(T=50°C, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ pH 6.5, m pH 7, A pH 7.5,
X pH 8, X pH 8.5, ® pH 9, — modeller)

Cizelge 8.11 Farkh pH degerleri igin, 120 dakikalik islem siresi sonunda elde edilen
% hidroliz ve ¢ozlnirlik dereceleri ve % enzim aktivite degerleri (T= 50°C,
S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim))

pH HD PC A
(%) (%) (%)
6.5 13.03 48.8 67.58
7.0 17.86 64.47 64.92
7.5 19.39 72.56 56.68
8.0 21.57 76.08 48.97
8.5 26.34 82.09 44.50
9.0 25.93 80.56 40.45

Hidroliz oncesi ortamda bulunan ¢6zliinmis protein miktari pH 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 ve 9 degerlerinde
gergeklestirilen deneyler igin sirasi ile 2.03, 2.07, 2.05, 1.96, 2.07 ve 2 g/L’dir.
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Sekil 8.21 % Hidroliz derecesi, % protein ¢ozlintrligli ve % enzim aktivite degerlerinin
pH ile degisimi, T= 50°C, E= % 0.30 (hacim/hacim), S= 15 g protein/L (¢ hidroliz
derecesi, m protein ¢cozinurligl, A enzim aktivitesi)

8.3.4 Sicakhgin hidroliz reaksiyonu lizerindeki etkisinin incelenmesi

Sicakhik artisinin  reaksiyon hizini artirdigi ancak enzimlerinde yapisal olarak
bozunmalarina neden oldugu bilinmektedir. Sicaklik artisinin hidroliz derecesine ve
¢ozlinen protein miktarina etkisini incelemek igin 15 g protein/L substrat iceren 200
mL’lik reaksiyon ¢ozeltisi, pH 8.5 degerinde, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 45-
65°C arasinda degisen sicaklik degerlerinde 120 dakika boyunca hidroliz islemine tabi
tutulmustur. Hidroliz dereceleri, protein ¢ozlinirlik dereceleri ve enzim stabiliteleri
zamana baglh olarak incelenmis, elde edilen sonuclar Sekil 8.22-8.26’da grafiksel olarak

sunulmustur.

78



0.30

0.27
0.24
o 0.21
>
D 018
(8}
S o015
a
2 0.12
(]
S
2 009
0.06
0.03
0-00 I I I I

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Zaman (dakika)

Sekil 8.22 Farkh sicakliklar igin zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
(S= 15 g protein/L, E=% 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5) (¢ 45°C, m 50°C, A 55°C, X 60°C,
¥ 65°C, — modeller)

Hidroliz derecesi ve protein ¢ozlnlrlik derecelerinin sicakliga bagh degisimleri
incelendiginde (Sekil 8.22 ve Sekil 8.23); maksimum hidroliz ve ¢6ziinlrlik degerlerinin
50°C'de elde edildigi, dolayisi ile bu sicaklik degerinin susam kispesi proteininin
hidroliz reaksiyonu icin optimum deger oldugu saptanmistir. 55°C’de hidroliz ve
¢Ozlinlrlik derecelerinin, islem siresinin ilk 60 dakikasinda 50°C’deki degerlerden
biraz daha yiliksek oldugu, ancak daha sonraki zaman diliminde bu degerlerin 50°C’deki
degerlerin altinda seyrettigi goriilmektedir. Sekil 8.22 ve Sekil 8.23 incelendiginde,
yaklasik 40. dakikadan sonra 65°C sicaklik degeri icin elde edilen hidroliz ve ¢6zinirlik
derecesi degerlerinin zamana bagh olarak degismedikleri ve sonuc¢ olarak enzimin
sicaklikla tamamen inaktive olmasindan dolayi reaksiyonun durdugu goriilmektedir. Bu

durum, 65°C’'de enzimin stabilitesini koruyamamasi ve bozunmasi ile aciklanabilir.

79



1.0

0.9 1
0.8 1 [ ]
0.7 - X

0-6’ A X X ’
X

0.5 - 5 Yt

Protein Cozunurlugu, Xp,

0.4 - ¥ o X
03 | LR > x 7

01 ¥

0.0 ‘ — —

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Zaman (dakika)

Sekil 8.23 Farkh sicakliklar igin zamana karsilik elde edilen ¢éziinirlik derecesi
degerleri, (5= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5) (¢ 45°C, m 50°C,
A 55°C, X 60°C, X 65°C, — modeller)

Sicaklik deneylerine ait hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢6zinirlik derecesi
degerlerine bagh degisimleri incelendiginde (Sekil 8.24), calisilan butin sicakhk
degerleri i¢in, hidroliz derecesi degerleri ile ¢ozlinirlik derecesi degerleri arasinda

lineer bir iliski oldugu gorulmektedir.
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Sekil 8.24 Farkh sicakliklar igin hidroliz derecesi ile ¢ozUnUrlik derecesinin degisimi,
(S= 15 g protein/L, E=% 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5) (¢ 45°C, m 50°C, A 55°C, X 60°C,
X 65°C)

Sicakhgin enzim stabilitesi Gzerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 8.25), 45-55°C sicakhk
araliginda, sicaklik artisina bagh enzim inaktivasyonun olduk¢a az oldugu
gorilmektedir. Bu aralikta enzim aktivitesi yine ilk on dakika icersinde hizl bir diss
gostermis daha sonra ise islem sonuna kadar stabil kalmistir. 55°C’'den sonra enzim
inaktivasyon hizi oldukga artmis, 65°C'de ise enzim 40 dakika icerisinde tamamen

inaktive olmustur.
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Sekil 8.25 Farkh sicakliklar igcin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri,
(5= 15 g protein/L, E=% 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5) (¢ 45°C, m 50°C, A 55°C, X 60°C,
¥ 65°C, — modeller)

Calisilan tim sicaklik degerleri icin, 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz derecesi, % protein ¢ozunurligl ve % enzim aktivite degerleri, Cizelge 8.12
ve Sekil 8.26’da ayrica Ozetlenmistir. Cizelge 8.12 ve Sekil 8.26 incelendiginde, 50°C
sicakhk degerine kadar % hidroliz ve % ¢ozinurlik derecelerinin artis gosterdigi bu
sicaklik degerinden sonra ise azalmaya basladigi acik¢ca goriilmektedir. Bu nedenle
susam kuspesi proteininin hidroliz ve ¢ozlnUrlGgl icin optimum sicakhk degeri 50°C

olarak belirlenmistir.

82



Cizelge 8.12 Farkli sicakhk degerleriigin, 120 dakikalik islem siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz ve ¢ozlinlrlik dereceleri ve % enzim aktivite degerleri (S= 15 g protein/L,
E= % 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5)

T HD PC A
(°c) (%) (%) (%)
45 21.33 65.68 47.55
50 26.34 82.09 44.5
55 25.04 78.69 43.15
60 23.47 73.55 10.58
65 15.53 42.07 0

Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢oziinmiis protein miktari 40, 45, 50, 55, 60 ve 65°C sicaklik
degerlerinde gergeklestirilen deneyler icin sirasi ile 2.03, 2.07, 2.01, 2.12 ve 2.09 g/L’dir.
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Sekil 8.26 % Hidroliz derecesi, % protein ¢ozlintrligl ve % enzim aktivite degerlerinin
sicaklik ile degisimi, (S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5) (¢ hidroliz
derecesi, m protein ¢ozinurligl, A enzim aktivitesi)
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8.3.5 Optimum proses sartlarinda susam kiispesi proteini ve susam proteini

hidrolizinin karsilagtiriimasi

Substrat olarak susam kispesi yerine susam kullaniminin hidroliz derecesine ve
¢Ozlinen protein miktarina etkisini incelemek igin, optimum proses sartlari olan 15 g
protein/L substrat iceren 200 mL’lik reaksiyon ¢ozeltisi, 50°C ve pH 8.5 degerinde,
% 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 120 dakika boyunca hidroliz islemine tabi
tutulmustur. Hidroliz dereceleri, protein ¢ozlinirlik dereceleri ve enzim stabiliteleri
zamana bagh olarak incelenmis, elde edilen sonuclar Sekil 8.27-8.29’da grafiksel olarak

sunulmustur.
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Sekil 8.27 Susam ve susam kispesi substratlari icin zamana karsilik elde edilen hidroliz
derecesi degerleri, (S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5, T= 50°C)
(m susam kiispesi, A susam)
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Sekil 8.28 Susam ve susam klspesi substratlari igcin zamana karsilik elde edilen
¢ozunurlik derecesi degerleri, (S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5,
T=50°C) (m susam kiispesi, A susam)

Sekil 8.27 ve 8.28 incelendiginde, substrat olarak susam kullanildiginda hidroliz
derecesi ve ¢oziinirlik derecesi degerlerinin azaldigi goriilmektedir. Susam kiispesi icin
elde edilen hidroliz derecesi ve ¢ozinlrlik degerleri % 26.3 ve % 82.1 iken, bu degerler

substrat olarak susam kullanildiginda % 23.8 ve % 75 olarak bulunmustir.
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Sekil 8.29 Susam ve susam kuspesi substratlari i¢cin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri, (S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5, T= 50°C)
(m susam kiispesi, A susam)

Farkh subtrat kullaniminin enzim stabilitesi izerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 8.29),
substrat olarak susam kullanildigi zaman % enzim aktivite degerlerinde azalma oldugu
gorulmektedir. Enzim aktivitesi degerleri susam kuspesi kullanildiginda % 44.5, susam
kullanildiginda ise % 36.2 olarak bulunmus olup, susam kiispesi kullanildigl enzim
aktivite degeri susam kullanildigindaki enzim aktivite degerine kiyasla yaklasik % 19

daha fazladir.
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Cizelge 8.13 Susam ve susam kiispesi substratlari icin, 120 dakikalik islem siiresi
sonunda elde edilen % hidroliz ve ¢6zunrlik dereceleri ve % enzim aktivite degerleri
(S=15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim), pH= 8.5, T= 50°C)

Substrat HD PC A
(%) (%) (%)
Susam 23.76 75.01 36.15
Susam Kuspesi 26.34 82.09 44.50

Sonug olarak, susam kispesi substrat olarak kullanildigi zaman hidroliz derecesi ve
¢Ozlintrlik derecesi degerlerinin arttigi goridlmektedir. % Enzim aktivite degerleri
incelendiginde, susam kispesi ile daha ylksek aktivite degeri elde edilmektedir. Bu
durum, susam kiispesinin yag icermemesinin enzim aktivitesi tzerinde olumlu etkisi

oldugunu goéstermektedir.

8.3.6 Optimum proses sartlarinda elde edilen susam kiispesi proteini hidrolizatinin

amino asit kompozisyonunun incelenmesi

Bolim 8.3.1-8.3.4’de kesikli sistemde gerceklestirilen deneyler sonucunda, susam
kiispesi proteininin Alcalase enzimi ile hidrolizi igcin optimum proses sartlari;; 15 g
protein/L substrat kansontrasyonu, % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktari, 50°C sicakhk
ve pH 8.5 olarak belirlenmis ve optimum proses sartlarinda, 120 dakika sireyle
gercgeklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda, % 26.3 hidroliz derecesi, % 82.1 protein
¢Ozlinlrligl elde edilmistir. Optimum proses sartlarinda elde edilen hidrolizat
¢Ozeltisinin amino asit kompozisyonu analiz edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge
8.14’te sunulmustur. Cizelge 8.14 incelendiginde hidrolizat ¢ozeltisinin amino asit
kompozisyonunun, ham susam kiispesinin amino asit kompozisyonu ile hemen hemen
ayni oldugu, yani hidroliz islemi sonucunda proteinin besinsel degerini korudugu acik

bir bicimde goriilmektedir.
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Cizelge 8.14 Optimum proses sartlarinda elde edilen hidrolizat ¢zeltisinin amino asit
kompozisyon analizi

Amino asit Ham Susam Kiispesi Hidrolizat
(mg/g protein) (mg/g protein)

Alanin 67.29 72.11
Glisin 49.96 52.64
Valin 59.32 55.69
Losin 104.14 101.43
izoldsin 49.05 43.27
Treonin 58.17 59.47
Serin 55.17 52.52
Prolin 68.06 70.53
Aspartik asit 45.97 42.91
Metiyonin 28.23 33.03
Glutamik asit 26.85 2491
Fenilalanin 161.73 161.11
Lizin 82.73 83.45
Histidin 11.05 12.08
Triozin 39.64 40.97
Hidroksiprolin 47.78 44.62
Arginin 21.13 22.84
Triptofan 23.73 26.79

8.3.7 Lliteratiirde varolan verilerle bu ¢alismada elde edilen verilerin

karsilastirilmasi

Literatirde susam ve susam kiispesi hidrolizi Gzerine gerceklestirilen ¢alismalar oldukca
sinirh olmakla beraber, son yillarda hiz kazanmaya baslamistir. Ancak, bu calismalarin
gerceklestiriime amaclari ve gerceklestirildikleri proses sartlari oldukca farklilik
gostermektedir. Bu calismalarda daha ¢ok susam protein hidrolizatlarinin belirli bazi
fonksiyonel 6zellikleri iyilestirilmeye c¢alisiimis, enzim stabilitesi ve reaksiyon kinetigi hic
incelenmemistir. Bu calismada ise 6zellikle maksimum hidroliz ve protein ¢6zinirlGg

icin proses parametreleri ile ilgili optimizasyon calismalarina yer verilmis, enzim
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stabilitesi

incelenmis

reaksiyon

kinetigi

Uzerine detayli bir

¢alisma

gerceklestirilmistir. Cizelge 8.15’te, susam kispesi proteininin enzimatik hidrolizi ve

enzimatik hidroliz ile ilgili literatlirde yeralan galismalar sonucunda elde edilen hidroliz

ve ¢OzUnurlik verileri ile deneylerin gerceklestirildikleri proses sartlari verilmistir.

Cizelge 8.15 Optimum proses sartlarinda elde edilen verilerin, literatiirde varolan
verilerle karsilagtiriimasi

Kaynak Substrat Enzim Proses sartlar Hidroliz Derecesi ve
Protein Coziuniirliigi
Kanu vd. [82] Susam Alcalase pH 8.32, 59°C 83 dakika sonunda,
kispesi E/S =1.80 (%) % 15.8 HD;
Bandyopadhyay Susam Papain pH 8, 37°C 60 dakika sonunda,
ve Ghosh [44] protein E=%0.1 % 24.1 HD;
izolat (agirlik/hacim)
S=%5
(agirhk/hacim)
Taha vd. [86] Susam Papain pH 7.0, 50°C 120 dakika sonunda,
E/S=0.29 % 27.2 HD
S=%5
(agirhk/hacim)
Bromelain pH 6.0,45°C 120 dakika sonunda,
E/S =0.058 % 29.1 HD
S=%5
(agirhk/hacim)
Perez ve Saad Susam Neutrase pH 7, 50°C 70 dakika sonunda,
[87] E/S=%3 % 8 HD
S=%6
Alcalase pH 8, 58°C 50 dakika sonunda,
E/S=%2.3 % 10 HD
S=%8
Bu ¢alismada Susam Alcalase pH 8.5, 50°C Susam Kiispesi;
kiispesi S=%1.5 120 dakika sonunda,
ve (agirhk/hacim) % 26.3 HD
Susam E=%0.3 % 82.1 ¢coziniirliik

(hacim/hacim)

Susam;

120 dakika sonunda,
% 23.8 HD

% 75 ¢ozinirlik




8.4 Hidroliz Uriin Konsantrasyonunun Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki Etkisinin

incelenmesi

Hidroliz islemi sonunda meydana gelen hidrolizatlarin, reaksiyona etkisini incelemek
amaciyla, oncelikle deneylerde kullanilacak hidrolizatin eldesi igin, hidroliz reaksiyonu
belirlenen optimum proses sartlarinda gergeklestirilmigtir. 120 dakikalik reaksiyon
siiresi sonunda Alcalase enzimi 1si ile inaktive edildikten sonra, ortamda kalan
hidrolizlenmeyen proteini ¢ozeltiden ayirmak igin, hidrolizat ¢ozeltisi stizilmis ve
deneylerde kullanilacagi miktarlarda kaplara konularak buzlukta saklanmistir. Daha
sonra, hidrolizat ¢ozeltisinin toplam hacime % 25, % 50, % 75, % 100 (hacim/hacim)
oranlarinda ilave edilmesiyle hazirlanan 15 g protein/L substrat iceren reaksiyon
cozeltileri, 50°C sicaklikta, pH 8.5’de, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 120 dakika
boyunca hidroliz islemine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuclar Sekil 8.30-8.33’de

grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 8.30 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi icin zamana karsilik elde edilen hidroliz
derecesi degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim), S= 15 g protein/L)
(¢ % 0 (hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), X % 75
(hacim/hacim), } % 100 (hacim/hacim))

Hidroliz derecesi ve protein c¢ozinirlik derecelerinin hidrolizat miktarina bagl
degisimleri incelendiginde; hidrolizat miktari artirildiginda; hidroliz reaksiyonunun
hizinin dolayisi ile hidroliz ve ¢oOzlinirlik derecesi degerlerinin de azalmis oldugu
gorilmektedir (Sekil 8.30 ve 8.31). Bu azalma, hidroliz triinlerinin enzimi inhibe etmesi

veya ortamin viskozitesini artirarak kiitle transferini engellemesi ile aciklanabilir.
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Sekil 8.31 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi icin zamana karsilik elde edilen
¢ozunurluk derecesi degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim), S=15 g
protein/L) (¢ % 0 (hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), X % 75
(hacim/hacim), } % 100 (hacim/hacim))

Farkh miktarlarda hidrolizat ilavesi igin; hidroliz derecesi degerlerinin protein
¢ozunirluk derecesi degerlerine bagl degisimleri incelendiginde (Sekil 8.32), hidroliz
derecesi degerleri ile ¢ozinirliik derecesi degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 8.32 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi icin hidroliz derecesi ile ¢ozin(rliik
derecesinin degisimi, (T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim), S= 15 g protein/L)
(¢ % 0 (hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), X % 75
(hacim/hacim), } % 100 (hacim/hacim))

Hidrolizat miktarinin enzim stabilitesi Gzerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 8.33),
hidrolizat miktarindaki artis ile enzim stabilitesinde artis meydana geldigi
gozlemlenmistir. Enzim stabilitesinde meydana gelen bu artis, hidrolizat ilavesi sonucu
hidroliz ve protein ¢ozlnurlGglnin azalmasi géz 6niinde bulunduruldugunda, ¢ozelti
viskozitesinin artmasi sonucunda enzim-substrat etkilesiminin azalmasi nedeni ile
enzimin reaksiyonda daha az kullanilmasi ile; veya hidrolizat ilavesi ile c¢ozelti
ozelliklerinin degismesi (viskozite, 1sil iletkenlik vs.) sonucunda enzim stabilitesinin
reaksiyon c¢Ozeltisinde meydana gelen sicaklik ve pH degisimlerinden daha az

etkilenmesi ile aciklanabilir.
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Sekil 8.33 Farkh miktarlarda hidrolizat ilavesi igin zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim), S= 15 g protein/L)
(¢ % 0 (hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), X % 75
(hacim/hacim), } % 100 (hacim/hacim))

8.5 Kademeli Enzim ilavesinin Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki Etkisinin incelenmesi

Bolim 8.3’de gergeklestirilen deneyler sonucunda, susam kiispesi proteininin hidrolizi
ve ¢ozUnurligu icin belirlenen optimum prosess kosullarinda (15 g protein/L substrat
konsantrasyonu, % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktari, 50°C sicaklik ve pH 8.5) enzimin
stabilitesini % 56 oraninda kaybettigi saptanmistir. Bu nedenle, enzim inaktivasyonunu
azaltabilmek, dolayisi ile hidroliz ve c¢ozindrlik verimini artirabilmek amaciyla,
belirlenen optimum kosullarda toplam enzim miktari sabit tutularak (3 mL/L = 8.4
AU/L), enzim kademeli sekillerde (tek kademede: 0. dakikada, iki kademede: 0. ve 20.

dakikalarda, dort kademede: 0., 15., 30. ve 45. dakikalarda) reaksiyon ortamina ilave
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edilmis ve hidroliz reaksiyonu lzerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil

8.34-8.36'de grafiksel olarak sunulmustur.

Sekil 8.34 ve Sekil 8.35 incelendiginde; tek kademede enzim ilavesi ile
karsilastirildiginda, kademeli enzim ilavesi ile baslangictaki enzim miktari disik oldugu
icin reaksiyonun baslangicta daha yavas ilerledigi, ancak ara kademelerde ilave edilen
enzim ile 120 dakikalik islem siiresi sonunda hidroliz ve ¢ozinurlik degerlerinin, tek
kademede enzim ilavesi ile elde edilen degerlerle esitlendigi saptanmistir. Bu durum,
kademeli enzim ilavesinin hidroliz ve ¢6zlnUrlik verimine herhangi bir katkis

olmadigini géstermektedir.
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Sekil 8.34 Kademeli enzim ilavesi icin zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi
degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, Etoplam= % 0.30 (hacim/hacim), S= 15 g protein/L)
(¢ Tek kademede: 0. dakikada 3 mL/L= 8.4 AU/L enzim ilavesi, o iki kademede: 0. ve 20.
dakikalarda 1.5 mL/L= 4.2 AU/L enzim ilavesi, A Do6rt kademede: 0., 15., 30. ve 45.
dakikalarda 0.75 mL/L= 2.1 AU/L enzim ilavesi)
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Sekil 8.35 Kademeli enzim ilavesi igin zamana karsilik elde edilen protein ¢ézinirlik
degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, Etoplam= % 0.30 (hacim/hacim), S= 15 g protein/L)
(¢ Tek kademede: 0. dakikada 3 mL/L= 8.4 AU/L enzim ilavesi, o iki kademede: 0. ve 20.
dakikalarda 1.5 mL/L= 4.2 AU/L enzim ilavesi, A DOrt kademede: 0., 15., 30. ve 45.
dakikalarda 0.75 mL/L= 2.1 AU/L enzim ilavesi)

Kademeli enzim ilavesinin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde ise (Sekil 8.36),
kademeli enzim ilavesi ile enzim stabilitesinin artirilabilecegi gézlemlenmistir. Ortama
ilave edilen toplam enzim miktari gbz 6niinde bulunduruldugunda, 3 mL/L’lik enzim
miktari icin enzimin baslangi¢ Unitesi 8.4 AU/L’dir. 120 dakika sonunda geriye kalan
enzim aktivitelerinin tek kademede enzim ilavesi icin 3.64 AU/L (geriye kalan aktivite %
43), iki kademede enzim ilavesi i¢in 3.92 AU/L (geriye kalan aktivite % 47), doért
kademede enzim ilavesi icinse 4.32 AU/L (geriye kalan aktivite % 51) oldugu
belirlenmistir. Sonug¢ olarak enzim stabilitesi, enzim ilavesinin iki kademede

gercgeklestirilmesi ile % 8, dort kademede gergeklestirilmesi ile % 19 oraninda artmistir.
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Sekil 8.36 Kademeli enzim ilavesi icin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, Etoplam= % 0.30 (hacim/hacim), S= 15 g protein/L)
(e Tek kademede: 0. dakikada 3 mL/L= 8.4 AU/L enzim ilavesi, o iki kademede: 0. ve
20. dakikalarda 1.5 mL/L= 4.2 AU/L enzim ilavesi, A Dort kademede: 0., 15., 30. ve 45.
dakikalarda 0.75 mL/L= 2.1 AU/L enzim ilavesi)

8.6 Susam Kiispesine Uygulanan On islemlerin Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki

Etkilerinin incelenmesi

8.6.1 Isil 6n islemin hidroliz reaksiyonu lizerindeki etkisinin incelenmesi

Proteinlerin denatilirasyonu, ikincil ve tglncil yapilarin parcalanmasi ve yikimini igerir.
Denatiirasyon reaksiyonlari peptit baglarini parcalayacak kadar glicli olmadigi icin
birincil yapi (amino asit dizilimi) denatiirasyon islemi sonrasi ayni kalir. Denatlirasyon,
proteindeki normal alfa-helix ve beta tabakalarini bozar ve protein halkasini acarak

proteini dizensiz bir sekle sokar [110].
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Uglinciil yapida yan zincirler arasinda bozunabilecek dért tiir bag etkilesimi vardir:
hidrojen baglari, tuz kopruleri, disulfit baglari ve polar olmayan hidrofobik etkilesimler.

Bu nedenle, bircok madde ve durum denatirasyona neden olabilir [110].

Isi kinetik enerjiyi arttirdigindan, molekdller ¢ok hizl titresir, bu molekdller arasindaki
baglari zayiflatir ve parcalanmasini saglar. Bu nedenle, 1si hidrojen baglarini parcalamak
ve polar olmayan hidrofobik etkilesimleri bozmak igin kullanilabilir. Isil denatiirasyon
sonucu protein bozunur ve enzimatik olarak daha kolay pargalanabilir bir hale gelir. Bu
amacla ¢alismanin bu boélimiinde, 1sil denatirasyon icin 90 ve 100°C olmak Uzere iki
farkh sicakhk secilmis, 15 g/L protein iceren 200 ml'lik susam kiispesi ¢ozeltisi,
enzimatik reaksiyon dncesi segilen sicaklik degerlerine isitilarak bu sicaklik degerlerinde

30 dakika boyunca bekletilmistir.

Susam kispesine uygulanan isil 6n islem sonrasi hidroliz reaksiyonu 200 mL hacimde,
daha o6nceden belirlenen optimum proses sartlarinda; 50°C sicaklik ve pH 8.5
degerinde, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile; gerceklestirilmistir. 120 dakikalk
reaksiyon siresi boyunca protein hidrolizi, protein ¢ozinirligl ve enzim aktivitesi
zamana bagh olarak incelenmis, elde edilen sonuglar Sekil 8.36-8.38’de grafiksel olarak

sunulmustur.
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Zaman (dakika)

Sekil 8.37 Isil 6n islem sonrasi zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
(T=50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol (6n islemsiz
hidroliz), 0 90°C’lik 1s1l 6n islem sonrasi hidroliz, A 100°C'lik 1sil 6n islem sonrasi
hidroliz)
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Sekil 8.38 Isil 6n islem sonrasi zamana karsilik elde edilen ¢ozlinulrlik derecesi
degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol
(6n islemsiz hidroliz), O 90°C’lik 1sil 6n islem sonrasi hidroliz, A 100°C’lik 1sil 6n islem

sonrasl! hidroliz)

Sekil 8.37 ve 8.38 incelendiginde isil 6n islemin hidroliz verimine bir katkisi olmadigi
acikca gorulmektedir. Isil 6n islem ile 120 dakika sonunda protein ¢ozinlrliik derecesi
degerlerinde goriilen ¢ok az disls, hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢ézliinmis protein
miktarinin 6n islemle artis gdstermesi ile agiklanabilir. Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan
coziinmis protein miktarinin 6n islem uygulanmadan 2.07 g/L oldugu, 90 ve 100°C’lik
isil 6n islem uygulamasindan sonra ise bu degerin 2.71 ve 2.88 g/L’ye yukseldigi

belirlenmistir.
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Sekil 8.39 incelendiginde 6n islem sonrasi ilk 60 dakikalik stirede, kontrol deneyi ile
karsilastirildiginda aktivite degerlerinde az da olsa bir disis meydana geldigi
gorilmektedir. Bu durum, isil inaktivasyonla proteinin ikincil veya Ug¢lincil yapisinda
meydana gelen olasi bozunma sonucunda bazi bilesenlerin ortaya ¢ikmasi veya direk

olarak degisime ugramis olan substratin enzim stabilitesini etkilemesi ile aciklanabilir.
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Sekil 8.39 Isil 6n islem sonrasi zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri,
(T=50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol (6n islemsiz
hidroliz), 0 90°C’lik 1s1l 6n islem sonrasi hidroliz, A 100°C’lik 1sil 6n islem sonrasi
hidroliz)

8.6.2 Mikrodalga 6n isleminin hidroliz reaksiyonu lizerindeki etkisinin incelenmesi

Substrata uygulanan on islemlerde amac¢ enzimin substrattaki hedef baglara
ulasabilirligini kolaylastirmaktir. On islemler fiziksel (mekanik ve 1si1) veya kimyasal
islemler (asidik ve alkali) olarak gruplandirilabilir. Mikrodalganin enzimatik

reaksiyonlarda 6n islem olarak kullanimi yakin zamanda arastirma konusu olmustur.
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Mondal vd. [111], gergeklestirdikleri ¢alismada, Ug farkli enzimatik reaksiyon secerek
bu reaksiyonlarda substrat olarak kullanilan poligalakturonik asit, ksilan ve
karboksiselliloza mikrodalga 6n islemi uygulamislar ve 0On islem sonrasinda bu
substratlar Uzerinde pektinaz, ksilanaz ve seliilaz enzimlerinin katalitik aktivitelerinin
Oon islem uygulanmayan substratlara gore sirasi ile 1.5, 2.3 ve 1.6 kat arttigini
bildirmislerdir. Zhu vd. [112] tarafindan gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise, piring
sapinin selllaz enzimi ile hidrolizinde mikrodalga 6n isleminin etkisi incelenmis ve
mikrodalga 6n islemi ile alkali 6n islemi kombine kullanildiginda hidroliz reaksiyonunun

baslangi¢ hizinin arttigi bildirilmistir.

Gahsmanin bu boéliminde susam kispesine mikrodalga 6n isleminin uygulanmasinin
hidroliz reaksiyonu {zerindeki etkisi incelenmistir. On islemler icin Arcelik firmasi
tarafindan Gretilen MD 594 uriin koduna sahip mikrodalga firin kullanilmistir. 540 W ve
720 W olmak uzere iki farkh mikrodalga glci secilerek, 15 g/L protein iceren 200 mL’lik
susam kispesi protein ¢ozeltisi, enzimatik reaksiyon 6ncesi secilen gli¢c degerlerinde 10
dakika siiresince mikrodalga islemine tabi tutulmustur. On islem tamamlandiktan sonra
¢ozelti hacmi kontrol edilerek, ¢ozelti tekrar 200 mL’ye tamamlanmis ve daha 6nceden

belirlenen optimum sartlarda hidroliz islemi gergeklestirilmistir.
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Sekil 8.40 Mikrodalga 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi
degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol (6n
islemsiz hidroliz), o 540 W’lik mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz, A 720 W’lik
mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz)
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Sekil 8.41 Mikrodalga 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen ¢6zinurlik derecesi
degerleri, (T=50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol (6n
islemsiz hidroliz), o 540 W’lik mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz, A 720 W’lik
mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz)

Sekil 8.40-8.41 incelendiginde mikrodalga 6n islemi icin elde edilen sonuglarin isil 6n
islem icin elde edilen sonuglarla hemen hemen ayni oldugu yani 6n islemin hidroliz ve
¢Ozlinlrlik verimine daha fazla bir katkisi olmadigl gorilmektedir. Hidroliz 6ncesi
ortamda bulunan ¢6ziinmis protein miktari mikrodalga 6n islemi uygulanmasi ile artis
gostermistir. Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6zlinmis protein miktari 6n islem
uygulanmadan 1.97 g/L iken, bu degerin 540 ve 720 W’lik mikrodalga 6n islemi

uygulamasindan sonra 2.36 ve 2.67 g/L’ye yiikseldigi bulunmustur.

Sekil 8.42 incelendiginde 6n islem sonrasi, kontrol deneyi ile karsilastirildiginda aktivite

degerlerinde az da olsa bir diisiis meydana geldigi gérilmektedir.
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Sekil 8.42 Mikrodalga 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri, (T= 50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol (6n
islemsiz hidroliz), o 540 W’lik mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz, A 720 W’lik
mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz)

8.6.3 Sonikasyon o6n isleminin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Sonikasyon isleminin proteindeki zayif baglari parcalayarak protein denatiirasyonuna
neden olabilecegi, ayrica substratin partikil boyutunu distrerek enzim igin ylzey
alanini artirabilecegi disintlerek, calismanin bu boliminde sonikasyon 6n isleminin
hidroliz reaksiyonu Uzerindeki etkisi incelenmistir. Sonikasyon islemi icin Bandelin
Sonopuls (HD 2200) marka, TT13, 12.7 mm c¢apinda titanium uclu sonikator
kullanilmistir. On islemler % 12 (agirhk/hacim) substrat kosantrasyonunda 50 mL
hacimde, 40°C sabit sicaklikta (¢c6zelti sicakhgini sabit tutmak icin sogutucu banyo
kullaniimistir), % 50 frekans araliginda 30 dakika silireyle (1 dakika ¢alisma siiresi, bir

dakika bekleme siiresi) 80 W ve 120 W’lik akustik giiclerde gerceklestirilmistir. On
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islem sonrasi substrat ¢ozeltisi 200 mL’ye seyreltiimis ve daha 6nceden belirlenen

optimum sartlarda hidroliz islemi gergeklestirilmistir.
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Sekil 8.43 Sonikasyon 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi
degerleri, (T=50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol (6n
islemsiz hidroliz), o0 80 W’lik sonikasyon 6n islemi sonrasi hidroliz, A 120 W’lik
sonikasyon On islemi sonrasi hidroliz)

Sekil 8.43 incelendiginde sonikasyon 6n isleminin hidroliz verimine bir katkisi olmadigi
actkca gorilmektedir. Sonikasyon 6n islemi ile 120 dakika sonunda hidroliz derecesi
degerlerinde gorilen ¢ok az disls, yine hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢ézliinmis
protein miktarinin 6n islemle artis géstermesi ile agiklanabilir. Hidroliz dncesi ortamda
bulunan ¢dziinms protein miktari 6n islem uygulanmadan 2.07 g/L iken, bu degerin 80
ve 120 W’lik sonikasyon 6n islemi uygulamasindan sonra 2.96 ve 3.21 g/L’ye yukseldigi

bulunmustur.
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Sekil 8.44 Sonikasyon 6n islemi icin zamana karsilik elde edilen ¢ozinirlik derecesi
degerleri, (T=50°C, pH= 8.5 S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol (6n
islemsiz hidroliz), o0 80 W’lik sonikasyon 6n islemi sonrasi hidroliz, A 120 W’lik
sonikasyon On islemi sonrasi hidroliz)

Sekil 8.44 incelendiginde, 6n islem uygulanmasinin protein ¢ozinirligline herhangi bir
etkisi olmadigl gorilmektedir. Bu nedenle, 6n islem siiresi ve maliyeti de géz oniinde

bulunduruldugunda sonikasyon islemin fazla bir avantaj saglamadigi agiktir.

Sekil 8.43 incelendiginde enzim aktivitesi lzerinde sonikasyon 6n isleminin, kontrol

deneyleri ile karsilastirildiginda bir etkisi olmadigi acikca gérilmektedir.
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Sekil 8.45 Sonikasyon 6n islem igin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri, (T=50°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (ekontrol (6n
islemsiz hidroliz), o0 80 W’lik sonikasyon 6n islemi sonrasi hidroliz, A120 W’hk
sonikasyon on islemi sonrasi hidroliz)

8.6.4 Susam kiispesine uygulanan o©n islemlerin hidrolizat amino asit

kompozisyonuna etkilerinin incelenmesi

Boliim 8.6.1-8.6.3'te susam kiispesine uygulanan; isil, mikrodalga ve sonikasyon 6n
islemlerinin hidroliz reaksiyonu (zerindeki etkileri incelenmistir. On islemlerin
hidrolizat besin degerine bir etkisi olup olmadigigni belirlemek amaci ile 6n islemler
sonras! elde edilen hidrolizat ¢ozeltilerinin amino asit kompozisyonlari incelenmis ve
Cizelge 8.16’da sunulmustur. Cizelge 8.16 incelendiginde 6n islemler sonucunda elde
edilen hidrolizat c¢ozeltilerinin amino asit kompozisyonlarinin kontrol deneyi (6n
islemsiz gerceklestirilen hidroliz deneyi) sonucu elde edilen hidrolizat ¢6zeltisinin ve

ham susam kispesi amino asit kompozisyonu ile hemen hemen ayni oldugu, yani
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susam kiispesine uygulanan oOn islemler sonucunda proteinin besinsel degerini

korudugu gorilmektedir.

Cizelge 8.16 On islem uygulamasi ile gerceklestirilen deneyler icin elde edilen hidrolizat
¢Ozeltilerinin amino asit kompozisyonlari

*Hidrolizat Cozeltileri (mg/g protein)

Amino Asit Har’T Suse?m Kontrol " I.S'I Mjkr9 Dalga Sgni!(asyon
Kuspesi Deneyi Onlislem  On lislemi On Islemi
(mg/g protein)

Alanin 67.29 7211 59.89 75.47 73.12
Glisin 49.96 52.64  41.82 53.82 51.03
Valin 59.32 55.69  53.66 56.38 54.42
Losin 104.14 101.43  99.76 103.09 105.71
izolosin 49.05 4327  55.23 47.74 48.48
Treonin 58.17 59.47  62.76 57.95 61.91
Serin 55.17 5252  58.01 52.08 54.83
Prolin 68.06 7053  56.72 65.64 66.99
Aspartik asit 45.97 4291  40.06 43.56 42.89
Metiyonin 28.23 33.03  31.97 29.37 28.08
Glutamik asit 26.85 2491  22.54 32.39 31.03
Fenilalanin 161.73 161.11  168.38 158.21 154.34
Lizin 82.73 83.45  83.86 80.97 81.05
Histidin 11.05 12.08  10.12 9.43 10.03
Triozin 39.64 40.97  55.85 43.41 43.01
Hidroksiprolin 47.78 4462  50.68 43.52 44.19
Arginin 21.13 2284  18.97 20.53 20.63
Triptofan 23.73 2679  29.73 26.83 28.31

*Cizelgede On islem sonrasi elde edilen hidrolizatlar igin verilen degerler; 100°C de gergeklestirilen 1sil 6n
islemi, 720 W mikrodalga glicinde gergeklestirilen mikrodalga 6n islemi, 120 W akustik giicte
gerceklestirilen sonikasyon 6n islemi sonrasinda gergeklestirilen protein hidrolizi deneyleri igindir.
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8.7 Sonikasyon Parametrelerinin Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki Etkilerinin

incelenmesi

Ultrasonikasyonun kimyasal reaksiyonlarin  hizint  artirmak igin  kullanildig
bilinmektedir. Ultrasonikasyonun enzimatik reaksiyonlar {izerindeki etkisi ise ¢ok fazla
arastinlmamistir. Konuyla ilgili literatirde yeralan sinirli galismalar igersinde, bazi
arastirmacilar ultrasonikasyon uygulamasi sonucunda olusan kavitasyon enerjisinin
enzimatik reaksiyonlarin hizini arttirdigini rapor etmislerdir [113-116]. Bu nedenle,
calismanin bu boéliminde hidroliz reaksiyonu sonikasyon altinda gerceklestirilerek,
sonikasyon parametrelerinin; akustik gli¢ ve frekans araligi; hidroliz ve enzim aktivitesi

Uzerindeki etkileri incelenmistir.
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Sekil 8.46 Farkli akustik glic degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gerceklestirilen
hidroliz deneyleri icin zamana karsilik elde edilen ¢6zlinrlik derecesi degerleri,
(T=40°C, pH= 8.5, S= 15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol deneyi,
020W, A100W)
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Akustik glcln reaksiyon UGzerindeki etkisini incelemek amaci ile hidroliz reaksiyonu, pH
8.5 degerinde 100 mM fosfat tampon c¢o6zelti icerisinde 15 g protein/L substrat
konsantrasyonunda, 40°C sabit sicaklikta, % 0.30 (hacim\hacim) enzim ilavesi ile, 12.7
mm ¢apinda titanium uglu sonikator kullanilarak; % 10 frekans araliginda 20 W ve 100
W’hk akustik glgclerde gerceklestirilmistir. % Frekans araliginin hidroliz reaksiyonu
Uzerindeki etkisini incelemek amaci ile hidroliz reaksiyonu ayni sartlar altinda 20 W’lik
akustik glic degerinde % 10 ve % 80 frekans degerlerinde gerceklestirilmistir. Deneyler
icin ¢calisma hacmi olarak 100 mL secilmis ve 60 dakikalik islem siiresince (1 dakika
calisma siresi, bir dakika bekleme siiresi) ¢oziinen protein konsantrasyonu ve enzim
aktivitesi zamana karsi incelenmistir. Karsilastirma yapabilmek amaci ile ayni reaksiyon
kosullarinda sonikasyon islemi uygulanmadan da bir kontrol deneyi gerceklestirilmistir.
Elde edilen sonuglar akustik gli¢c deneyleri igin Sekil 8.46 ve Sekil 8.47’te, % frekans
araligi icin Sekil 8.48 ve Sekil 8.49’da grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 8.47 Farkli akustik glic degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gerceklestirilen
hidroliz deneyleri igin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri, (T= 40°C,

pH= 8.5, S=15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol deneyi, 0 20 W, A 100
W)

Sekil 8.46 ve Sekil 8.47 incelendiginde akustik gliclin susam kiispesi protein hidrolizi

icin reaksiyon hizini arttirici bir etkisinin olmadigi ve Alcalase enziminin stabilitesini

etkilemedigi (azaltmadigi veya arttirmadigi) gorilmektedir.
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Sekil 8.48 Farkli % frekans degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gerceklestirilen
hidroliz deneyleri icin zamana karsilik elde edilen ¢ozinirliik derecesi degerleri,
(T=40°C, pH= 8.5, S=15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol deneyi,
0% 10, A% 80)

Sekil 8.48 incelendiginde % 80 frekans degeri icin reaksiyon hizinda ¢ok azda olsa bir

artis meydana geldigi ancak bu artisin verimi fazla etkilemedigi acik¢a goriilmektedir.

% Frekans degerinin enzim aktivitesi Uzerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 8.49),
Alcalase enziminin stabilitesinin % frekans degeri ile degismedigi ve hemen hemen

kontrol deneyi ile ayni aktivite degerlerinin elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 8.49 Farkli % frekans degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gerceklestirilen
hidroliz deneyleri igin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri, (T= 40°C,

pH= 8.5, S=15 g protein/L, E= % 0.30 (hacim/hacim)) (¢ kontrol deneyi, O % 10,
A% 80)

Sonikasyon isleminin hidrolizat besin degerine bir etkisi olup olmadigini belirlemek
amaci ile, kontrol deneyi ve 20 W akustik glicte, % 80 frekans degerinde sonikasyon
altinda gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda elde edilen hidrolizat
¢Ozeltilerinin amino asit kompozisyonlari incelenmis ve Cizelge 8.17'de sunulmustur.
Cizelge 8.17 incelendiginde sonikasyon altinda gergeklestirilen deney sonucunda elde
edilen hidrolizat ¢6zeltisinin amino asit kompozisyonunun, kontrol deneyi sonucu elde
edilen hidrolizat ¢ozeltisinin ve susam kispesi proteininin amino asit kompozisyonu ile
hemen hemen ayni oldugu, dolayisi ile sonikasyon islemi sonucunda proteinin besinsel

degerini korudugu goriulmektedir.
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Cizelge 8.17 Sonikasyon altinda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda elde
edilen hidrolizat ¢6zeltisinin amino asit kompozisyonu

Hidrolizat Cozeltileri (mg/g protein)

Ham Susam
Amino Asit Kiispesi Kontrol Deneyi Sonikasyon altinda

(mg/g protein) hidroliz

Alanin 67.29 69.96 68.14
Glisin 49.96 50.34 51.09
Valin 59.32 57.69 61.46

LOsin 104.14 102.23 103.16
izolsin 49.05 46.27 52.96
Treonin 58.17 57.92 53.27
Serin 55.17 54.46 52.26
Prolin 68.06 69.83 66.35
Aspartik asit 45.97 43.91 45.51
Metiyonin 28.23 32.47 32.19
Glutamik asit 26.85 25.62 27.94
Fenilalanin 161.73 160.31 156.03
Lizin 82.73 82.57 82.73
Histidin 11.05 10.93 9.41
Triozin 39.64 41.61 42.87
Hidroksiprolin 47.78 46.28 46.22
Arginin 21.13 21.94 22.57
Triptofan 23.73 25.67 25.83
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8.8 Susam Kiispesi Proteini icin Hidroliz, Coziiniirliik ve Enzim inaktivasyon

Kinetiginin incelenmesi
8.8.1 Elde Edilen Kinetik Verilerin Modellenmesi

8.8.1.1 Hidroliz ve ¢oziiniirliik verilerinin modellenmesi

Enzimatik reaksiyonlar genel olarak Michaelis-Menten kinetigine dayali modeller ile
karakterize edilirler [98,108,117,118,119]. Ancak, literatlirde enzimatik reaksiyon
kinetigini empirik modellerle [6,120] ve basit eksponansiyel denklemlerle [121-123]
ifade eden galismalarda mevcuttur. Calismanin bu boéliminde, Bolim 8.3’te susam
kiispesi proteininin hidroliz ve ¢6ziinlrligl icin zamana karsi elde edilen tiim deneysel
veriler analiz edilmis ve hidroliz ile ¢6zunirlik kinetiginin asagida verilen eksponansiyel

denklem (Esitlik 8.5) ile ifade edilebilecegi bulunmustur.

aX

— =a.exptb.X (8.5)
™ Xp (—b.X)

Esitlik 8.5’te X terimi hidroliz donlsimiini veya ¢ozinlrliik oranini ifade etmektedir. a
ve b degerleri farkl deneyler igin farkli degerlere sahip denklem sabitleridir. Esitlik 8.5

icin elde edilen katsayilar ve istatistiksel degerler Cizelge 8.18 de sunulmustur.

Bu calismada, baslangic substrat ve baslangic enzim konsantrasyonlari icin elde edilen
deneysel veriler kullanilarak yapilan modelleme c¢alismalari sonucunda elde edilen b
katsayilarinin degerlerinin birbirine oldukca yakin oldugu saptanmistir. Bu nedenle, b
katsayisinin, baslangi¢c substrat ve baslangi¢c enzim konsantrasyonu ile degismedigi,
diger bir deyisle bu parametrelerden bagimsiz oldugu kabul edilmistir. Elde edilen bu
sonu¢ b katsayisinin, baslangic substrat ve baslangic enzim konsantrasyonu ile
degismemesi daha once literatiirde verilmis olan calismalarla da desteklenmektedir

[109,121-123].

116



Sonug olarak, birbirine yakin olarak elde edilen b degerlerinin ortalamasi alinmig ve bu
deger yaklasik olarak hidroliz igin 22.99 ve ¢ozlinirlik icin 4.52 olarak hesaplanmistir.
Cizelge 8.17’deki standart sapma (o) ve R? istatistik degerleri de, 22.99 ve 4.52 sabit
degerleri kullanilarak yapilan modelleme c¢alismalarina aittir. Diger bir yandan,
baslangi¢c substrat ve baslangic enzim konsantrasyonu deneylerine ait veriler igin
hesaplanan a degerleri; baslangi¢ substrat konsantrasyonunun artmasi ile azalis (ters
orantili), baslangic enzim konsantrasyonunun artmasi ile artis gostermektedir (dogru
orantili). Ancak, sicaklik ve pH deneysel verileri icin elde edilen degerler incelendiginde,
a degerlerinin arttig, b degerlerinin ise her bir sicaklik ve pH degeri igin farklilik

gosterdigi gorilmektedir (Cizelge 8.18).

Bolim 8.3’de elde edilen deneysel verilerden, hidroliz derecesi degerleri ile ¢ozlnirlik
derecesi degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu gortlmektedir. Bu nedenle hidroliz
derecesi ve ¢oziunlrlik arasindaki iliski ayrica incelenmis ve gergeklestirilen tim

deneyler igin agagida verilen genel bagintinin (Esitlik 8.6) kullanilabilecegi bulunmustur;

X, =0.3048.X,, +0.0107 (8.6)

Esitlik 8.6 icin R? istatistik ve standart sapma degerleri sirasiyla 0.9871 ve 0.0191 olarak
hesaplanmistir. Literatlirde hidroliz derecesi ve c¢ozinlrlik arasindaki lineer iliski
bezelye proteinin Trypsin ile hidrolizi icin Soral-Smietana vd. [26] tarafindan, bugday
ununun proteaz ile modifikasyonu icin Bombara vd. [32] tarafindan ve misir gluteninin

Alcalase ile hidrolizi icin Apar ve Ozbek [109] tarafindan da bildirilmistir.

8.8.1.2 Enzim inaktivasyon verilerinin modellenmesi

Enzim inaktivasyon kinetigi genellikle birinci mertebe inaktivasyon modeli [124-127] ile
ifade edilir. Ancak enzimatik reaksiyonlarin karmasikhigi nedeni ile, literatlirde enzim
inaktivasyon kinetigini birinci mertebe olmayan model denklemlerle ifade eden bir ¢ok

calisma da yer almaktadir [128-131].
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Galismanin bu boélimiinde, enzim inaktivasyon kinetigini belirleyebilmek amaci ile
Bolim 8.3’te zamana karsilik elde edilen aktivite verileri analizi edilmis ve; substrat ve
enzim baslangic konsantrasyonu deneylerinin timd ile, 45-55°C sicaklik ve 6.5-9.0 pH
araliginda gerceklestirilen deneyler icin elde edilen enzim inaktivasyon verilerinin
Sadana ve Henley [128] tarafindan tanimlanan birinci mertebe olmayan tek adim
unimolekiler enzim inaktivasyon modeline (Esitlik 8.7) uydugu belirlenmistir. Sadana
ve Henley [128] tarafindan tanimlanan bu inaktivasyon modelinde, enzim aktivitesi sifir

degerine ulasmaz, son asamada ulasilan belirli bir aktivite degerinde sabit kalir.

E—X0 ,Ef

A = (100 — a,) exp(—kp.t) + a4 (8.7)

Diger yandan, 55°C sicaklik degerinin Uzerinde gergeklestirilen deneyler igin yapilan
modelleme ¢alismalari sonucunda elde edilen verilerin ikinci mertebe inaktivasyon
kinetigine (Esitlik 8.8) uydugu belirlenmistir. 55°C sicaklik degerlerin (zerine
cikildiginda, inaktivasyon mekanizmasinin degistigi (enzim inaktivasyon kinetiginde bir
kayma meydana geldigi) elde edilen deneysel sonucglardan da (Sekil 8.25) acikca
gorulmektedir. inaktivasyon kinetigindeki bu kayma, belirli bir sicaklik degerinin
Uzerine cikildiginda protein yapisinda meydana gelen deformasyonlar sonucunda
enzimin stabilitesini koruyamamasi, dolayisi ile inaktivasyon hizinda meydana gelen

artis ile acgiklanabilir.

1/A = 1/Ap + k.t (8.8)

Esitlik 8.7 ve 8.8’de; A terimi % enzim aktivitesini, a; terimi son asamada ulasilan
% enzim aktivite degerini, ko ve k: inaktivasyon (bozunma) sabitlerini (dak™), t: hidroliz
isleminin slresini ifade etmektedir. Esitlik 8.7 ve 8.8 icin elde edilen katsayilar ve

istatistiksel degerler Cizelge 8.19’da sunulmustur.
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Cizelge 8.18 Esitlik 8.5 icin elde edilen katsayilar, standart sapma (o) ve R? istatistiksel
degerleri

Hidroliz Coziinurluk

So a b o R? a b o R?
(g/L)

10 0.0216 22.99 0.0069 0.9922 0.0290 4.52 0.0178 0.9953
15 0.0164 2299 0.0047 0.9959 0.0231 4.52 0.0207 0.9944
20 0.0114 2299 0.0059 0.9918 0.0186 4.52 0.0161 0.9959
25 0.0084 2299 0.0060 0.9896 0.0153 4.52 0.0191 0.9923
30 0.0067 2299 0.0056 0.9896 0.0136 4.52 0.0196 0.9907

% Eq (hacim/hacim)

0.20 0.0121 2299 0.0091 0.9959 0.0189 4.52 0.0168 0.9958
0.25 0.0164 2299 0.0031 0.9959 0.0231 4.52 0.0207 0.9944
0.30 0.0176 22.99 0.0032 0.9939 0.0271 4.52 0.0220 0.9937
0.35 0.0187 2299 0.0034 0.9918 0.0290 4.52 0.0207 0.9946
0.40 0.0196 2299 0.0046 0.9941 0.0296 4.52 0.0262 0.9914

pH

6.5 0.0121 29.57 0.0044 0.9942 0.0144 440 0.0052 0.9995
7.0 0.0176 2299 0.0032 0.9939 0.0271 4.52 0.0220 0.9937
7.5 0.0334 2259 0.0036 0.9984 0.0342 4.14 0.0259 0.9937
8.0 0.0399 2161 0.0035 0.9987 0.0509 4.70 0.0268 0.9936
8.5 0.0477 16.86 0.0062 0.9974 0.0562 4.29 0.0213 0.9966
9.0 0.0492 18.11 0.0058 0.9975 0.0552 438 0.0223 0.9961

T(°C)

45 0.0239 18.76 0.0045 0.9952 0.0411 5.24 0.0228 0.9941
50 0.0477 16.86 0.0062 0.9974 0.0562 4.29 0.0213 0.9966
55 0.0378 17.15 0.0055 0.9978 0.0576 4.63 0.0231 0.9956
60 0.0298 17.72 0.0076 0.9952 0.0497 4.84 0.0215 0.9956
65 0.0363 28.77 0.0095 0.9844 0.0566 10.58 0.0117 0.9958
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Cizelge 8.19 Esitlik 8.7 ve 8.8 icin elde edilen katsayilar, standart sapma (o) ve R?
istatistiksel degerler

So (g/L) Model denklem G R?

10-60g/L A = (100-56.78)exp(-0.2408.t) + 56.78 2.6382 0.9851

% Eo (hacim/hacim)

0.20 A =(100-51.96)exp(-0.3647.t) + 51.96 2.8352 0.9848
0.25 A = (100-55.90)exp(-0.3526.t) + 55.90 3.0596 0.9794
0.30 A = (100-58.25)exp(-0.3277.t) + 58.25 3.5832 0.9693
0.35 A =(100-61.92)exp(-0.3113.t) + 61.92 2.9791 0.9745
0.40 A = (100-63.30)exp(-0.2748.t) + 63.30 2.4985 0.9807
pH
6.5 A = (100-62.83)exp(-0.2848.t) + 62.83 2.9573 0.9747
7.0 A = (100-58.25)exp(-0.3277.t) + 58.25 3.5832 0.9693
7.5 A = (100-50.29)exp(-0.3805.t) + 50.29 4.1455 0.9696
8.0 A = (100-42.94)exp(-0.4118.t) + 42.94 4.3307 0.9738
8.5 A = (100-38.25)exp(-0.4664.t) + 38.25 4.2437 0.9781
9.0 A = (100-35.07)exp(-0.5016.t) + 35.07 4.4873 0.9776
T(°C)
45 A =(100-41.33)exp(-0.3871.t) + 41.33 4.4455 0.9743
50 A = (100-38.25)exp(-0.4664.t) + 38.25 4.2437 0.9781
55 A =(100-37.21)exp(-0.5195.t) + 37.21 4.7466 0.9732
60 1/A =1/96.15 + 0.00084.t 0.0084 0.9749
65* 1/A =1/101.52 + 0.0091.t 0.0089 0.9913

* 0-40 dakika icin

Alcalase enzimi i¢in inaktivasyon enerjisi 45-55°C sicaklik araligi icin, Esitlik 8.7'den elde
edilen inaktivasyon sabitleri (kp, dak™) kullanilarak Arrhenius bagintisindan

hesaplanabilir (Esitlik 8.9).

Inkg = Inkpo — °P/pr (8.9)
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inaktivasyon enerijisini (Ep) belirleyebilmek amaci ile In kp terimine karsi cizilen 1/T
grafigi Sekil 8.50’de sunulmustur. Sekil 8.50’den gorildigi gibi elde edilen verilerin
Esitlik 8.9’a uygunlugu acik¢a goriilmektedir. Yapilan modelleme sonucunda (o =
0.0302, R? = 0.9897) Ep terimi, 25.44 kJ/mol olarak belirlenmistir. Elde edilen bu
inaktivasyon enerjisi degeri, literatirde daha Once Alcalase enzimi igin bildirilen
degerle benzer bulunmustur. Farkli substratlar kullanilarak gergeklestirilen
calismalarda, Alcalase enzimi icin inaktivasyon enerjisi; Marquez ve Vazquez [123]
tarafindan 25.35 kJ/mol, Adler-Nissen [8] tarafindan 270.0 kJ/mol olarak rapor

edilmistir.

1.00

0.95 1 .

0.90 -

0.85 1

0.80 -

-In kp

0.75 -

0.70 -

0.65 9

0.60 ‘ ‘ ‘
0.003 0.00305 0.0031 0.00315 0.0032

1/T

Sekil 8.50 Enzim inaktivasyon sabitinin sicaklikla degisimi
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8.8.2 Michaelis-Menten kinetigi

Enzim katalizinin ana kurami Michaelis-Menten ve Haldane’in calismalari Gzerine
kurulmustur [132]. En basit enzim katalizli sistem, isomerizasyon ve parcalanma
reaksiyonlarinda oldugu gibi tek bir substratin tGriine donlstligl reaksiyonlardir [133].

Reaksiyon mekanizmasi;

k3
E+S ES EP > E+P
k-1 k-2 k-3

seklinde yazilir. Burada, ES ve EP enzim-substrat ve enzim-lriin kompleksidir.
Basitlestirme amaci ile sadece bir kompleksin olustugu (ES kompleksi), geri
reaksiyonlarin énemsiz oldugu sartlar aranir. Uriiniin yeterli derecede birikmedigi yani
ileri yonde baslangi¢ hizlarinin 6l¢uldigi durumlarda bu sartlar saglanmis olur ve

reaksiyon mekanizmasi;

A, k2
E+S ES—=>E+P

k-1
seklini alir (Telefoncu, 1997). Bu mekanizma goz 6niinde bulundurularak, substrat (S),
enzim (E), enzim substrat (ES) ve urlin (P) konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

asagidaki esitliklerle ifade edilir;

% =—k,[S][E]+k_,[ES] (8.10)
%:-kl[S][E]Jr(k_ﬁkz)[ES] (8.11)
%:kl[s][lz]—(k_1 +k,)[ES] (8.12)
%:kZ[ES]zv (8.13)
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Sistem yatiskin haldeyken, ES derisimi sabittir, yani % =0’dir. Bu durumda; Esitlik

8.12 asagidaki sekilde basitlesir;

K [SI[E] = (k4 +k3)[ES] (8.14)

Kitlenin korunumu kanuna gére ortamdaki tim enzim serbest veya komplekslesmis

halde bulunacagina gore;

[E]o= [E] + [ES] (8.15)

yazilabilir.
Esitlik 8.15’ten [E] terimi gekilir ve Esitlik 8.14’te yerine yerlestirilirse;
ki[SI[El, _  [E],[S]

K [S1+k,+k, Ki+k, +[S]
kl

[ES]=

(8.16)

ifadesi elde edilir. Bu ifade Esitlik 8.13’te yerine konulursa;

_d[P] _ __KalElo[S]
ot =k[ES]= k , +k, +I5]
ky

(8.17)

ifadesi elde edilir.

Ug hiz sabitini iceren terim tek bir sabitte toplanirsa;

K,=—1"-2 (8.18)
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Reaksiyon hizi, enzim substratla doygunlastiginda maksimuma ulagir. Bu durumda;

[E], =[ES] dir. Oyleyse;
Viax = kZ[ES] = kZ[E]O (8.19)

Esitlik 8.18 ve 8.19 ifadeleri Esitlik 8.17’de yerine yerlestirildiginde Michaelis-Menten
denklemi (Esitlik 8.20) elde edilir [133,134].

_ Vmax[s]
Ky +I8]

(8.20)
Michaelis-Menten denklemi iki sabit ile karekterize edilir. Birincisi Michaelis-Menten
sabiti K, ayrilma sabitidir ve enzim substrat arasindaki ¢ekimi ifade eder. K,,, degeri ne
kadar diisiikse enzim substrat arasindaki cekim o kadar kuvvetlidir. ikincisi maksimum
hizin bir Ol¢liti olan ve denklemden direkt elde edilemeyen katalitik sabit, k. dir

(Vimax = Keat lIElo). Keat / Ky = Kooty /(K 5 +K,) orani katalitik verim olarak tanimlanir

[133].

K, ve Vpax degerlerinin grafik yontemle eldesi

Michaelis-Menten denklemi (Esitlik 8.20), bir parametre digerine karsi ¢izildiginde, bir
dogru elde edilebilecek sekilde birka¢ formda diizenlenebilir. Elde edilen dogrunun
egim ve kesim noktasi kullanilarak K, ve V. degerleri kolayca belirlenebilir. Bu amacla

en ¢ok kullanilan li¢ denkleme asagida yer verilmistir [135].

Lineweaver-Burke denklemi

1 K, 1 1

= -
VO Vmax [S]O v

(8.21)

max
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Esitlik 8.21 igin, 1/[S],’a karsi 1/v, cizildiginde egim K, /V,,, degerini, dogrunun y
eksenin kestigi nokta 1/v,. degerini, dogrunun x ekseni kestigi nokta —1/K
degerini verir (Sekil 8.51 (a)).

Eadie-Hofstee denklemi

(8.22)

Esitlik 8.22 igin, V, /[S],’a karsi v, degerleri gizildiginde egim — K, degerini, dogrunun

y eksenin kestigi nokta V., degerini verir (Sekil 8.51 (b)).

Hanes-Woolf denklemi

[Sl, _[S], , K, (8.23)
Vo, V v

max max

Esitlik 8.23 icin, [S]y’a karsi [S],/V, cizildiginde egim 1/v,,, degerini, dogrunun x
ekseni kestigi nokta — K, degerini, y eksenini kestigi nokta K,/Vim. degerini verir (Sekil

8.51 (c)).
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(a) Lineweaver-Burke grafigi

Vo [Slo/Vo

Vo/[Sho [Slo

(b) Eadie-Hofstee grafigi (c) Hanes-Woolf grafigi

Sekil 8.51 Michaelis-Menten denklemindeki kinetik parametrelerin grafik yontemlerle
eldesi

8.8.2.1 Susam kiispesi proteininin enzimatik hidrolizinin Michaelis-Menten

kinetigine uygunlugunun incelenmesi

Susam kiispesi proteininin Alcalase enzimi ile hidroliz kinetiginin Michaelis-Menten
kinetigine uygunlugunu incelenmek amaciyla, hidroliz reaksiyonlari 10, 15, 20, 25 ve 30
g protein/L substrat konsantrasyonlarinda, daha 6nce belirlenen optimum reaksiyon
sartlarinda, 50°C ve pH 8.5de, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarin baslangic hizlarini belirleyebilmek amaciyla her

deney icin hidroliz degerleri (meqv/L) zamana karsi incelenmistir. Elde edilen sonuglar
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Sekil 8.52’de grafiksel olarak sunulmustur. Baslangi¢c hizlari, deneysel verilere uyan
lineer modellerin egimlerinden hesaplanmis, elde edilen hiz degerleri ve modellere ait

istatistiksel degerler Cizelge 8.20‘de verilmistir.

Hidroliz degeri verileri kullanilarak elde edilen baslangic hiz degerleri igin gizilen
Lineweaver-Burke grafigi (R’= 0.9936, o= 0.0156) Sekil 8.53’te sunulmustur. Sekil
8.53'ten kinetik parametreler K,= 41.17 g/L ve Vna= 9.24 meqv/L.dak olarak

hesaplanmistir.

Cizelge 8.20 Farkh substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen hidroliz
degeri verilerine uyan lineer modeller icin egim ve istatistiksel degerler, T= 50°C,
pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R?
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)

10 1.9432 0.6306 0.9832

15 2.4018 0.7386 0.9849

20 2.8671 0.7786 0.9881

25 3.5977 0.6939 0.9940

30 4.0746 0.8356 0.9932
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Sekil 8.52 Farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen hidroliz
degerleri, T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L,
W S= 15 g protein /L, A S=20 g protein /L, ® S= 25 g protein /L, % S= 30 g protein /L)
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Sekil 8.53 Zamana karsi incelenen hidroliz degeri verilerinden elde edilen hiz degerleri
icin gizilen Lineweaver-Burke grafigi T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)
8.8.2.2 Sicaklik ve pHIn Michaelis-Menten kinetik parametrelerine etkisinin

incelenmesi

Michaelis-Menten kinetik parametrelerinin sicaklik ile degisimini incelemek amaciyla
baslangic hiz deneyleri, 10, 15, 20, 25 ve 30 g protein/L substrat konsantrasyonlarinda,
pH 8.5 degerinde, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 40, 45 ve 50°C sicakhk
degerlerinde gerceklestirilerek hidroliz degerleri zamana bagh olarak incelenmistir.
Elde edilen sonuglar Sekil 8.54-8.55'te (T=50°C icin bkz Sekil 8.52) grafiksel olarak
sunulmustur. Her set sicakhk deneyi icin, deneysel verilere uyan lineer modellerin
egimlerinden hesaplanan baslangi¢c hizlari ve modellere ait istatistik degerler Cizelge
8.21-8.22’de verilmistir (T=50°C icin bkz Cizelge 8.20). Modellerden elde edilen

baslangic hiz verileri kullanilarak cizilen Lineweaver-Burke grafikleri Sekil 8.56’da
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sunulmus, grafiklerinden elde edilen kinetik parametreler ve istatistiksel degerler

Cizelge 8.23’te sunulmustur.
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Zaman (dakika)

Sekil 8.54 40°C Sicaklikta farkl substrat konsantrasyonlarinda gergeklestirilen
reaksiyonlar icin zamana karsi elde edilen hidroliz degerleri, pH= 8.5, E= % 0.30
(hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S= 20 g protein/L,
e S= 25 g protein /L, } S=30g/L)
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Cizelge 8.21 40°C Sicaklikta farkh substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde
edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer modeller igin egim ve istatistiksel degerler,
pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R?
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)
10 1.1366 0.3811 0.9821
15 1.5229 0.4694 0.9848
20 1.9034 0.5537 0.9864
25 2.0644 0.6104 0.9860
30 2.2989 0.7056 0.9849
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Sekil 8.55 45°C Sicakhkta farkli substrat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen
reaksiyonlar igin zamana karsi elde edilen hidroliz degerleri, pH=8.5, E= % 0.30

(hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S=20 g protein/L,
® S=25 g protein/L, ® S=30 g protein/L)
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Cizelge 8.22 45°C Sicaklikta farkh substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde
edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer modeller icin egim ve istatistiksel degerler,
pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R?
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)
10 1.4292 0.4721 0.9826
15 1.9992 0.6634 0.9825
20 2.3145 0.6216 0.9884
25 2.8125 0.7259 0.9893
30 3.1765 0.8681 0.9880
12
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Sekil 8.56 Farkli sicaklik degerlerinde, susam kiispesi proteinin Alcalase enzimi ile
hidrolizi icin elde edilen Lineweaver-Burke grafikleri, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)
(# 40°C, m 45°C, A 50°C)
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Gizelge 8.23 incelendiginde, Vmax degerlerinin sicakhkla arttigi, K., degerlerinin ise
sicakhikla azaldigl (enzim-substrat baglanma egiliminin arttigi), dolayisi ile katalitik
verimin (enzim konsantrasyonu sabit tutuldugu icin Vma/Km olarak hesaplanmistir)

sicakhkla artigi gorilmektedir.

Cizelge 8.23 Sicaklik deneyleri igin gizilen Lineweaver-Burke grafiklerden elde edilen
kinetik parametreler ve grafiklere ait istatistiksel degerler

Kinetik sabitler ve istatistiksel Sicaklik (°C)
degerler

40 45 50
Km (/L) 57.63 46.76 41.17
Vmax (meqv/L.dak) 7.05 8.03 9.24
Vmax/Km 0.1223 0.1717 0.2244
c 0.0296 0.0123 0.0156
R? 0.9931 0.9977 0.9936

Kinetik parametrelerin pH ile degisimini incelemek amaciyla baslangi¢ hiz deneyleri, 10,
15, 20, 25 ve 30 g protein/L substrat konsantrasyonlarinda, 50°C sicaklikta, % 0.30
(hacim/hacim) enzim ilavesi ile pH 7, 7.5, 8 ve 8.5 degerlerinde gerceklestirilerek
hidroliz degerleri zamana bagli olarak incelenmis, elde edilen sonuglar Sekil 8.57-
8.59’da (pH=8.5 icin bkz Sekil 8.52) grafiksel olarak sunulmustur. Her set icin, deneysel
verilere uyan lineer modellerin egimlerinden hesaplanan baslangic hizlari ve modellere
ait istatistiksel degerler Cizelge 8.24-8.26’da verilmistir (pH=8.5 i¢in bkz Cizelge 8.20).
Modellerden elde edilen baslangic hiz verileri kullanilarak cizilen Lineweaver-Burke
grafikleri Sekil 8.60’da sunulmus, grafiklerinden elde edilen kinetik parametreler ve

istatistiksel degerler ise Cizelge 8.27’de sunulmustur.
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Sekil 8.57 pH 7 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen
reaksiyonlar i¢in zamana karsi elde edilen hidroliz degerleri, T= 50°C, E= % 0.30
(hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S= 20 g protein/L,
® S= 25 g protein/L, % S=30 g protein/L)

Cizelge 8.24 pH 7 degerinde farkh substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde
edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer modeller igin egim ve istatistiksel degerler,
T=50°C, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R’
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)

10 0.8163 0.2249 0.9815

15 1.0308 0.3913 0.9786

20 1.1289 0.5792 0.9723

25 1.2875 0.5978 0.9732

30 1.4213 0.7367 0.9716
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Sekil 8.58 pH 7.5 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda gercgeklestirilen
reaksiyonlar i¢in zamana karsi elde edilen hidroliz degerleri, T= 50°C, E= % 0.30
(hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S= 20 g protein/L,
® S= 25 g protein/L, % S=30 g protein/L)

Gizelge 8.25 pH 7.5 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde
edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer modeller igin egim ve istatistiksel degerler,
T=50°C, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R’
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)

10 1.0524 0.3063 0.9849

15 1.3293 0.4412 0.9897

20 1.5848 0.4383 0.9909

25 1.6966 0.8427 0.9825

30 1.8979 0.8987 0.9830
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Hidroliz Degeri (meqv/L)
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Sekil 8.59 pH 8 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen
reaksiyonlar i¢in zamana karsi elde edilen hidroliz degerleri, T= 50°C, E= % 0.30
(hacim/hacim) (¢ S=10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S=20 g protein/L, ® S= 25
g protein/L, % S=30 g protein/L)

Cizelge 8.26 pH 8 degerinde farkh substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde
edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer modeller igin egim ve istatistiksel degerler,
T=50°C, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R’
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)

10 1.3196 0.2711 0.9949

15 1.7501 0.5087 0.9926

20 2.0768 0.5488 0.9952

25 2.3502 1.0055 0.9905

30 2.6157 1.1349 0.9909
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Sekil 8.60 Farkli pH degerlerinde, susam kiispesi proteininin Alcalase enzimi ile hidrolizi
icin elde edilen Lineweaver-Burke grafikleri, T= 50°C, E= % 0.30 (hacim/hacim) (¢ pH 7,
mpH 7.5 ApHS8, e pH8.5)

Cizelge 8.27 incelendiginde, hem V..« hem de K, degerlerinin pH ile arttigi, Vimax
degerlerindeki artis orani K., degerlerindeki artis oranindan daha yiksek oldugu igin

katalitik verim degerlerinin de (Vmax/Km) pH ile artis gésterdigi gorilmektedir.
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Cizelge 8.27 pH deneyleri igin gizilen Lineweaver-Burke grafiklerden elde edilen kinetik
parametreler ve grafiklere ait istatistiksel degerler

Kinetik sabitler ve istatistiksel degerler pH

7.0 7.5 8.0 8.5
Km (8/L) 15.96 19.21 27.97 41.17
Vimax (meqv/L.dak) 2.11 3.06 5.01 9.24
Vinax/ Km 0.1322 0.1593 0.1791 0.2244
c 0.0240 0.0111 0.0029 0.0156
R? 0.9947 0.9983 0.9998 0.9936

8.8.2.3 Alcalase enzimi igin iiriin inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi

Genellikle enzim katalizli reaksiyonlarin hizi reaktan olmayan bilesenlerce etkilenir,
reaksiyon hizinda bir bilesenden dolayi azalma meydana geliyorsa bu bilesen inhibitor
olarak adlandirilir. inhibisyon calismalari genellikle enzim secimliligi, aktif merkezin

fiziksel ve kimyasal yapisi ve reaksiyonun kinetik mekanizmasi hakkinda bilgi verir.
Ug ana tiir inhibisyon vardir;
Kompetitiv (yarismali) inhibisyon

inhibitériin substrata baglanmasini engelleyecek bir tarzda serbest enzime baglanmasi
sonucu reaksiyonu engellendigi tir inhibisyondur. Kompetitiv inhibitor varliginda Vax

degeri degismez, ancak K., degeri artis gosterir. Kompetitive inhibisyonu icin hiz

denklemi;
V= Vmaxl[s] — VmaX[S] (8,24)
K, @+ysrs] Kge +18]

K

seklindedir. Esitlik 8.24’de [I] inhibitor konsantrasyonu, K; inhibisyon sabitidir. Kinetik
parametrelerin eldesi icin hiz denklemi lineer hale getirilir ve Lineweaver-Burke grafigi

cizilirse Sekil 8.61 (a) elde edilir.
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Nonkompetitiv (yarismasiz) inhibisyon

Bu tir inhibisyonda inhibitdr ve substrat gelisiglizel bir tarzda, birbirinden bagimsiz
olarak ve tersinir bir sekilde enzimde farkli merkezlere baglanir. Nonkompetitiv
inhibitor varhiginda V. degeri azalirken K, degeri degismez. Nonkompetitiv inhibisyon

icin hiz denklemi;

\"
max [S]
V= (1+[|]/ KI) — Vman('jZ [S] (825)
K +[S] K +[8]

seklindedir. Esitlik 8.25 lineer hale getirilir ve Lineweaver-Burke grafigi cizilirse Sekil
8.61 (b) elde edilir.

Unkompetitiv (yari yarismali) inhibisyon

Bu tlir inhibisyonda inhibitér serbest enzime baglanmaz, enzim substrat kompleksine
baglanarak kompleksin Griin olusturmasini engeller. Unkompetitiv inhibisyonda hem

Vmax hem de K, degeri azalir. Unkompetitiv inhibisyon icin hiz denklemi;

\Y
Ak Vs [8]
R e (8.26)
(l+[|?/Ki Bl b

seklindedir. Kinetik parametrelerin eldesi igin hiz denklemi lineer hale getirilir ve

Lineweaver-Burke grafigi cizilirse Sekil 8.61 (c) elde edilir [135-137].
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(c) Unkompetitive (yari yarismali) inhibisyon

Sekil 8.61 Farkl inhibisyon tirleri igin Lineweaver-Burke grafikleri

Susam kispesi proteininin hidroliz reaksiyonunda Alcalase enzimi igin Grlin inhibisyon
tlranin belirlenebilmesi amaciyla, 6ncelikle deneylerde kullanilacak hidrolizatin eldesi
icin, elde edilen optimum proses sartlarinda (15 g protein/L substrat
konsantrasyonunda, 50°C sicaklikta, pH 8.5’te, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile)
hidroliz reaksiyonu gergeklestirilmistir. 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda Alcalase
enzimi 1si ile inaktive edildikten sonra, ortamda kalan hidrolizlenmeyen proteini
¢Ozeltiden ayirmak icin, hidrolizat ¢ozeltisi stzlilmis ve deneylerde kullanilacagi
miktarlarda kaplara konularak buzlukta saklanmistir. Daha sonra baslangic hiz
deneyleri, reaksiyon ortamina % 15, 30 ve 45 (hacim/hacim) oraninda hidrolizat
ilaveleri ile 10, 15, 20, 25 ve 30 g protein/L substrat konsantrasyonlarinda, 50°C sicakhk
ve pH 8.5’te, % 0.30 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile gergeklestirilmistir. Her deney igin
zamana karsi incelenen hidroliz degerleri (meqv/L) Sekil 8.62-8.64’te grafiksel olarak
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sunulmustur (kontrol deneyleri igin bkz. Sekil 8.52). Her set i¢in, deneysel verilere uyan
lineer modellerin egimlerinden hesaplanan, baslangic hizlari ve modellere ait

istatistiksel degerler Cizelge 8.28- 8.30’da verilmistir.

Hidroliz Degeri (meqv/L)

0 1 2 3 4 5
Zaman (dakika)

Sekil 8.62 Farkl substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 15
(hacim/hacim) oraninda hidrolizat ilavesi ile gergeklestirilen reaksiyonlar icin zamana
karsi elde edilen hidroliz degerleri, T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

(¢ S= 10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S= 20 g protein/L, ® S= 25 g protein/L,
* S=30 g protein/L)
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Cizelge 8.28 % 15 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi igin, farkli substrat
konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer
modellere ait egim ve istatistiksel degerler, T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R?
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)
10 0.8810 0.3850 0.9908
15 1.4728 0.3402 0.9973
20 1.8148 0.5358 0.9955
25 2.2470 0.8308 0.9936
30 2.5012 1.3133 0.9867
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Zaman (dakika)

Sekil 8.63 Farkl substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 30
(hacim/hacim) oraninda hidrolizat ilavesi ile gergeklestirilen reaksiyonlar icin zamana
karsi elde edilen hidroliz degerleri, T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

(¢ S= 10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S= 20 g protein/L, ® S= 25 g protein/L,
* S=30 g protein/L)
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Cizelge 8.29 % 30 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi igin, farkli substrat
konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer
modellere ait egim ve istatistiksel degerler, T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R?
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)
10 1.5736 0.6055 0.9817
15 2.0412 0.7959 0.9845
20 2.2795 1.0694 0.9841
25 2.7108 1.1881 0.9773
30 3.0459 1.4759 0.9818
25
20

Hidroliz Degeri (meqv/L)

Zaman (dakika)

Sekil 8.64 Farkl substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 45
(hacim/hacim) oraninda hidrolizat ilavesi ile gergeklestirilen reaksiyonlar icin zamana
karsi elde edilen hidroliz degerleri, T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

(¢ S= 10 g protein/L, m S= 15 g protein/L, A S= 20 g protein/L, ® S= 25 g protein/L,
* S=30 g protein/L)

143



Cizelge 8.30 % 45 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi igin, farkli substrat
konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen hidroliz degeri verilerine uyan lineer
modellere ait egim ve istatistiksel degerler, T= 50°C, pH= 8.5, E= % 0.30 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R?
(g protein/L) (meqv/L.dak) (o)
10 1.4730 0.6106 0.9901
15 1.8443 0.7327 0.9870
20 2.1137 0.8642 0.9843
25 2.3202 0.9311 0.9844
30 2.8019 1.1072 0.9828
0:8

> 0.6 -

o

Q

£

~

>

©

©

= 0.4 -

> *

: A

-0.08 -0.04 0.00 0.04 0.08 0.12

1/s (L/g)

Sekil 8.65 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesinde, susam kiispesi proteininin Alcalase
enzimi ile hidrolizi icin elde edilen Lineweaver-Burke grafikleri, T= 50°C, pH= 8.5,
E= % 0.30 (hacim/hacim) (¢ kontrol, m % 15 (hacim/hacim), A % 30 (hacim/hacim),
® % 45 (hacim/hacim))
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Modellerden elde edilen baslangi¢ hiz verileri kullanilarak gizilen Lineweaver-Burke
grafigi (Sekil 8.65) inhibisyon tlrinin unkompetitiv oldugunu gdstermistir.
Lineweaver-Burke grafiginden elde edilen kinetik parametreler ve grafiklere ait

istatistiksel degerler Cizelge 8.31’de verilmistir.

Cizelge 8.31 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesinde, zamana karsi incelenen hidroliz
degeri verilerinden elde edilen hiz degerleri igin gizilen Lineweaver-Burke grafiklerden
hesaplanan kinetik parametreler ve grafiklere ait istatistiksel degerler

Kinetik sabitler ve istatistiksel % Hidrolizat ilavesi (hacim/hacim)
degerler

Kontrol %15 %30 %45
Km (8/L) 41.17 - - ]
K2 (g/L) - 28.97 2322 19.46
Vmax (Mmeqv/L.dak) 9.24 - - -
V2% (meqv/L.dak) - 6.52 5.19 4.29
Ki (% hacim/hacim) - 35.60 38.81 40.32
Ki (ort., % hacim/hacim) 38.24
c 0.0156 0.0163 0.0154 0.0208
R’ 0.9936 0.9930 0.9938 0.9890

Literatlrde, susam kispesi proteininin hidrolizi sinirl bir sekilde incelenmis olup, bu
calismada susam kispesi proteininin enzimatik hidrolizi ve kinetigi kapsamli bir sekilde

incelenmis ve elde edilen kinetik veriler Cizelge 8.32’de sunulmustur.
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Gizelge 8.32 Susam kiispesi proteininin enzimatik hidroliz kinetigine ait veriler

Kinetik model

Proses sartlar

Kinetik sabitler

Michaelis-Menten (unkompetitiv pH 8.5, 50°C Baz sarfiyati
inhibisyon) S=10-30g/L verilerinden;
E=%0.3 Km=41.17 g/L
V e [s] (hacim/hacim) Vimax= 9.24
@+[11/K,) meqv/L.dak

V=—-vy (8.26) Ki= % 38.24
7(1+[|]/Ki [S] (hacim/hacim)

dX

— =a.exp(-b.X) (8.5) pH 6.5-9,

dt 45-65°C Denklem katsayilari
X: Hidroliz veya gsznUrIUk derecesi S =10-30 g/L Cizelge 8.18’de

E= % 0.20-0.40
(hacim/hacim)

verilmigtir.

A =(100 - y)exp(-ko.t) +y  (8.7) pH 6.5-9, '
45-55°C Inaktivasyon sabitleri
Cizelge 8.19'da
verilmistir.
1/A=1/A, + k.t (8.8) 60-65°C

A: % enzim aktivitesi

8.9 Susam Kiispesi Protein Hidrolizatlarinin Fonksiyonel Ozelliklerinin incelenmesi

8.9.1.1 Su Tutma Kapasitesi

Protein kaynakl katkilarin absorblayip yapida tuttuklari su, gidalarin tekstirel
niteliklerine ve bazi 06zelliklerine katkida bulunmaktadir. Bunlar c¢ogunlukla et
Urlinlerinde ve hamurlarda gozlenen 6zelliklerdir. Su absorbsiyonu yoluyla protein, su
alarak siser ve boylece karakteristik olan yapi, tekstir, viskozite gibi gidanin bazi dnemli
reolojik ©zellikleri ortaya ¢ikar. Bu nedenle gida proteinlerinin su tutmasi pratikte
bliyidk 6nem tasimaktadir. Proteinlerin su tutma kapasitesi, protein molekiliiniin bu
Ozelliklerini ortaya koymak icin yararli olmaktadir. Protein molekiliinin su tutma
yetenegi boyutun, seklin, hidrofilik ve hidrofobik etkilesimlerin bir fonksiyonudur. Su
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tutma yetenegi lipitlerin ve karbonhidratlarin bulunmasindan, ylzeydeki amino asit

kalintilarinin 6zelliklerinden etkilenmektedir [66,71,138].

Susam kiispesi proteini ve hidrolizatlarinin su tutma kapasiteleri Cizelge 8.33'te
verilmistir. Cizelge 8.33 incelendiginde, su tutma kapasitesinin hidroliz derecesinin
artigi ile arttigl gorilmektedir. Tim susam klspesi protein hidrolizatlari dogal
proteinden daha yiksek su tutma kapasitesine sahiptir. Su tutma kapasitesinde artan
hidroliz derecesi ile gozlemlenen artis, enzimatik hidroliz esnasinda —COOH ve —NH,

gibi polar gruplarin sayisinin artisina bagh olabilir [139,140].

Proteinlerin su ve/veya yag ile olan etkilesimleri tat ve tekstir gibi o6zellikleri
etkilendiginden dolayi gida sistemlerinde cok donemlidir. Aletor vd. [141] tarafindan
corba ve sos gibi viskoz gidalar igin 1.49 ile 4.72 (g/g) arasindaki su tutma kapasitesi
degerleri kritik deger olarak belirtilmistir. Bu nedenle, yiksek su tutma kapasitesinden
dolayi susam kiispesi protein hidrolizatlari gida endistrisinde; ekmeklerde ve keklerde
su kaybini 6nlemek, pisirilmis ve dondurulmus gidalarin kullanimini arttirmak igin

kullanilabilir [71,81].

Enzimatik hidrolizin sonucu olarak iyilestirilmis su tutma kapasitesi; susam proteinin
enzimatik hidrolizi icin Kanu vd. [82] tarafindan; balik yan dGriinlerinin enzimatik
hidrolizi icin Balti vd. [140] tarafindan; kolza proteinin enzimatik hidrolizi icin Vioque
vd. [71] tarafindan ve peynir alti suyu proteininin enzimatik hidrolizi igin Sinha vd. [142]

tarafindan da ifade edilmistir.

Cizelge 8.33 Susam kiispesi proteini ve hidrolizatlarinin su ve yag tutma kapasitesi

degerleri
Ornek Su Tutma Kapasitesi Yag Tutma Kapasitesi
(g su/g protein) (ml yag/g protein)

Dogal Protein 2.67 £0.06 1.21 £0.07

DH10 3.31+0.04 1.67 +£0.06

DH30 3.34+0.08 2.03 £0.07

DHA45 3.38+0.04 2.14 +£0.05

DH60 3.41 +£0.05 2.24 +0.08

DH120 3.43+0.09 2.21+£0.03

*Degerler standart sapmasi ile birlikte verilmistir.
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Diger kaynaklardan elde edilen izolat veya konsantratlar igin tespit edilen su tutma
kapasitesi degerleri; bezelye izolatinda 1.7 g/g [143], bakla izolatinda 1.8 g/g [143],
soya izolatinda 1.3 g/g [143], farkli nohut izolatlarinda 2.3-3.5 g/g araliginda [144],
farkli piring kepegi konsantratlarinda 3.87-5.60 g/g [145] ve keten tohumu
konsantratinda 2.70 g/g [146] olarak bulunmustur.

8.9.1.2 Yag Tutma Kapasitesi

Protein ve lipitler arasindaki etkilesim birgok gidanin duyusal kalitesini de
etkilemektedir. Bu etkilesimler gesitli baglar aracihgiyla olur ve pH, iyonik giig, sicaklik

ve sistemdeki diger degiskenlerden etkilenirler.

Susam kiispesi proteini ve hidrolizatlarinin yag tutma kapasiteleri Cizelge 8.33'te
verilmistir. Cizelge 8.33 incelendiginde, tim susam kispesi protein hidrolizatlari igin
dogal proteinden daha yiiksek yag tutma kapasitesine sahip oldugu goézlemlenmistir.
Hidrolizatlarin yiksek yag tutma kapasitesi, enzimatik hidroliz sonucu protein yapisinin
cesitli peptitlere parcalanmasi ile acgiklanabilir. Enzimatik hidroliz hidrofobik ylizeyi ve
protein molekllinin esnekligini arttirdigindan dolayl proteinlerin yag tutma
kapasitesini gelistirebilmektedir [71,82,144]. Susam kispesi protein hidrolizatlari yag
tutma kapasitesi degerleri, susam protein konsantresi icin Onsaard vd. [81] tarafindan;
bugday proteini ve soya proteini icin Tomotake vd. [147] tarafindan bulunan degerlerle
benzer; kasein icin Tomotake vd. [147] tarafindan bulunan degerlerden farkli
bulunmustur. Farkli proteinlerin farkl yag tutma kapasitelerine sahip olmasi amino asit
kompozisyon cesitligi ve hidrofobisiti, degradasyon derecesi, protein boyutu ve
esnekligi gibi cesitli parametrelerle ilgili olabilir [82]. Sonug olarak, susam kispesi
protein hidrolizatlari et ve sekerleme endistrilerinde fonksiyonel malzeme olarak

kullanilabilir.

8.9.1.3 Kopiuk Kapasitesi ve Stabilitesi

Kopuk kapasitesi proteinlerin su/hava ara ylzeyinde ylizey gerilimini azaltmasi sonucu
ortaya cikar [61]. Bazi proteinler yiksek kopilik olusturma yetenegine sahiptir. Bu
kopuk olusturma yetenegi protein cinsine, denaturasyon derecesine, pH’a, sicakliga ve

¢irpma yontemlerine baghdir. Koplik stabilitesi ise kararh koplik olusturma
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kapasitesidir ve jeller, kekler, tatlilar ve sufle benzeri Urinlere dahil edilecek
proteinlerin 6nemli bir gereksinimidir. Enzimatik hidrolizin kdplk kapasitesini arttirdig

ancak kopuk stabilitesini azalttigi belirtilmistir [71].

Susam kispesi proteini ve hidrolizatlarinin kdéplirme 6zellikleri Cizelge 8.34 ve Cizelge
8.35’te verilmistir. Susam kuspesi hidrolizatlarinin, susam kiispesi proteininden daha
yuksek kopik kapasitesine sahip oldugu Cizelge 8.34’ten gorilmektedir. Kopuk
kapasiteleri % 45.2 degerinden sirasi ile DH10, DH30, DH45, DH60 ve DH120 igin
% 113.6, 116.4, 123.4, 136.8 ve 140.2 degerlerine artmistir.

Cizelge 8.34 Susam kiispesi proteini ve hidrolizatlarinin kdpiik kapasitesi degerleri

Ornek Cirpma oncesi Cirpma sonrasi Kopiik Kapasitesi (%)
hacim (ml) hacim (ml)

Protein 50 726 £3.2 45.2 +6.3
DH10 50 106.8+1.4 113.6+2.8
DH30 50 108.2+1.3 116.4+2.6
DHA45 50 111.7+0.7 1234+1.4
DH60 50 118.4+3.6 136.8+7.1
DH120 50 120.1+1.5 140.2+3.1

*Degerler standart sapmasi ile birlikte verilmistir.

Susam kuspesi protein hidrolizatlarinin, képlk kapasiteleri artan hidroliz derecesi ile
artis gosterirken; koplk stabilitesi azalmistir. Enzimatik hidroliz kopik kapasitesini
gelistirmesine ragmen kopulk stabilitesinde azalmaya yol agmistir. Yiiksek hidroliz
dereceli hidrolizatlar koplrme 6zelligine sahiptirler; ancak peptit boyutlarindaki
kiicilme ve hidrofilisitelerine bagl olarak kopik korunamaz [62,71,148-149]. Enzimatik
hidroliz sonucu koptuk kapasitesinin artmasi ve kopik stabilitesinin azalmasi egilimi
Bandyopadhyay vd. [150], Guan vd. [61] ve Bandyopadhyay ve Ghosh [44] tarafindan

da bildirilmistir.
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Cizelge 8.35 Susam kiispesi proteini ve hidrolizatlarinin képuk stabilitesi degerleri

Ornek Cirpma oncesi Kopik Stabilitesi
hacim (ml)
10 dak 30 dak 45 dak 60 dak
Protein 50 49.4+0.5 428+05 389+06 31.5+0.3
DH10 50 66.6 £1.1 62.3+1.0 60.2+09 57.7+0.7
DH30 50 64.5+1.0 60.7+15 59.4+13 56.5+1.6
DHA45 50 63.2+1.2 58.8+0.1 57.1+06 55.6+1.3
DH60 50 62.7+0.7 58.2+0.6 56.6+0.3 549+0.6
DH120 50 62.1+1.5 584+0.2 55716 54.1+0.6

*Degerler standart sapmasi ile birlikte verilmistir.

8.9.1.4 Emiilsiyon Aktivite indeksi ve Emiilsiyon Stabilite indeksi

Yizey hidrofobisitesi ve protein konsantrasyonu proteinlerin emiilsiyon ozelliklerini
belirleyen temel karakteristiklerdendir. Proteinlerin esnekligi ve c¢evresel degisimler
karsisinda yapisal adaptasyona ugramasi ylizey aktivitesi olarak ifade edilmektedir [68].
Emdlsiyon aktivite indeksi (EAI); proteinin flokulasyon ve birlesmeyi onleyerek
emulsiyonun olusumu siresince su/yag araylzeyine hizli bir sekilde adsorblanabilme
yetenegini yansitir. Emilsiyon stabilite indeksi (ESI) ise proteinin, yag globdllerinin
flokulasyon ve birlesmesini 6nleyerek belirli bir siire stabil bir emilsiyon saglayabilme
yeteneginin 6l¢listdir [72]. Proteinin kaynagi, konsantrasyonu, ¢oziinebilme yetenegi,
pH, sicaklik, ekipman ve metot gibi cesitli faktorler ve kosullar proteinlerin emiilsiyon

ozelliklerini etkilerler [151].

Susam kispesi proteini ve hidrolizatlarinin emilsiyon o0zellikleri Cizelge 8.36’da
verilmistir. Cizelge 8.36 incelendiginde, emilsiyon kapasitesi acgisindan hidrolizatlarin
protein daha iyi bir emilgator oldugu gorilmektedir. Bu durum, gidalarda hem su hem
de vyag ile etkilesebilen yiiklii amino asitlerin varligindan kaynaklanabilir. Bu etkilesim
proteinleri iyi bir emilgator yapmaktadir [152]. Ylzeydeki protein molekillerinin
yeterince ortaya cikmasi ile hidrofobik gruplarin agiga ¢ikmasi miimkiindir. Bu durum,

proteinlerin emulsiyon kapasitesini arttirabilir [82].
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Cizelge 8.36 Susam kiispesi proteini ve hidrolizatlarinin emilsiyon aktivite indeksi ve
emdilsiyon stabillte indeksi degerleri

Ornek EAI (m?/g) ESI (dakika)

Protein 112.5+1.3 38.6+1.2

DH10 176.5+1.0 49.5+0.4
DH30 180.7+£ 0.5 49.4+0.7

DH45 191.5+1.6 49.2 £ 0.6

DH60 193.6+0.8 49.1+1.2

DH120 2046+ 1.9 48.7 £ 0.7

*Degerler standart sapmasi ile birlikte verilmistir.

Enzimatik hidrolizin susam kilspesi proteinin emilsiyon aktivite indeksini arttirdig
Cizelge 8.35'te acikga gorilmektedir. Enzimatik hidrolizin emdilsiyon 0zelliklerini
gelistirdigi Wu vd. [153], Guan vd. [61] ve Bandyopadhyay vd. [150] tarafindan da
bildirilmistir. Yiksek ¢cozlintrlik ve kicik molekil boyutundaki hidrolizatlar difiizyonu
kolaylastirmali ve protein ve yag arasindaki etkilesimi arttirmalidir. Enzimatik hidroliz
emdlsiyon stabilitesini de arttirmaktadir. Emiulsiyon stabilite indeksi 38.61 dakika

degerinden 49.16 dakika degerine artmistir (Cizelge 8.36).

8.9.2 Fonksiyonel 6zelliklerin literatiirde varolan verilerle karsilastiriimasi

Bu calismada susam kispesi protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri kapsamli bir
sekilde incelenmis ve elde edilen sonuglar literatiirde varolan veriler ile karsilagtiriimis

ve Cizelge 8.37’de sunulmustur.
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Gizelge 8.37 Fonksiyonel 6zelliklerin literatiirde varolan verilerle karsilastirilmasi

Kaynak

Substrat

Fonksiyonel Ozellikler

Cano-Medina vd.
[80]

Onsaard vd. [81]

Kanu vd. [82]

Sreedevi ve
Sivasankar [40]

Kanu vd. [84]

Khalid vd. [85]

Bandyopadhyay ve
Ghosh [44]

Taha vd. [86]

Bu ¢alismada

Susam protein
konsantresi

Susam protein
konsantresi

Susam
kiispesi hidrolizati

Susam protein
hidrolizatlar

Susam protein izolati

Susam protein izolati

Susam protein izolati

Susam protein
hidrolizati

Susam kispesi
hidrolizati

Emdlsiyon kapasitesi % 38,
emdlsiyon stabilitesi % 51,
kopirme kapasitesi % 117

Su tutma kapasitesi 1.98 g su /g protein
Yag tutma kapasitesi 2.69 g yag/ g protein
Emiilsiyon aktivite indeksi 96.66 m*/g
Emilsiyon stabilite indeksi 44.4 dakika

Su tutma kapasitesi % 82.2

Yag tutma kapasitesi % 74.5
Emilsiyon kapasitesi % 73

Képlrme kapasitesi % 85

Kopuk stabilitesi % 9.14 (60. Dakika)

Emilsiyon stabilitesi 11.6 dakika

Su absorplama 129 g

Yag absorplama 302 g
Emdlsiyonkapasitesi 170 ml yag/mg
Képlrme kapasitesi % 79

Kopik stabilitesi % 60 (60. Dakika)

Su tutma kapasitesi 2.10 ml su /g protein
Yag tutma kapasitesi 1.50 ml yag/ g protein
Emilsiyon kapasitesi % 75

Emdlsiyon stabilitesi % 62

Képlrme kapasitesi %112

Kopik stabilitesi % 43 (60. Dakika)

Emdlsiyon aktivite indeksi 189.38 mz/g
Emulsiyon stabilite indeksi 46.68 dakika
Képlrme kapasitesi % 119

Kopik stabilitesi 52 ml (60. Dakika)

Su tutma kapasitesi % 340

Yag tutma kapasitesi % 2.06
Emilsiyonkapasitesi 20.5 ml yag/100 g
Koplk stabilitesi % 47.4 (2. Dakika)

Su tutma kapasitesi 3.43 g su /g protein
Yag tutma kapasitesi 2.21 ml yag/ g protein
Emdlsiyon aktivite indeksi 204.6 m?/g
Emdlsiyon stabilite indeksi 48.7 dakika
Kopirme kapasitesi % 140.2

Kopik stabilitesi 54.1 ml (60. Dakika)
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BOLUM 9

SONUCLAR ve ONERILER

Gunlimuzde, hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olan bitkisel kaynakli proteinlerin
modifiye edilerek, gidalarin fonksiyonel o6zelliklerini iyilestirici katki maddeleri olarak
veya klinik amagla gelistirilen 6zel besin ve enerji iceceklerinde protein takviyesi olarak
kullanimi 6nem kazanmistir. Bu nedenle bitkisel kaynakli proteinlerin enzimatik hidroliz
ile modifikasyonu ve elde edilen hidrolizat 6zelliklerinin iyilestirilmesi arastirmacilarin

ilgisini ceken bir konu olmustur.

Bitkisel protein kaynaklari arasinda en ¢ok soya proteininin hidrolizi tGzerine ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Soyanin yani sira; bezelye, nohut, bakla Gzerlerinde gerceklestirilen
calismalarla dikkat c¢eken bitkisel protein kaynaklari arasinda yer almaktadir.
Ulkemizde, yag enduistrisinden atik olarak elde edilen susam kiispesi yiiksek protein ve
mineral iceriginden dolayl degerli bir besin maddesi olmasina karsin, glinimizde
sadece hayvan yemi olarak kullanilmaktadir, ancak bazi Ulkelerde ekmege de
karisiimaktadir. Gida endistrisinde kullaniminin olmamasinin nedeni ¢ozinrliglinin
az olmasidir. Bu nedenle bu calismada, protein kaynagi olarak susam kispesi secilmis
ve susam kiispesinin enzimatik hidrolizi, kapsamli bir sekilde incelenmis ve elde edilen

sonuclar asagida kisaca 6zetlenmistir:

1. Susam kispesi proteini hidroliz reaksiyonunun optimizasyonunda kullanilacak
uygun enzimi belirleyebilmek amaciyla bes ticari proteaz enzimi ile (Alcalase,
Neutrase, Flavourzyme, Protamex ve PTN) o6n denemeler gerceklestirilerek,

enzimlerin susam kilspesi proteininin hidrolizi ve ¢ozlnurlGglu Uzerindeki
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etkinlikleri incelenmis ve Alcalase enziminin diger enzimlerden daha etkin oldugu

belirlenmistir.

Hidroliz derecesini belirlemek icin kullanilan pH-stat yontemini, enzimlerin susam
kiispesi proteininin Alcalase enzimi ile hidrolizi icin kalibre etmek, diger bir
deyisle farkli sicakliklar icin enzimlerin susam kiispesi proteininin hidrolizatlarinin
pK degerlerini belirlemek amaci ile gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari
sirasinda, serbest hale gegcen amino asit gruplarinin analizi hem TNBS metodu,
hem de OPA yontemi ile yapilmistir. Her iki yontem icinde, hidroliz reaksiyonlari
sirasinda serbest hale gecen protonlarin ototitrasyonu i¢in ortama ilave edilen
baz sarfiyati degerleri ile serbest hale gecen amino asit konsantrasyonu degerleri
arasindaki dogrusal korelasyonlarin yiiksek oldugu saptanmis, ve her iki yontemle
yapilan kalibrasyon sonucunda hesaplanan pK degerleri birbirine oldukca yakin
bulunmustur. TNBS metodu ile yapilan kalibrasyon sonucunda enzimlerin susam
kiispesi proteininin hidrolizatlari icin pK degerleri; 40°C, 50°C ve 60°C sicakliklarda
sirasiyla 6.87, 6.64 ve 6.41 olarak, OPA yontemi ile yapilan kalibrasyon
sonucunda ayni sicakliklar icin pK degerleri sirasiyla; 6.88, 6.65 ve 6.42 olarak

bulunmustur.

Substrat konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisi incelendiginde; substrat
konsantrasyonu arttirildiginda, hidroliz reaksiyonunun ve protein c¢ozinirlik
hizlarinin, dolayisi ile hidroliz derecesi ve protein ¢ozinlrlik derecesi
degerlerinin azaldigi saptanmistir. 120 dakikalik reaksiyon sonrasi elde edilen
degerler incelendiginde, % hidroliz ve % protein ¢6zlnirligu derecelerinin 15 g
protein/L substrat konsantrasyonu degerinden sonra belirgin sekilde azaldig
gorulmis, bu nedenle 15 g protein/L substrat konsantrasyonu optimum substrat
konsontrasyonu olarak secilmis ve diger tim deneylerde baslangic substrat

konsantrasyonu olarak bu degerin kullanimina karar verilmistir.

Substrat baslangi¢c konsantrasyonunun enzim stabilitesine etkisi incelendiginde;
calisilan tim substrat baslangi¢c konsantrasyonlari icin, enzim stabilitesinin ilk on
dakikada hizlh bir disis gosterdigi, daha sonra ise islem sonuna kadar yaklasik

olarak % 55 degerinde sabit kaldigi saptanmistir.
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Enzim konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisi incelendiginde; enzim
konsantrasyonu artirildiginda, hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayisi ile hidroliz
derecesi ve protein ¢ozunirlik derecesi degerlerinin arttigl, ancak % 0.30
(hacim/hacim) enzim miktarinin Gzerindeki enzim degerleri icin, hidroliz ve
protein ¢ozunurlik derecesi degerlerindeki artisin belirgin sekilde yavasladigi
gorulmistir. % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktarinin Gzerindeki degerler igin
reaksiyonun daha vyavas ilerlemesi, substratin enzim ile doyunurluga
ulasmasindan dolayl hidroliz reaksiyonunun diger faktorlerden cok substrat

konsantrasyonu tarafindan limitlenmis olabilecegini gostermektedir.

Kullanilan enzim miktarinin enzim stabilitesi Gzerindeki etkisi incelendiginde;
¢alisilan tim enzim miktarlari icin, enzim stabilitesinin ilk on dakikada hizli bir
dislis gosterdigi daha sonra ise islem sonuna kadar sabit kaldigi, ancak enzim
miktari artik¢a enzim aktivitesinin sabitlendigi degerlerde de belirgin bir artis
oldugu saptanmistir. Farkli enzim miktarlar ile gergeklestirilen deneyler
sonucunda, % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktari hidroliz reaksiyonu igin optimum

enzim degeri olarak belirlenmistir.

Hidroliz derecesi ve protein ¢oziinlirlik derecelerinin sicakliga bagh degisimleri
incelendiginde; maksimum hidroliz ve c¢ozinirlik degerlerinin 50°C’de elde
edildigi, dolayisi ile bu sicaklik degerinin susam kispesi proteininin hidroliz
reaksiyonu i¢in optimum deger oldugu saptanmistir. Sicakhgin enzim stabilitesi
Uzerindeki etkisi incelendiginde, 45-55°C sicaklik araliginda, sicaklik artisina bagli
enzim inaktivasyonunun oldukca az oldugu, bu aralikta enzim aktivitesinin yine ilk
on dakika icersinde hizli bir diislis gosterdigi daha sonra ise islem sonuna kadar
stabil kaldigl, 55°C'den sonra enzim inaktivasyon hizinin oldukg¢a arttigi ve

65°C'de enzimin 40 dakika icerisinde tamamen inaktive oldugu belirlenmistir.

Hidroliz derecesi ve protein ¢ozlinlrlik derecelerinin pH’a bagh degisimleri
incelendiginde; hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayisi ile hidroliz ve ¢oziintrlik
derecesi degerlerinin pH 8.5 degerine kadar artis gosterdigi, pH 9 degeri icin elde
edilen sonuglarin ise hemen hemen pH 8.5 degeri icin elde edilen sonuglarla ayni

oldugu bulunmustur.
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pH’In enzim stabilitesi Gzerindeki etkisi incelendiginde; pH 6.5-8.5 araliginda, pH
artisina bagh enzim inaktivasyonunun olduk¢a az oldugu, enzim inaktivasyon
hizinin pH 7.5 degerinden sonra arttigi belirlenmistir. Maksimum hidroliz ve
¢ozunirluk derecesi pH 8.5 degerinde elde edildiginden, reaksiyon igin uygun pH

degeri 8.5 olarak segilmistir.

Substrat olarak susam kispesi yerine susam kullaniminin hidroliz derecesine ve
¢Ozlinen protein miktarina etkisi incelendiginde; hidroliz derecesi, ¢ozlinirlik
derecesi ve enzim aktivite degerleri, susam kispesi deneylerinden elde edilen
degerler ile karsilastirildiginda, susam tohumunun yag iceriginden dolayi daha az

bulunmustur.

Hidroliz islemi sonunda meydana gelen drilinlerin (hidrolizatlarin), hidroliz
reaksiyonuna etkisi incelendiginde; ortamda bulunan hidrolizat miktar
arttiginda; hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayisi ile hidroliz ve ¢ozlinarlik
derecesi degerlerinin azaldigi saptanmistir. Bu azalma, hidroliz Griinlerinin enzimi
inhibe etmesi veya ortamin viskozitesini artirarak kitle transferini engellemesi ile
aciklanabilir.  Hidrolizat miktarinin  enzim  stabilitesi  (zerindeki etkisi
incelendiginde, hidrolizat miktarindaki artis ile enzim stabilitesinde artis meydana

geldigi gbzlemlenmistir.

Kademeli enzim ilavesinin hidroliz reaksiyonuna etkisi incelendiginde; toplam
enzim miktari sabit tutuldugundan, kademe sayisi arttik¢a, baslangictaki enzim
miktari disik oldugu igin reaksiyonun baslangi¢c hizinda bir azalma meydana
geldigi, ancak ara kademelerde ilave edilen enzim ile 120 dakikalik islem siiresi
sonunda hidroliz ve ¢ozlnirlik degerlerinin esitlendigi, dolayisi ile, kademeli
enzim ilavesinin hidroliz ve ¢ozlnUrlik verimine herhangi bir katkisi olmadigi
saptanmistir. Kademeli enzim ilavesinin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde
ise, kademeli enzim ilavesi ile enzim stabilitesinin arttirilabilecegi saptanmustir.
Gergeklestirilen deneyler sonucunda; enzim stabilitesinin, enzim ilavesinin iki
kademede gerceklestirilmesi ile % 8, dort kademede gerceklestiriimesi ile % 19

oraninda arttig1 bulunmustur.
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10.

11.

12.

13.

14.

Susam kispesine uygulanan sil 6n islemin hidroliz reaksiyonuna etkisi
incelendiginde; hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmis protein miktarinin 6n
islem uygulanmasi sonucu yukseldigi ancak isil 6n islemin hidroliz ve ¢ozlintrlik
verimine bir katkisi olmadigi bulunmustur. On islemin enzim stabilitesine etkisi
incelendiginde, on islem sonrasi ilk 60 dakikalik siirede, enzim aktivite

degerlerinde az da olsa bir diisiis meydana geldigi saptanmistir.

Susam kiispesine uygulanan mikrodalga 6n isleminin hidroliz reaksiyonuna etkisi
incelendiginde; hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmus protein miktarinin 6n
islem uygulanmasi sonucu yiikseldigi ancak 6n islemin hidroliz ve ¢6ziintrlik
verimini artirici bir etkisi olmadigi gérilmistir. On islemin enzim stabilitesine
etkisi incelendiginde, kontrol deneyi ile karsilastirildiginda aktivite degerlerinde

az da olsa bir diisiis meydana geldigi gériilmektedir.

Susam kispesine uygulanan sonikasyon 6n isleminin hidroliz reaksiyonuna etkisi
incelendiginde; hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmus protein miktarinin 6n
islem uygulanmasi sonucu ylkseldigi, sonikasyon 6n isleminin hidroliz verimine
ve hizina bir katkisi olmadigl, ancak ©6n islem uygulandiginda protein
¢6zinlrliginin daha hizli gerceklestigi belirlenmistir. On islemin enzim
stabilitesine etkisi incelendiginde, sonikasyonun enzim stabilitesini etkilemedigi

gorilmustir.

Sonikasyon parametrelerinin, akustik glic ve frekans araliginin, hidroliz
reaksiyonu Uzerindeki etkileri incelendiginde; akustik gliciin susam kulspesi
proteininin hidrolizi i¢in reaksiyon hizini artirici bir etkisinin olmadigi, frekans
degerinin arttirilmasi ile reaksiyon hizinda ¢ok azda olsa bir artis meydana geldigi
ancak bu artisin verimi fazla etkilemedigi belirlenmistir. Sonikasyon
parametrelerinin enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri incelendiginde, Alcalase
enziminin stabilitesinin sonikasyon uygulamasi sonucunda degismedigi (artmadigi

ya da azalmadigi) belirlenmistir.

Gergeklestirilen matematiksel modelleme calismalari ile, Bolim 8.3’de susam

kiispesi proteininin hidroliz ve ¢6zunirligl icin zamana karsi elde edilen tim
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15.

deneysel veriler analiz edilmis; ve hidroliz ile ¢ozlinlrlik kinetiginin asagida

verilen eksponansiyel denklem (Esitlik 8.5) ile ifade edilebilecegi bulunmustur.

dX
e a.exp(—b.X) (8.5)

Esitlikte; X terimi hidroliz donlisimini veya ¢ozinirlik oranini ifade etmektedir.
a ve b degerleri farkli deneyler icin farkh degerlere sahip denklem sabitleridir. b
katsayisinin, baslangic substrat ve baslangic enzim konsantrasyonu ile
degismedigi, diger bir deyisle bu parametrelerden bagimsiz oldugu saptanmis ve
bu deger hidroliz igin 22.29, ¢6zlinlrlik igin 4.52 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu sonu¢ daha once literatirde verilmis olan c¢alismalarla da
desteklenmektedir (Moreno ve Cuadrado, 1993; Gonzalez-Tello vd., 1994;
Marquez ve Vazquez, 1999; Apar and Ozbek, 2008). Diger bir yandan, baslangig
substrat ve baslangic enzim konsantrasyonu deneylerine ait veriler igin
hesaplanan a degerlerinin; baslangic substrat konsantrasyonunun artmasi ile
azaldig1 (ters orantili), baslangic enzim konsantrasyonunun artmasi ile artis
gosterdigi (dogru orantili) saptanmistir. Sicaklik ve pH deneyleri sonucunda elde
edilen veriler i¢in hesaplanan a ve b katsayilarinin ise herbir sicaklik ve pH degeri

icin farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Bolim 8.3’de elde edilen veriler igin; hidroliz derecesi ve ¢ozlinirlik arasindaki
iliski ayrica incelenmis ve gergeklestirilen tim deneyler igin asagida verilen genel

bagintinin (Esitlik 8.6) kullanilabilecegi bulunmustur;

X, =0.3048.X,,. +0.0107 (8.6)

Literatirde hidroliz derecesi ve c¢ozundirlik arasindaki lineer iliski; bezelye
proteinin Trypsin ile hidrolizi icin Soral-Smietana vd. (1998) tarafindan, bugday

ununun proteaz ile modifikasyonu icin Bombara vd. (1997) tarafindan, misir

158



16.

17.

18.

gluteninin Alcalase ile hidrolizi icin Apar ve Ozbek (2008) tarafindan da
bildirilmistir.

Enzim inaktivasyon kinetigini belirleyebilmek amaci ile B6lim 8.3’te zamana
karsilik elde edilen enzim aktivite verileri analiz edilmis; substrat, enzim baslangi¢
konsantrasyonu ve pH deneylerinin timia ile, 45-55°C sicaklik araliginda
gerceklestirilen deneyler icin elde edilen enzim inaktivasyon verilerinin Sadana ve
Henley (1987) tarafindan verilen birinci mertebe olmayan tek adim unimolekiler

enzim inaktivasyon modeline (Esitlik 8.7) uydugu belirlenmistir.

A = (100 - y)exp(-kp.t) +y (8.7)

Diger yandan, 55°C sicaklik degerinin lzerinde gercgeklestirilen deneyler igin
yapilan modelleme c¢alismalari sonucunda elde edilen verilerin ikinci mertebe
inaktivasyon kinetigine (Esitlik 8.8) uydugu belirlenmistir. inaktivasyon
kinetigindeki bu kayma, belirli bir sicaklik degerinin lzerine gikildiginda protein
yapisida meydana gelen deformasyonlar sonucunda enzimin stabilitesini
koruyamamasi, dolayisi ile inaktivasyon hizinda meydana gelen artis ile

aciklanabilir.

1/A = 1/A, + k.t (8.8)

Alcalase enzimi icin inaktivasyon enerjisi 45-55°C sicaklik arahgi igin, 25.54 kJ/mol
olarak hesaplanmistir. Farkh substratlar kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalarda,
Alcalase enzimi icin inaktivasyon enerjisi; Marquez ve Vazquez (1999) tarafindan
25.35 klJ/mol, Adler-Nissen (1986) tarafindan 270.0 kJ/mol olarak rapor

edilmistir.

Susam kispesi proteininin Alcalase enzimi ile hidroliz kinetiginin Michaelis-
Menten kinetigine uygunlugunu incelemek amaciyla, gerceklestirilen hidroliz

reaksiyonlari icin baslangi¢c hizlari hidroliz degeri (meqv/L) verileri kullanilarak
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19.

20.

21.

22.

hesaplanmistir. Hidroliz degeri verileri kullanildiginda kinetik parametreler;

Km=41.17 g/L, Vimax= 9.24 meqv/L.dak olarak hesaplanmistir.

Michaelis-Menten kinetik parametrelerinin sicaklik ile degisimi incelendiginde;
Vmax degerlerinin sicaklikla arttigi, K, degerlerinin ise sicaklikla azaldig (enzim-
substrat baglanma egiliminin arttigi), dolayisi ile katalitik verimin sicaklikla arttigi

saptanmistir.

Kinetik parametrelerin pH ile degisimi incelendiginde; hem V.. hem de K,
degerlerinin pH ile arttigl, Vnax degerlerindeki artis orani K, degerlerindeki artis
oranindan daha yiiksek oldugu icin katalitik verim degerlerinin de (Vma/Km) pH ile

artis gosterdigi belirlenmistir.

Susam kispesi proteininin hidroliz reaksiyonunda Alcalase enzimi igin Uriin
inhibisyon  tlrdnin belirlenebilmesi amaciyla gerceklestirilen deneyler
sonucunda, inhibisyon tirinin unkompetitiv oldugu belirlenmis ve inhibisyon
sabiti baz sarfiyati verileri kullanildiginda Ki= % 38.24 (hidrolizat hacmi/reaksiyon

¢Ozeltisi hacmi) olarak hesaplanmistir.

Susam kiispesi proteininin hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla, gerceklestirilen deneyler sonucunda, su tutma kapasitesinin hidroliz
derecesinin artisi ile arttigi goriilmektedir. Susam kiispesi protein hidrolizatlan
dogal proteinden daha yiksek su tutma kapasitesine sahiptir. Su tutma
kapasitesinde artan hidroliz derecesi ile gézlemlenen artis, enzimatik hidroliz

esnasinda —COOH ve —NH, gibi polar gruplarin sayisinin artisina bagli olabilir.

Susam kispesi protein hidrolizatlari icin dogal proteinden daha ylksek yag tutma
kapasitesine sahip oldugu gozlemlenmistir. Enzimatik hidroliz hidrofobik yilizeyi
ve protein molekilinin esnekligini arttirdigindan dolayi proteinlerin yag tutma

kapasitesini gelistirebilmektedir.

Susam kispesi hidrolizatlarinin, susam kiispesi proteininden daha yiksek képuk
kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Enzimatik hidroliz koplk kapasitesini

gelistirmesine ragmen koplik stabilitesinde azalmaya yol agmistir.
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Emilsiyon kapasitesi agisindan hidrolizatlarin protein daha iyi bir emilgator
oldugu gorulmektedir. Bu durum, gidalarda hem su hem de yag ile etkilesebilen

yukli amino asitlerin varligindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak;

° Hidroliz isleminin verimi, kullanilan enzim ve substrat miktarina, proses sartlarina
bagh olarak degismektedir. Gerceklestirilen deneysel calismalar sonucunda,
susam kuspesi proteininin Alcalase enzimi ile hidrolizi sonucu, % hidroliz derecesi
ve ¢Oziinen protein miktarini maksimize edebilmek i¢cin optimum proses sartlari

belirlenmistir.

° Belirlenen optimum reaksiyon sartlarinda; 15 g protein/L substrat
konsantrasyonu, % 0.30 (hacim/hacim) enzim miktari, 50°C sicaklik, pH 8.5, 120
dakika slreyle gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda; % 26.3 hidroliz
derecesi ve % 82.1 protein ¢ozunurlugl elde edilmis ve enzimin aktivitesini % 56

oraninda kaybettigi saptanmistir.

° Proses paremetrelerinin optimizasyonunun yanisira, elde edilen deneysel
verilerin modellenmesi sonucunda; hidroliz, protein ¢ozUnlrligl ve enzim
inaktivasyon kinetiklerinin incelenmesi ile, ayrica reaksiyonun Michaelis-Menten
kinetigine dayali olarak karakterize edilmesi ile, susam kiispesi proteini hidroliz

kinetigi icin teorik ve bilimsel agidan literatiire katkida bulunulmustur.

° Enzimatik hidroliz sonucunda susam kiispesi protein hidrolizatlarinin fonksiyonel
ozellikleri iyilestirilmistir. Gida sanayi atigi olan susam kilspesinin enzimatik
hidrolizi sonucunda olusan Susam kiispesi protein hidrolizatlarinin sahip oldugu
fonksiyonel karakteristikleri, bu hidrolizatlarin endustriyel gida uygulamalarinda

dogal katki olarak kullanimina olanak saglamaktadir.

° Sonuc olarak, protein hidrolizatlarinin eldesi icin susam yerine gida atigl olan
susam kispesinin, daha iyi fonksiyonel 0Ozelliklere sahip olmasindan dolayi

kullamini tercih edilmelidir.
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Bundan sonraki ¢alismalarda, protein hidrolizi ile ilgili proses veriminin arttirilabilmesi

ve enzim stabilitesinin mimkin oldugu kadar korunabilmesi igin,
e Farkli kaynakl proteaz enzimleri,
e immobilize edilmis proteaz enzimleri,
e Enzim stabilitesini saglayan diger katki maddeleri,
e Farkl reaktor tipleri (membran reaktorler veya kombine reaktor sistemleri),
e Substrat olarak protein iceren farkl gida atiklari vb.

incelenebilir.
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