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OZET

TAGUCHI TASARIMI KULLANILARAK BUGDAY RUSEYMIi
PROTEIN HIDROLIZATLARININ URETILMESI VE
KARAKTERIZE EDILMESI

Aysenur ORAKCI
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez Danismani: Prof. Dr. ibrahim GULSEREN
Eyliil, 2025- 163 Sayfa

Bu ¢alismada bugday ruseymi 20 kHz (200 W) ve 26 kHz (400 W) frekanslarinda
calisan 2 farkli ultrasonik sistem ile muamele edilmistir. Bunu takiben seliilaz enzimi
ile numunelerdeki karbonhidratlarin nispeten pargalanmasi saglanmistir. Bir sonraki
asamada sirasiyla Alkalaz ve Flavourzyme ile proteoliz gergeklestirilmistir.
Enzimatik muamelelerin sonrasinda, karisim filtre kagidiyla siiziiliip, santrifiij
yapilmistir. Son asamada ultrafiltrasyon (50 kDa kaset) ile fraksiyonlama yapilarak
rugseym protein hidrolizatlar1 fraksiyonlanmistir. Ruseym protein hidrolizatlar1 L25
Taguchi tasarimma gére hazirlanip toplam fenolik madde igerigi (TFI), hidroliz
derecesinin (%DH) belirlenmesi ve DPPH siiplirme aktivitesi analizleri UV-
Spektrofotometre cihazinda yapilmis, birincil degerlendirme kriteri olan serbest
amino asit i¢erigi ise uygun yontemler ile dl¢iilmiistiir. L25 Taguchi tasarimina gore
hazirlanan 25 farkli ruseym protein hidrolizatina uygulanan analizler sonucunda TFI,
%DH, DPPH siipiirme aktivitesi ve serbest amino asit icerigi sirasiyla 207,1 mg
GAE.100 g, %22.1, 39.3 mg TE.100 g ve %1,36 olarak maksimum degerlere
ulasmustir. Istatistiksel analizler sonucunda, serbest amino asit degeri temel aliarak
optimize ruseym protein hidrolizatlar1 hazirlanmis ve etiivde (45°C) 9,8 kat kiitlesel
konsantrasyona ulasacak sekilde numuneler konsantre edilmistir. Optimize ruseym
protein hidrolizatlarina ve konsantresine uygulanan analizler sonucunda elde edilen

veriler incelenmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlarina uygulanan analizlerde
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numunelerin kil igerigi %0,5, Briks degeri %7,7, protein igerigi %1,8, organik
karbon igerigi %4,2, %DH degeri 17,5, TFI degeri 226,8 mg GAE.100 g"!, DPPH
siipiirme aktivitesi degeri 28,6 mg TE.100 g ve serbest amino asit icerigi %1,2
seklindedir. Konsantre ruseym protein hidrolizatlarina da ayn1 analizler uygulanmis
ve elde edilen bulgular kiil %5,1 Briks %74, protein %23,4, organik karbon %29,7,
%DH 18,8, TF12291,8 mg GAE.100 g"!', DPPH siipiirme aktivitesi 340,8 mg TE.100
g ve serbest amino asit igerigi %9,8 seklinde bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen
ruseym protein hidrolizatlarinin analiz sonuglari, literatiirde yer alan ruseym ve
protein  hidrolizatlarina iliskin ¢alismalarin  bulgulariyla karsilagtirilmistir.
Literatiirde yer alan protein hidrolizatlarinin uygulamalar1 incelenmis olup, bu
calisgmada elde edilen bulgularin, ruseym  protein  hidrolizatlarinin
degerlendirilmesine  yonelik  gelecekteki arastirmalara katki  saglayacagi

ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bugday ruseymi, protein, hidrolizatlar, ultrasonik muamele,

serbest amino asit



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF WHEAT
GERM PROTEIN HYDROLYSATES USING TAGUCHI
DESIGN
Aysenur ORAKCI
Master, Food Engineering
Thesis Advisor: Prof. Ibrahim GULSEREN
September, 2025- 163 Pages

In this study, wheat germ was treated with two different ultrasonic systems operating
at 20 kHz (200 W) and 26 kHz (400 W). Following this, the carbohydrates in the
samples were relatively degraded with cellulase enzyme. In the next step, proteolysis
was performed with Alcalase and Flavourzyme, respectively. After the enzymatic
treatments, the mixture was filtered through filter paper and centrifuged. In the final
step, germ protein hydrolysates were fractionated by ultrafiltration (50 kDa cassette).
Germ protein hydrolysates were prepared according to the L25 Taguchi design, and
total phenolic content (TFI), degree of hydrolysis (%DH), and DPPH scavenging
activity analyses were performed using a UV-spectrophotometer. The primary
evaluation criterion, free amino acid content, was measured using appropriate
methods. As aresult of the analyses applied to 25 different germ protein hydrolysates
prepared according to the L25 Taguchi design, TFI, %DH, DPPH scavenging
activity, and free amino acid content reached maximum values 0f 207,1 mg GAE.100
gl 22.1%, 39,3 mg TE.100 g!, and 1,36%, respectively. As a result of statistical
analyses, optimized germ protein hydrolysates were prepared based on the free amino
acid value and the samples were concentrated in the oven (45°C) to reach a 9,8-fold
mass concentration. The data obtained from the analyses applied to the optimized
germ protein hydrolysates and concentrate were examined. In the analyzes applied
to optimized germ protein hydrolyzates, the ash content of the samples was 0,5%,
Brix value was 7,7%, protein content was 1,8%, organic carbon content was 4,2%,

%DH value was 17,5, TFI value was 226,8 mg GAE.100 g'!, DPPH scavenging
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activity value was 28,6 mg TE.100 g and free amino acid content was 1,2%. The
same analyzes were applied to concentrated germ protein hydrolyzates and the results
were found to be ash 5,1%, Brix 74%, protein 23,4%, organic carbon 29,7%, %DH
18,8, TFI 2291,8 mg GAE.100 g'!, DPPH scavenging activity value was 340,8 mg
TE.100 g and free amino acid content was 9.8%. The analysis results of the germ
protein hydrolysates obtained in this study were compared with the findings of
studies on germ and protein hydrolysates in the literature. The applications of protein
hydrolysates in the literature were examined, and it is anticipated that the findings
obtained in this study will contribute to future research on the evaluation of germ

protein hydrolysates.

Keywords: Wheat germ, protein, hydrolysates, ultrasonic treatment, free amino
acid
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BIiRINCIi BOLUM
GIRIiS

Gliniimiizde artan global niifus besin yetersizligi sorununu da beraberinde getirmistir.
Buna ek olarak kentlesmeyle birlikte tarim arazilerinin azalmasi da besin yetersizligini
arttiracak faktorler arasinda yer almaktadir. Bu durumlar goz oniine alindiginda
kaynaklarin daha dikkatli kullanimi, siirdiiriilebilir bir sistem i¢in atik veya yan
tiriinlerin degerlendirilmesi kritik 6nem tagimaktadir. Bu duruma 6rnek olarak, diinya
genelinde temel bir tahil olan bugdayin islenmesi sirasinda kepek ve ruseym kismi
uzaklastirilarak yalnizca endosperm kisminin tiikketilmesi verilebilmektedir. Bugday
unu tiretiminde, ruseymde bulunan yiiksek miktarda doymamis yaglar, oksijen ile
reaksiyona girerek oksidatif reaksiyon iiriinlerinin olusumuna neden olmaktadir. Unda
olusan oksidatif reaksiyon {tiriinleri, unun kullanildig: iiriinlerde aci tat vb. duyusal
olarak istenmeyen sorunlara yol agmaktadir. Boylelikle bugday isleme endiistrilerinde,
bugday tanesinden ruseym kismi aynistirilarak s6z konusu risk ortadan

kaldirilmaktadir (Eisenmenger vd., 2006).

FAO verilerine gore 2022 yilinda diinya genelinde yaklasik olarak 808 milyon ton
bugday iiretilmistir. Bugday unu iiretim tesislerinde, 1000 kg bugday isleme sonrasi
yaklasik olarak 20 kg kadar ruseym elde edilmektedir (Mizrak, 2021). S6z konusu
tiretim hacmi dikkate alindiginda diinyada yillik yaklasik olarak 16 milyon ton ruseym
elde edilmektedir. Elde edilen ruseym siklikla hayvan yemi olarak kullanilmaktadir
(Ge vd., 2000). Bugday ruseyminin besin kompozisyonu incelendiginde magnezyum,
¢inko vb. minerallerce zengin bilesimi (toplam kiil %4,6) ve yiiksek lif icerigi (%16)
ruseymin zengin besin bilesiminin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Buna ek
olarak bugday ruseyminin nispeten yiiksek protein igerigine (%29,6) sahip oldugu
bilinmektedir (Tirkomp, 2025). Ruseymin icerdigi s6z konusu degerli bilesenler,
rugeymin hayvan yemi disinda kullanim potansiyeli olabilecegini gdstermektedir.
Ornegin ruseym, ilag ve kozmetik endiistrisinde (Barnes, 1983) uygulama alani
bulmustur. Bunun yani sira ruseymden proteoliz yoluyla ruseym protein hidrolizatlari
elde edilerek ekonomik degeri arttirilmig iirlinler olusturulabilmektedir (Claver ve

Zhou, 2005; Zhou vd., 2013a).



Protein hidrolizatlarinin sahip oldugu teknik ve fonksiyonel 6zellikler, onun cesitli
endistriyel uygulamalarda kullanim alanina sahip olmasina olanak saglamaktadir. Bu
sektorlere oOrnek olarak tarim, gida, tibbi beslenme, hayvan beslenmesi
verilebilmektedir. Aynm1 zamanda protein hidrolizatlarinda bulunan serbest amino
asidin, tiiri ve konsantrasyonu, sdz konusu protein hidrolizatlarinin gida, tarim,
hayvan beslenmesi vb. {irlinlerindeki potansiyel kullanim alanlarimi belirleyici bir
faktor olarak one c¢ikmaktadir. Literatiirde protein hidrolizatlarinin igerdigi serbest
amino asitlerin bitki bliylimesinde ve bitkinin dis etkenlere karsi korunmasinda gorev
aldig1 bildirilmis (Sharma ve Dietz, 2006) ve bu amag¢ dogrultusunda bitkilerde
kullanimina iligkin ¢alismalar yer almaktadir (Mpai vd., 2022; Ugolini vd., 2015).
Buna ek olarak hayvan beslenmesinde, serbest amino asit icerigine sahip protein
hidrolizatlarinin ilave edildigi ticari kedi ve kopek mamalar1 endiistriyel olarak
tiretilmektedir. Ayrica, bu hayvan mamalarina serbest amino asit igerigine sahip
protein hidrolizatlarinin ilavesinin, tirlinlerin lezzet ve besin degerini arttirdigi ve bu
mamalart tiiketen hayvanlarda viicut kiitle artis1 gibi olumlu gelismelerin

gbzlemlendigi rapor edilmistir (Cave, 2006; Blaza vd., 1982).

Yiiriitiilen arastirmalarda protein hidrolizatlarinin eldesinde ultrasonik muamelenin,
proteinlerin enzimatik hidrolizinde olumlu etki gosterdigi raporlanmistir (Claver ve
Zhou, 2005). Bu sebeple mevcut projede enzimatik hidroliz Oncesi, ruseym
orneklerine ultrasonik muamele uygulanmistir. Bu arastirmada hidroliz oncesi,
ultrasonik muamele 1 (US 1, 26 kHz, 200 W) ve ultrasonik muamele 2 (US 2, 20 kHz,

400 W) olmak iizere yiiksek yogunluklu 2 farkli ultrasonik muamele kullanilmistir.

Mevcut calismada ruseym protein hidrolizatlarinin eldesi ve karakterizasyonu
incelenmistir. Bu kapsamda endiistriyel olarak tiretilmis bugday ruseymi US 1 ve US
2 iglemlerine tabi tutulmustur. Daha sonra seliilaz enzimi ile seliilozlar1 par¢alanmistir.
Ardindan Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri kullanilarak, protein hidrolizatlar:
tretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada L25 Taguchi tasarimina gore {iretilen
ruseym protein hidrolizatlarinin basta serbest amino asit icerigi (%) olmak iizere
DPPH siipiirme aktivitesi, hidroliz derecesinin belirlenmesi ve toplam fenolik madde
igerigi analizleri yapilmistir. Serbest amino asit igerigi (%) birincil kriter secilerek elde
edilen veriler ile istatistiksel analiz yapilmistir. Istatistiksel analize gore ruseym
protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda kullanilan faktorlerin seviyeleri optimize

edilerek, elde edilen bulgulara gdre optimize ruseym protein hidrolizatlar:
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hazirlanmistir. Bir sonraki agsamada optimize rugseym protein hidrolizatlar1 konsantre
edilmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlar1 ve konsantresine DPPH siipiirme
aktivitesi, hidroliz derecesinin belirlenmesi, toplam fenolik madde igerigi, serbest
amino asit i¢erigi, seker, organik karbon, protein, Briks, kiil analizleri yapilmistir. Elde

edilen analiz bulgular literatiirdeki veriler ile kiyaslanmustir.



IKINCi BOLUM
LITERATUR BILGISI

2.1. Proteinler

Protein Yunanca “protos” yani “birinci derece Onem” anlamina gelen kelimeden
tiiretilmistir (Cozzone, 2002). Viicutta pek cok yapisal ve islevsel olarak gorev alan

makro besin maddesi, protein olarak adlandirilmaktadir (Loveday, 2019).

Bitkiler, karbondioksit, su, nitratlar, kiikiirtlii ve fosforlu organik bilesikleri hava ve
topraktan alarak koklerde veya fotosentez ve 1sik etkisiyle yapraklarda protein
sentezlemektedir. Ayn1 zamanda proteinler her canli i¢in kendine 6zgili yapisal
ozellikler gostermektedir. Proteinler bitki, hayvan ve biitin canli hiicrelerinde
bulunmaktadir. Proteinler biyolojik siireclerin neredeyse tamaminda gorev alir ve bu
siirecleri hizlandiran, katalizor gorevi goéren enzimler de protein yapisindadir

(Demirci, 2016; Cozzone, 2002).

Proteinlerin yap1 tas1 amino asitlerdir. Amino asitler, ortadaki karbon atomuna
karboksil grubu, amin grubu, H atomu ve amino asidin spesifik 6zelligini belirleyecek
“R Grubu” baglanmas1 sonucu olugsmaktadir. Yan zincir ya da radikal grup olarak da
adlandirilan R grubu, farkli amino asitlerde farkli boyut, yiik, sekil ve kimyasal
bilesime sahiptir. Yan zincirin hidrofobik ya da hidrofilik olusu proteinin
fizikokimyasal davranisinda ve li¢ boyutlu formda katlanmasinda 6nemli bir etkendir.
Dogada yayginlikla bulunan, proteinojenik olarak isimlendirilen 20 farkli amino asit
cesidi bulunmaktadir (Cozzone, 2002). Proteinojenik amino asitler disinda
selenosistein, hidroksilizin, ornitin gibi 800 dogal amino asit ¢esidi oldugu
bildirilmistir (Xue vd., 2018; Honig vd., 2017). Tablo 2.1’de proteinojenik amino
asitlerin isimleri, kisaltmalari, molekiiler agirligi ve pl degerleri verilmistir. Amino
asitlerin isimleri 3 harfli ve tek harfli kisaltma yapilarak kullanilabilir. Amino aside
baglanan “R Grubu” degistikce amino asidin molekiiler agirligi da degismektedir.

Amino asitlerin pl degerleri birbirlerinden farklidir.

H

R—|C—COOH

NH>



Amino asitte var olan “COOH?”, grubu molekiile asidik 6zellik, “NH>’” grubu ise bazik
Ozellik kazandirmaktadir. Yapisinda hem asidik hem de bazik grup bulundurmasi
nedeniyle amino asitler amfoter 6zelliktedir. Bundan dolay1 proteinler de amfoter
ozellik gostermektedir. Proteinlerin negatif ve pozitif yiikleri esit miktarda
bulundurmas: durumunda, proteinler ndtrlenir. Proteinlerin ndtr pH degerine
“izoelektrik nokta” (pI) denmektedir (Damodaran, 2000). Bir bagka deyisle izoelektrik
nokta, net elektrik yiikii tasimayan molekiil ya da ylizeyin sahip oldugu pH degeridir.
Proteinin izoelektrik noktas1 bulunurken molekiiliin iyonize olabilen gruplarinin pKa
(Asit Ayristirma Sabiti) degerlerinin toplaminin 2’ye boliinmesi sonucu elde

edilmektedir (Cleaves, 2023).

Amino asitler birbirlerine peptit baglariyla baglanarak farkli proteinleri
olusturmaktadir (Cozzone, 2002). Proteinler cesitli say1 ve farkli sirayla amino
asitlerin dizilip birlesmesiyle olusan biyopolimerlerdir. Proteinler uzun zincirli ve
amfoter 6zellikte olup makromolekiil yapidadir. Proteinlerin igerdigi atom ve atom
gruplarmin {i¢ boyutlu yapida konumlanmasina gore olusan sekil, proteinin
konformasyonu olarak adlandirilmaktadir. Proteinlerde primer (birincil), sekonder
(ikincil), tersiyer (ligiinciil) ve kuarterner (dordiinciil) olmak tizere 4 farkli, 3 boyutlu

yap1 bulunmaktadir (Demirci, 2016).



Tablo 2.1: Amino asitlerin isim, kisaltma, molekiiler agirlik ve pI degerlerinin tablosu

Amino Asit Kisaltma Molekiiler Agirhig: (Da) pl
Alanin Ala, A 89,1 6,00
Arginin Arg, R 174,2 10,76
Asparagin Asn, N 132,1 5,41
Aspartik asit Asp, D 133,1 2,77
Sistein Cys, C 121,1 5,02
Glutamin Gln, Q 146,1 3,24
Glutamik asit Glu, E 147,1 5,65
Glisin Gly, G 75,1 5,97
Histidin His, H 155.,2 7,59
Izolésin Ile, 1 131,2 6,02
Losin Leu, L 131,2 5,98
Lisin Lys, K 146,2 9,82
Metionin Met, M 149,2 5,74
Fenilalanin Phe, F 165.,2 5,48
Prolin Pro, P 115.1 6,30
Serin Ser, S 105,1 5,68
Treonin Thr, T 119,1 5,64
Triptofan Trp, W 204,2 5,89
Tirozin Tyr, Y 181,2 5,66
Valin Val, V 117,1 5,96

Kaynak: Fennema, (2008).

Proteinler kiitlece agirlik bazinda %50-55 karbon, %20-23 oksijen, %12-19 azot, %6-
7 hidrojen ve %0,2-3 kiikiirt elementlerinden olugmaktadir (Damodaran, 2000).
Karbonhidrat ve yaglar ile kiyaslandiginda proteinlerde azot elementi daha fazla
miktarda bulunmaktadir. Azot elementi, canlilar i¢in temel bir elementtir ve niikleik

asitlerin biyosentezi gibi 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Kuypers vd., 2018).

2.1.1. Proteinlerin Yapisal ve Tekno-Fonksiyonel Ozellikleri

Ortamin pH degerine ve iyonik yogunluguna bagli olarak proteinlerin yapisinda
anyonik ve katyonik yiikler bulunmaktadir. Buna ek olarak proteinlerde bulunan
hidrofobik gruplar, proteinlerin yiizey aktif 6zellik géstermesini saglamaktadir (Nifio
ve Patino, 1998). Yiizey aktif maddeler molekiil yapisinda hidrofilik ve hidrofobik
gruplara sahip bilesikler olarak isimlendirilmektedir. Yiizey aktif maddeler sahip
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olduklar1 zit kuvvetler sonucu bulunduklar1 ortamdaki polar ve apolar gruplar ile
eszamanli olarak etkilesebilmektedir (Karsa ve Houston, 2006). Bu sayede proteinler
emiilsiyonlarda dogal emiilgator olarak kullanilmaktadir (Hoffmann ve Reger, 2014).
Proteinler o/w (oil in water) emiilsiyonlarda yag damlaciklarina adsorbe olarak yiizey
gerilimini  disiirir ve homojenizasyonda yag damlaciklarinin daha kolay
pargalanmasini saglar. Proteinler homojenizasyonda parg¢alanmis olan damlaciklarin
tekrar birlesmesine engel olacak bicimde yiizeyleri kaplayarak belirli bir kalinlik
saglamaktadir. Bdylelikle olusan damlaciklar arasinda elektrostatik itme
saglanmaktadir. Proteinler, yag damlaciklarinin etrafini sardigi i¢in onlarin tekrar
birlesmelerine engel olmaktadir (Walstra, 2002). Emiilgator olarak gdrev yapan
proteinler elektrostatik itmenin korunumunu ve homojenizasyonun daha uzun siire
kararli kalmasini saglamaktadir. Diger emiilgatorler bipolar yapidayken proteinler cok

kutuplu bir yapiya sahiptir (Hoffmann ve Reger, 2014).

Proteinler hidrofobik 6zellikleri ve hava-su ara ylizeyinde hizli adsorpsiyona olanak
tantyan potansiyel konformasyonel yeniden diizenlemeleri sayesinde iyi kopiirme
niteligine sahiptir. Proteinler gidalarda kopiik olusumuna ve kararliligina katkida
bulunmaktadir (Dickinson, 1992; Wilde ve Clark, 1996). Dondurma, kek, ekmek gibi
pek cok gidada kopiik olusumu kritik rol oynamaktadir (Davis vd., 2004). Bu amacla
proteinler gidalarda siklikla kullanilmaktadir. Beze gibi baz1 gidalarda kopiik olusumu,
dondurmadan daha farklidir. Bunun nedeni 1s1l etki ile birlikte bezedeki yumurta
akinin olusturdugu kopiik benzeri form piserek sertlesir ve zamana bagli olarak
degismez. Beze soguma sonrasi bir miktar genlesme ve ¢cokme yasasa da kopiigiin

olusturdugu form nispeten korunmaktadir (Foegeding vd., 2006).

Proteinler siklikla kiiresel yapidadir. Lizozim (Galkin ve Vekilov, 2000) gibi kiiresel
proteinler i¢ kisimda hidrofobik kalintilarin bulundugu, yilizeyde polar ve yiiklii
kalintilara sahip proteinlerdir (McManus vd., 2016). Proteinler globiiler yap1 disinda
fibriller ve sarmal yap1 seklinde de bulunabilir. Fibriller proteinler, uzun protein
yapisina sahiptir ve genellikle demetler halinde birlesirler, fibriller proteine 6rnek
olarak kolajen verilebilir (Jakubowski vd., 2022). Sarmal proteinler, proteinin
yapisindaki amino asitlerin 3 boyutlu sekilde katlanarak olusturdugu heliks yapilardir
(Hartmann vd., 2016). Tropomiyozin proteininde sarmal protein yapisi bulunmaktadir

(Doran vd., 2020). Fibriller ve sarmal yapilar birleserek daha diisiikk protein



konsantrasyonlarinda jel olusturabilme kabiliyetine sahiptir. Fakat bazi globiiler

proteinler de jellesebilmektedir (Gernandt ve Hansson, 2012).

Proteinlerin 3 boyutlu yapist 1s1l denatlirasyon sonucu degismektedir. Proteinin
yapisinda gergeklesen bu degisimler siklikla tek yonlii olup sartlar eski haline
dondiiriildiigiinde dahi eski konformasyonel yapiya dénemez. Ornegin yumurtanin
pisirilmesiyle degisen konformasyonel yap1, yumurtanin sogutulmasiyla eski formunu

kazanamamaktadir (Ospinal-Jimenez ve Pozzo, 2012; Hoffmann ve Reger, 2014).

2.1.2. Proteinlerin izolasyonu

Protein igerigi yiikksek olan gidalarin islenmesiyle elde edilen ve protein
konsantrasyonu yaklasik %90 olan toz iiriinlere protein izolat1 denilmektedir (Garba
ve Kaur, 2014). Protein konsantreleri protein izolatlarina oranla daha diisiik miktarda
protein igerigine (%35-80) sahiptirler (Meganaharshini vd., 2023). Baklagiller gibi
yiiksek protein icerigine sahip gidalardan, protein izolati elde edilerek iirliniin katma
degeri arttirmaktadir (Horax vd., 2004). Proteinin izolasyon yontemi degistikce,
protein izolatinin % protein icerigi de bununla birlikte degismektedir (Pastor-Cavada

vd., 2010).

Protein izolasyonu amaciyla kullanilan yontemlerden en yaygin olarak tercih edilen
yontem Alkali Ekstraksiyon- Izoelektrik Coktiirme (AE-IC) metodudur. Proteinler
izoelektrik pH degerinin (6rnegin alkali kosullar) iizerinde negatif yiik, izoelektrik pH
degerinin altinda pozitif yiik tasirlar. Alkali kosullarda artan yiik yogunlugu protein
molekiillerinin birbirini itmesini, dolayisiyla hidrasyon siirecini ve proteinlerin
¢ozlinmesini kolaylagtirmaktadir. Bunun aksine izoelektrik noktada proteinlerin
negatif ve pozitif ylikleri yaklasik olarak esit durumdadir. Bunun sonucunda yiikler
arasinda itme-¢ekme olusturan elektrostatik etkilesimler ortadan kalkmaktadir. Sonug
olarak protein molekiilleri bir araya gelerek c¢okme egilimindedir. Proteinlerin
izoelektrik noktalar1 birbirinden farklidir. Proteinlerde plI degeri yiiklii amino asitlerin
(glutamat, aspartat, sistein, tirozin, histidin, lizin ve arginin) bilesimine ve dizisindeki
farkliliklara gore degismektedir (Pace vd., 2009). Genellikle proteinlerin izoelektrik
pH degerinin 4,5 oldugu bilinmektedir (Nelson ve Routtenberg, 1985). izoelektrik
noktada proteinlerin ¢oziiniirliigii oldukca azdir. Bunun aksine alkali pH diizeyinde

¢ozlinlirliik maksimuma ulagmaktadir. Bir¢ok proteinin pH 11-12 aras1 degerlerde
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asidik ortama nispeten ¢oziiniirligli daha fazladir. Bu nedenle protein ekstrakti elde

edilirken bu pH degerleri arasinda proteinler ¢oziindiiriilmektedir (Damodaran, 2000).

AE-IC yonteminde hammadde sulu bir faza alinarak, alkali ortamda protein bilesenleri
¢Oziindiiriiliir. Ardindan ¢6ziinmeyen materyallerin uzaklastirilmasi amaciyla santrifiij
islemi uygulanir. Santriflij sonras1 ¢éziinmeyen kati kisim (pelet) atilir. Coziinen sivi
kisim (siipernatant) ise filtre kagidi ile siiziiliir, ardindan izoelektrik pH degerine
getirilerek protein molekiilleri ¢oktiiriiliir. Tekrar santrifiij uygulanir. Bu defa
siipernatant protein dis1 molekiilleri igerirken, pelet proteinlerin toplanmasinda
kullanilmaktadir. Son olarak protein izolat1 eldesi i¢in pelet numunelerine kurutma

islemi uygulanir (Hadnadev vd., 2018).

Protein ekstraksiyonu icin AE-IC yéntemi disinda baska yontemler de mevcuttur.
Ornegin, proteinin dogal halini koruyan miselizasyon yontemi bu yontemler arasinda
yer almaktadir (Murray vd., 1979). Miselizasyon yonteminde notr ve tuzlu bir ortamda
proteinin ekstraksiyonu amaglanmaktadir. Bunun i¢in Oncelikle hammadde tuzlu
suyun icgerisinde birkac¢ saat karistirilir. Ardindan santrifiij ile suda ¢oziinmeyen
protein dis1 materyaller uzaklastirilir. Elde edilen siipernatant filtrelendikten sonra 72
saat diyaliz edilir. Bu sekilde tuz kalintilar1 uzaklastirilir. Elde edilen konsantre
kurutularak protein izolati hazirlanir (Peng vd., 2024). Bu yontem ile iiretilen
proteinlerin miselar (micellar) yapida ve oldukca hidrofobik o6zellikte oldugu

bildirilmistir (Murray vd., 1979; Arntfield vd., 1985).

Proteinin gidadan geri kazanim verimi, AE-IC metodunda miselizasyon ydntemine
gore daha yuksektir. Yiriitiilen bir calismada kenevir tohumu unundan protein
ekstrakti elde etmek i¢in hem AE-IC hem de miselizayon yéntemi kullanilmistir. AE-
IC metodu ile iiretilen protein izolatimin alkali kosullar nedeniyle kismi olarak
denatiirasyona ugradig1 bildirilmistir. Sonug olarak AE- IC yontemi ile iiretilen protein
izolatinin miselizasyon yontemi ile iiretilen protein izolatindan su tutma kapasitesinin

daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Hadnadev vd., 2018).

Protein izolasyonu esnasinda bitkideki fenolik bilesikler pH degisimiyle birlikte
birtakim tepkimelere girerek renk degisimine neden olmaktadir. Fenolik bilesikler
bitkilerde ve bitki kaynakli gidalarda bulunan ikincil metabolitlerdir (Cheynier, 2012).
AE-IC metodunda, alkali ekstraksiyonu esnasinda fenolik bilesikler protein ile

reaksiyona girmektedir. Yagli tohum proteinlerinin sulu ¢ozeltisinde, fenolik bilesikler



enzimatik ve enzimatik olmayan oksidasyona ugrarlar. Dolayisiyla yagli tohumun
fenolik asit profiline gore alkali ekstraksiyon esnasinda fenolikler protein ile
reaksiyona girer ve renk olusturur. Kanola bitkisi i¢in kinon fenolik asidi kahverengi-
sar1 renk verirken, ay cekirdegi bitkisinde klorojenik asit fenolik asidi yesil renk
vermektedir. Ardindan tepkime iiriinleri proteinler ile izoelektrik noktada birlikte
cokerler. Boylelikle elde edilen protein izolat1 yagh tohumda bulunan fenolik asidin
rengini almaktadir ve bu renk yikanip ayristiritlamaz durumdadir (Sosulski, 1979;
Sosulski ve Bakal, 1969; Xu ve Diosady, 2002). AE-IC metodunda proteinle birlikte
fenolik bilesikler de ekstrakta edildigi i¢in miselizasyon yontemi ile elde edilen protein

izolatindan daha koyu renkli oldugu rapor edilmistir (Hadnadev vd., 2018).

2.1.3. Protein Hidrolizatlarinin Hidroliz Yontemleri ve Ozellikleri

Protein  hidrolizatlar1 enzimatik, kimyasal, ¢imlendirme (germination) ve
fermantasyon yontemleri kullanilarak elde edilmektedir. Ayrica bu yontemlerin birini
kullanmak yerine birka¢ yontem kombine edilerek protein hidrolizi yapilabilmektedir.
Bu yontemlerin her birinin olumlu ve olumsuz yonleri bulunmaktadir (Corte vd.,
2014). Kimyasal ve enzimatik yontemlerin yani sira kullanilan mikrodalga (Dong vd.,
2021), yiiksek hidrostatik basing (Iturmendi vd., 2020), ultrasonik muameleler (Yang
vd., 2017a), 1s1l islemler (Wang vd., 2021) gibi fiziksel yontemlerin kullanimi
proteinlerin hidrolizine katki saglamakta ve protein hidrolizatlarinin fonksiyonel

ozelliklerini gelistirmektedir.

Protein hidrolizinde fermantasyon geleneksel olarak kullanilan bir yontemdir.
Ozellikle LAB (laktik asit bakterileri) hidrolizat iiretiminde kullanilarak proteinlerin
oligopeptitlere, serbest amino asitlere ve bazi biyoaktif peptitlere doniisiimii
saglanmaktadir (Garcia-Cano vd., 2019). Ancak bu yontemde proteoliz isleminin
kontrol edilmesi nispeten giigtiir. Bunun nedeni fermantasyonda kullanilan besin,
seker tiirii, oksijen icerigi, ortamin pH degeri, ortam sicakligi gibi parametrelerin
kontroliiniin saglanmasinin gii¢liiglidiir ve kontroliin saglanmayis1 verimin diismesi
gibi istenmeyen sonuglar dogurmaktadir (Melini vd., 2019). Buna ek olarak geleneksel
fermantasyon yonteminde tekrarlanabilir sonuglarin alinmasinin enzimatik vb. diger
yontemlere kiyasla daha gii¢ oldugu bildirilmistir (Toldra vd., 2018). Bunun yaninda
proteinlerin yani sira bagska maddelerin parcalanmasi ve yeni iirlinlerin agiga ¢ikmasi
s0z konusu olmaktadir. Ayrica fermantasyon yoluyla proteolitik hidrolizde agiga ¢ikan
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amino asitler, dekarboksilasyon prosesi ile biyojenik aminlere doniiserek fermente
tirtinlerin tiikketimi sonrasinda mide bulantisi, bas agrisi vb. olumsuz etkilere yol

acmaktadir (Alvarez ve Moreno-Arribas, 2014; Hungerford, 2010).

Kimyasal hidrolizde protein molekiilleri enzimatik hidrolize kiyasla daha yiiksek
oranda parcalanmaktadir. Ornegin Wisuthiphaet ve digerlerinin (2015) yiiriittiigii
calismada balik proteinleri kullanilarak enzimatik ve kimyasal (asit) hidroliz
yontemleri karsilagtirilmistir. Kimyasal hidroliz yontemi kullanilarak elde edilen balik
protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi degerleri %30-35 araliginda oldugu,
enzimatik hidroliz yontemi kullanilarak hazirlanan hidrolizatlarin hidroliz derecesi
degerlerinin ise yaklasik %20-24 araliginda oldugu raporlanmistir. Kimyasal hidroliz,
alkali hidroliz ve asit hidrolizi olmak iizere 2 temel kategoriye ayrilmaktadir. Asit
hidrolizi isleminde kullanilan giiclii asitler, protein molekiillerinin pargalanmasi
sonucu elde edilen arginin ve triptofan amino asitlerine zarar vermektedir (Corte vd.,

2014).

Kimyasal hidrolizde kullanilan diger bir yontem ise alkali hidrolizdir. Alkali
hidrolizde NaOH gibi bazik ¢ozeltilerden yararlanilarak yiiksek sicaklikta (145°C, 4-
8 saat) peptit baglari pargalanmaktadir (Lucas ve Sotelo, 1980). Alkali hidroliz,
proteinin par¢alanmasi sonucu agiga ¢ikan amino asitlerden bazilarini (6rnegin, serin,

glutamin, arginin ve asparagin) tahrip etmektedir (Hou YongQing vd., 2017).

Amino asitler dogada L-formunda bulunmaktadir. Kimyasal hidroliz sirasinda yiiksek
sicaklik, asidik ve alkali kosullarda rasemizasyona ugrayarak D-amino asit formuna
dontigmektedir (Briickner vd., 1989; Wan ve Blomberg, 2000). Ancak L-amino
asitlerden farkli olarak D-amino asitlerin, canlilarda birtakim olumsuz veya toksik

etkiler gosterebilecegi 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir (Friedman, 1999).

Tablo 2.2°de kimyasal ve enzimatik protein hidroliz yontemleri karsilagtirilmistir.
Buna gore protein hidrolizatlar1 hazirlanirken kimyasal protein hidroliz yontemlerinin
bazi amino asitlerin kaybi, kontroliin zor olmasi1 ve daha diisiik biyolojik degerli
tirtinlerin ortaya ¢ikmasi gibi dezavantajli yonleri bulunmaktadir (Abd El-Salam ve El-
Shibiny, 2017). Tiim bunlar dikkate alindi§inda enzimatik protein hidroliz yontemleri
nispeten daha cok tercih edilmektedir. Mevcut ¢alismada proteinlerin hidrolizi i¢in
enzimatik proteoliz uygulanmistir. Bu kapsamda spesifik ticari enzimler (Alkalaz ve

Flavourzyme) segilerek proteinlerin etkin bir sekilde parcalanmasi amaglanmustir.
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Tablo 2.2: Kimyasal protein hidroliz (alkali ve asidik hidroliz) yontemleri ile
enzimatik protein hidroliz yOnteminin dezavantajli ve avantajli yOnlerinin

karsilastirilmasi

Kimyasal Protein Hidrolizi

(Alkali ve Asidik Hidroliz) Enzimatik Protein Hidrolizi

Biyolojik kalitesi nispeten daha

diisiiktiir Yiiksek biyolojik kaliteye sahiptir

Fazla kimyasal kullanimina sebep olur Nispeten doga dostu bir yontemdir

Proteolizde farkli boyutta peptit

Proteolizde tamamen amino asitlere . .
fragmanlar1 ve serbest amino asitler

ayrihir olusmaktadir
Segilen enzim tiirii ile belirli
Kontrolsiiz bir hidroliz olur proteinlerin parcalanmasiyla ayirt edici
rol oynar
Amino asitlerde rasemizasyon Amino asitlerde rasemizasyon
olusturabilir olusturmaz

Bazi amino asitlerin degismesine bazi
amino asitlerin kismen yok olmasina Amino asitlerde tahribata yol agmaz
neden olur

Daha yavas reaksiyon gergeklesir Daha hizli reaksiyon gerceklesir

Daha 1limli kosullar altinda
gercekleserek proteinin yapisi daha iyi
korunur

Sert kosullarda gercekleserek, bazi
olumsuz sonuglar dogurur

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Global enzim iirlinlerinin %60’1m1 proteazlar olusturmaktadir (Sandhya vd., 2005).
Proteolitik enzimler Sekil 2.1°de gosterildigi gibi farkli kaynaklardan elde
edilmektedir. Bunlar; hayvansal (tripsin, pepsin), bitkisel (bromelain, papain) ve
mikrobiyal (alkalin proteaz, nétr proteaz) olarak iice ayrilmaktadir (Wouters vd., 2016;
Liu vd., 2022a). Bitkisel ve hayvansal kokenli proteolitik enzimlerin kiiresel talebi
karsilayamamas1 nedeniyle mikrobiyal kokenli proteolitik enzimlere yonelik ilgi
artmistir. Giliniimiizde kiiresel enzim satisinin %40’mikrobiyal kaynaklidir. Buna ek
olarak mikrobiyal proteazlar biyoteknolojik uygulamalarda, hayvansal ve bitkisel
kokenli proteazlara gore talep edilen 6zellikleri daha 1yi karsilamaktadir (Sandhya vd.,
2005; Rao vd., 1998). Hayvansal proteazlar, domuz, inek, balik, tavuk vb. hayvanlarin
viicutlarindaki mide, pankreas ve bagirsak gibi organ veya dokularindan elde
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edilmektedir (Gao vd., 2022; Venugopal, 2016). Ornegin polipeptit zincirinde lizin ve
arginin kalintilarimin karboksil kismimi kesen serin proteaz sinifina bazi tripsinler,
domuz ve inek pankreas ve bagirsaklarindan elde edilebilmektedir (Patil vd., 2023;
Premetis ve Labrou, 2020). Bitkisel kaynakli bromelain, aktinidin, fisin veya papain
enzimleri sirasiyla ananas, kivi, incir ve papaya meyvelerinden {iretilmistir ve

nutrasotik sektoriinde bu enzimlerden yararlanilmaktadir (Patel vd., 2023).

roteolitik
Enzim
Kaynaklan

[ Hayvansal

[ I
Pepsin Tripsin

Sekil 2.1: Proteinlerin hidrolizinde kullanilan proteolitik enzimlerin elde edildigi

hayvansal, mikrobiyal ve bitkisel kaynaklar

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Protein hidrolizinde kullanilan enzimler, polipeptit baginin kesme bolgesine gore
endo-peptidaz ve ekzo-pepetidaz olarak ikiye ayrilmaktadir. Sekil 2.2°de goriildiigii
gibi endo-peptidazlar polipeptit zincirinde i¢ taraftaki peptit baglarin1 keserek kisa
zincirli peptitlerin olusmasini saglayan proteazlardir. Ekzo-peptidazlar ise polipeptit

zincirinin u¢larindaki amino asitlerin bagli oldugu peptit bagini keserek serbest amino
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asitler ve uzun zincirli polipeptitler olusturmaktadir (Song vd., 2023). Endo-peptidaz
enzimlere kolejenaz, elastaz ve serin proteazlar1 6rnek olarak verilebilir (Guillaume ve
Choubert, 2001). Karboksipeptidaz ve aminopeptidaz ise ekzo-peptidaz olarak gorev
yapmaktadir (Saborowski, 2015)

V¥ Boliinme bolgesi

Endo-peptidaz
—

v

/N
“ Endo-peptidaz

“ Ekzo-peptidaz

/'S
Ekzo-peptidaz
—
o

Sekil 2.2: Peptit zincirinin proteolitik hidrolizinde endo-peptidaz ve ekzo-peptidaz

enzimleri ile proteolitik hidrolizinin gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Proteinlerin enzimatik hidrolizini etkileyen faktdrlerden bazilari, enzimin 6zgiilligi,
substrat ve enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik seklinde siralanabilir. Bu kosullarin
degismesiyle birlikte olusan peptit dispersiyonlarinin ozellikleri de degismektedir

(Cheung vd., 2024).

Sekil 2.3’te goriildiigi gibi uzun polipeptit zincirleri farkli protein hidroliz yontemleri
kullanilarak daha kiigiik peptit fragmanlarina ayrilmaktadir. Protein kaynaklarinin
kismi hidrolize ugratilmasi ile elde edilen oligopeptitlerin, tripeptitlerin, dipeptitlerin
ve amino asitlerin karigimina protein hidrolizatlar1 denmektedir (Colla vd., 2017;

Schaafsma, 2009, Corte vd., 2014).
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Protein hidrolizatlari, hayvansal (deri, i¢ organlar, tiiyler) ve bitkisel kaynaklarin
(kiispe, bitki kabugu, sap1 vb.) uygun 6n islemlerden gegirilerek hidrolizi sonucu
iiretilmektedir (Colla vd., 2015). Bitkisel yan ve atik {iriinlerin proteolitik hidrolizinde
degerli baz1 bilesikler agiga ¢ikmaktadir. Bu hem atik yonetimi hem de mali kazang

anlaminda 6nemli bazi avantajlar saglamaktadir (Tkaczewska vd., 2020; Xie vd.,

2021).

Amino asitler

Protein
Hidrolizi

Monopeptit Dipeptit ~ Tripeptit

Polipeptit lbd'
Oligopentit
Sekil 2.3: Proteinlerin hidrolizi sonrast monopeptit, dipeptit, tripeptit ve oligopeptitlere

doniistimiiniin gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Hidrolize protein iirlinleri, proteinin sahip olmadig1 bazi fonksiyonel 6zelliklere sahip
olmaktadir. Ornegin tarim iiriinlerine dogrudan protein verilmesi sonucunda, bitkinin
proteini kullanim orani diisiik ve proteinin topraga ge¢isi oldukca yavastir. Ancak
protein yerine protein hidrolizatlari topraga verildiginde oligopeptitlerin, dipeptitlerin,
ozellikle serbest amino asitlerin bitkiye gegme hiz1 ve verimi oldukga yiiksektir. Bagka
bir 6rnek olarak alerjik etkileri olan bir protein, uygun enzimler ile muamelesi sonrasi
alerjen etkileri azaltilmis (hipoalerjenik) protein hidrolizatlar1 elde edilebilir
(Maldonado vd., 1998). Protein hidrolize oldugunda gida endiistrisinde kullanim
potansiyeli ve fonksiyonelligi artabilmektedir.

Literatiirde bulunan bir ¢alismada -laktoglobulin ile zenginlestirilmis peynir alt1 suyu
Corolase PP®, thermolizin enzimleri kullanilarak hidroliz edilmistir. Bu caligsma ile

elde edilen protein hidrolizatlarinin BHAya (Biitillenmis hidroksianizol) esdeger bir
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antioksidan etki gosterdigi raporlanmistir. Ayn1 zamanda peynir alti1 suyunun giivenli
gida olarak kabul edilmesi ve kullaniminda sinir bulunmamasi nedeni ile peynir alti
suyu protein hidrolizatlarinin endiistriyel gida iiriinlerinde dogal antioksidan olarak

kullanim potansiyeli bulunmaktadir (del Mar Contreras vd., 2011).

Proteinlerin hidrolizini tanimlamak i¢in genellikle hidroliz derecesi incelenmektedir
(Silvestre, 1997). Hidroliz derecesi (DH, Degree Hydrolysis), proteinlerin par¢alanma
islemi sonras1 hidrolize olarak kopan peptit baglarinin % oranini1 vermektedir (Butré
vd., 2014) ve %DH olarak ifade edilmektedir. Spesifik peptit baglarinin proteolitik
enzimler ile par¢alanmasiyla elde edilen protein hidrolizatlarinin gida endiistrisinde
emiilsifiyer olarak kullanim1 olduk¢a yaygindir (Kristinsson ve Rasco, 2000; Mullally
vd., 1994).

Enzimatik hidrolizin proteinlerin alerjenik 6zelligini azaltmak amaciyla kullanimi
giivenli teknolojik uygulama olarak kabul edilmekte olup yaygin kullanimi1 mevcuttur.
Hidroliz esnasinda proteinin sahip oldugu peptit veya disiilfiir baglar1 kismen kirilarak
protein yapisinin degisimine neden olmaktadir. Bunu takiben gida proteinin alerjen
ozelligi kismen azalmakta veya tamamen ortadan kalkmaktadir (Zhou vd., 2016).
Proteinlerin dogal yapilarinin korunumu i¢in distilfiir baglari biiyiik 6nem tasimaktadir
(Thornton, 1981; Creighton, 1988; Pace vd., 1988; Matsumura vd., 1989; Wedemeyer
vd., 2000). Disiilflir bagi, 2 sistein amino asit kalintisinin kiikiirt atomlarinin yakin
konumsal durumda olmasi sonucu olusturdugu kovalent bagdir (Bulleid ve Ellgaard,
2011; Sevier ve Kaiser, 2002). Disiilfiir bagi, proteinlerde yapilarin konumunun
belirlenmesi ve proteinin 3 boyutlu yapisinin anlasilmasinda bilgi saglamaktadir (Pitt
vd., 2000). Enzimatik protein hidrolizinde hidroliz derecesi arttik¢a distilfiir baglarinin
azaldig1 rapor edilmistir (Zili¢ vd., 2012). Protein hidrolizi esnasinda disiilfiir baglari
kopmaktadir ve proteinin {i¢ boyutlu yapist bozularak daha kiiciik peptit fragmanlari

olusmaktadir.

2.1.4. Protein Hidrolizatlar1 Elde Etmek icin Kullanilan Kaynaklar

Gilinlimiizde atiklarin degerlendirilmesi 6nemli bir konudur. Bu kapsamda atik ve yan
iriinlerden protein hidrolizatlar elde edilerek bu maddelerin katma degeri yiikseltilmis
olmaktadir. Uretilen protein hidrolizatlar1 daha sonra farkli endiistriyel uygulamalarda

kullanilabilmektedir (Zhang vd., 2024).
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Hayvansal ve bitkisel kaynaklarin uygun muamelelerden sonra protein hidrolizatlar
tiretiminde degerlendirilmesi s6z konusu olabilmektedir. Tarimsal yan {irtinler, gida
endiistrisinin bitkisel atik ve yan {iiriinleri bitki bazli protein kaynaklaridir. Hayvan
bazli protein kaynaklari ise besi hayvanlarinin derileri, atik et trlinleri, kiimes
hayvanlar1 ve balik isleme tesisleri tarafindan iiretilen yan tirtinlerdir (Colla vd., 2017,

Etemadian vd., 2021).

Deri iiretim tesislerinde yan tiriin olarak ytliksek miktarlarda ortaya ¢ikan kolajen ve
balik iiretimim tesislerin yan {iriinleri proteince zengin kaynaklardir. Hayvansal
kaynakli protein hidrolizatlar1 {iretimi icin Ozellikle bu kaynaklardan
yararlanilmaktadir (Colla vd., 2015). Balik {iiretim endiistrisinde toplam isleme
kapasitesinin %60°1 atik olarak kabul edilmektedir. Balik derileri, kirpintilari, baslari,
ylizgecleri, kemikleri, i¢ organlari, pullari, kabuklu deniz triinlerinin kabuklar1 yan
tirtin olarak tanimlanmaktadir (Tacias-Pascacio vd., 2021). Sigir, domuz ve tavuklarin
kesimi ve iglenmesi esnasinda yaklasik olarak %49, %44 ve %37 oraninda yan iiriin
elde edilmektedir (Meeker, 2009). Biiyiik miktarda acgiga c¢ikan s6z konusu yan
iriinler, dogru degerlendirilmedigi taktirde ekonomik kayiplara ve ¢evre sorunlarina
yol acabilmektedir. Atik olarak kabul edildiginde imhas1 zor ve zahmetli olan bu
maddeler, proteoliz ile protein hidrolizatlarina doniistiiriilerek katma degerli tiriinler
elde edilebilir. Uygulanan bu doniisiim hayvansal gida isleme endiistrisi i¢in avantajlar

olusturmaktadir.

Tarim endiistrisinde biiylik miktarda yan iirlin agiga ¢ikmaktadir. Tarim iirlinlerinin
kabuk, cekirdek, ¢icek, kok ve tohum gibi ¢ogu durumda yenmeye uygun olmayan
kisimlar1 yan iiriin olarak adlandirilmaktadir. Meyvelerin yaklasik %10-50 arasindaki
farkli oranlardaki kismu tarimsal atik olarak tanimlanmaktadir (Hashempour-Baltork
vd., 2022). Meyve atiklarindan 6zellikle meyve kabugundan degerli polifenol vb.
maddeler  elde edilerek degerlendirilebilir ancak atiklarin timii
degerlendirilememektedir. Ornegin sicaklik (30-85°C) ile meyve atiklarindan
polifenol, pektin gibi degerli bilesenlerin elde edilmesinde diisiik verim ile
gerceklesmektedir (%2 carkifelek meyvesi kabugu, %26 limon kabugu) (Lucarini vd.,
2021).
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2.1.5. Ultrasonun Protein Hidrolizatlar1 Olusturmada Rolii

Enzimatik parcalanma verimliligini arttirmaya yonelik cesitli teknikler bulunmaktadir.
Bu teknikler arasinda, kimyasal islem gerektirmemesi ve ¢evre dostu bir yaklagim
sunmasi ve nispeten diisiik maliyeti nedeniyle ultrasonik muamele One c¢ikan

yontemlerden biri olmaktadir (Wang vd., 2018b; Yao vd., 2020; Firouz vd., 2019).

Yirmi kHz’ den biiyiik ses dalgalari, ultrasonik ses dalgalar1 olarak tanimlanmaktadir
(Dolatowski vd., 2007). Ultrason teknolojisi diisiik yogunluklu (yiiksek frekansli)
ultrason ve yliksek yogunluklu (diisiik frekansli) ultrason seklinde 2 temel kategoriye
ayrilmaktadir. Diigiik yogunluklu ultrason 100 kHz ila 1 MHz araliginda frekansa
sahip ultrason olarak tanimlanmaktadir (Hu vd., 2013a). Ultrason, sivinin i¢inde
¢oziinen maddelerin kiitle transferini ve konveksiyonunu kolaylastirarak karigimin
¢ozlnirliigiinii  arttirmaktadir  (Pilli vd., 2011). Ultrason uygulamas: gida
proteinlerinin fonksiyonel 0zelliklerini ve besleyici unsurlarint gelistirmede
kullanilmaktadir (Zhou vd., 2013a). Yiiksek yogunluklu ultrason diisiik yogunluklu
ultrasonun aksine hiicre yapilarina zarar vermektedir (Pitt ve Ross, 2003). Bu sebeple
gida endiistrisinde siit trlinlerinde (Marchesini vd., 2015), meyve sular1 gibi
mikrobiyolojik riskin yiiksek oldugu siv1 gidalarda mikrobiyal inaktivasyon amaciyla
uygulanmaktadir (Santhirasegaram vd., 2013). Diisiik yogunluklu ultrason hiicre
yapilarina zarar vermeden gidanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkilemektedir
(Chavez-Martinez vd., 2020). Ornegin peynir iiretim asamalarinda peynirde gelisen
reolojik degisimleri, olgunlagsmayi, doku ve kalite parametrelerinin gelisimini
belirlemede diisiik yogunluklu ultrasondan yararlanilmistir (Lee vd., 1992; Li vd.,
2002: Benedito vd., 2006). Peynirin olgunlasma asamasinda diisiik yogunluklu
ultrason ile ultrasonik hiz dl¢lilmiis ve olgunlagsmayla birlikte ultrasonik hizin arttig1

belirlenmistir (Benedito vd., 2000).

Proteinlerin sahip oldugu fersiyer ve sekonder yapilar, protein hidrolizinde verimi
etkilemektedir (Li vd., 2018). Ultrasonik muamele ile kavitasyon ve mekanik etkiler
meydana gelirken bunun sonucu olarak bu etkiler proteinin, konformasyonunu
degistirebilir ve liglinciil ve dordiinciil yapilarini tahrip edebilir. Bunun sonucunda
proteoliz daha kolay ve hizli sekilde gergeklesebilmektedir (Ashraf vd., 2020).
Yiriitilen bir calismada ultrasonik muamelenin yapildigi yumurta aki protein
hidrolizatinin ultrasonik muamele uygulanmayan kontrol 6rnegine kiyasla reaksiyon
hiz1 sabitinin 4 kat arttig1 ve bu artisin DH degerini %3,5 arttirdigi bildirilmistir
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(Jovanovi¢ vd., 2016). Ayrica ultrason herhangi bir kimyasal isleme gerek duymadan
uygulanan yesil bir teknoloji olmasi nedeniyle hidroliz oncesi kullanimi oldukca

avantajhidir (Yao vd., 2020).

Ultrason protein modifikasyonunda oldukga etkili bir yontemdir. Literatiirde yiiksek
yogunluklu ultrason kullanimimin proteinin konformasyon yapisinda birtakim
acilmalara neden oldugu belirtilmistir. Dolayistyla ultrasonik 6n islemlerin, protein
yapisinda meydana getirdigi degisiklikler nedeniyle proteoliz etkinligine katkida
bulundugu mevcut ¢alismalarla kanitlanmistir (Giilseren vd., 2007; Giizey vd., 2006;
Dong vd., 2021; Habinshuti vd., 2021).

Mevcut arastirmada ultrason uygulamasiyla birlikte proteinlerin kismen acildigi ve
hidrofobik gruplarin agiga ciktig1 rapor edilmistir. Bu gruplarin aciga ¢ikmasiyla
birlikte protein zinciri, enzimlere karsi daha reaktif bir hale gelmektedir. SEM
(Taramali Elektron Mikroskobu) analizi sonuglarina gore ultrasonik uygulamalar,
piring proteininin mikro yapisinda degisimlere neden oldugu bilinmektedir (Yang vd.,
2017a). Vidal ve digerlerinin (2018) yiiriittiigli ¢calismada farkli kolajen tiirlerine
pepsin ile enzimatik hidroliz uygulamasindan 6nce ultrason muamelesi yapilmaistir.
Elde edilen sonuglara gore ultrason uygulamasinin hidrolizatlarda %DH degerini

arttirdig1 rapor edilmistir.

2.1.6. Protein Hidrolizatlarinin Kullanim Alanlari

Protein hidrolizatlar1 endiistriyel uygulamalarda ¢ok genis bir kullanim alanina
sahiptir. Farkli endiistrilerde protein hidrolizatlarinin fonksiyonel ve islevsel
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Sekil 2.4’te gortildiigii gibi tarim, hayvan
beslenmesi, biyoteknoloji, gida, gida takviyeleri, kozmetik ve tibbi beslenme
alanlarinda protein hidrolizatlar1 siklikla kullanilmaktadir. Protein hidrolizatlarinin
farkli alanlarda kullanim potansiyelinin bulunmasiyla birlikte protein hidrolizatlari ile
ilgili yapilan calismalar artmaktadir. Ayni1 zamanda protein hidrolizatlarinin eldesinde

yan tirtinlerin kullanimu siirdiiriilebilirlik ve geri doniisiim i¢in 6nemlidir.
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Sekil 2.4: Protein hidrolizatlarinin farkli sektorlerde kullanimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

2.1.6.1 Protein Hidrolizatlarinin Tarimda Kullanimi

Tarimsal irlinlerin iiretiminde ve tarimin kalitesinin korunmasinda sorunlar
yasanmasi, kiiresel iklim degisikliginin énemli sonuglarindan biridir (Sachdev vd.,
2021). Kiiresel iklim degisikligi, bitkilerde abiyotik stres olarak isimlendirilen
tuzluluk, kuraklik, asir1 sicaklik ve toprakta besin Ogelerinin yetersizligi gibi
faktorlerin artisina dnemli oranda katki saglamaktadir (Chaudhry ve Sidhu, 2022).
Kiiresel iklim degisikliginin yani sira, tarimda mahsul verimini arttirmak amaciyla
gereginden fazla kullanilan inorganik ve organik giibreler, sucul ekosistemlerde nitrat
ve fosfat kayb1 gibi 6nemli baz1 sorunlar1 da beraberinde getirmektedir (Pizzeghello
vd., 2011; Sebilo vd., 2013). Ayrica fazlaca kullanilan inorganik- organik giibre ¢evre
kirliligini arttirmakta ve c¢evre sagligini olumsuz olarak etkilemektedir (Ertani vd.,

2014).

Diinya niifusunun artig1 ve tarimsal alanlarin tiim tilkelerde kisithi olmasi nedeniyle

tarimsal verimliligin arttiritlmasi gerekmektedir. Bu amagla yiiksek verime sahip tarim
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tiriinlerinin tarimda daha ¢ok ekim uygulamasi yetersiz kalmigtir. Daha kalic1 ve
stirdiiriilebilir ¢oziim yollar1 gerekmektedir. Tarimsal ¢aligmalarda giibre ve suyun
dogru kullanimi, ayni miktarda ekim ile daha verimli mahsul alimina olanak
saglamaktadir. Bu uygulamalarin yam sira daha yenilik¢i bir ¢6ziim olarak “protein
hidrolizatlar1” kullanimi, tarimsal verimi arttirmaktadir (Colla vd., 2017). Bu anlamda
bitki biiylimesini olumlu yonde tesvik eden, giibre kullanimin1 azaltan, diisiik dozda
bile etkili olan protein hidrolizatlarinin tarimda kullanimi giderek artmaktadir (Ertani

vd., 2014).

Protein  hidrolizatlari, tarimda  bitkiler tarafindan  kolayca  ayristirilip
kullanilabilmektedir. Bu uygulama hem {iretilen tarim iriiniiniin kalitesini hem de
verimini arttirmaktadir. Protein hidrolizatlarinin iiretilmesi iilke ekonomisine, ¢evreye
katki saglayarak yan ve atik iirlinlerin degerlendirilmesini saglamistir (Parrado vd.,
2008; Tejada vd., 2016; Tejada vd., 2018). Bitkisel- hayvansal yan ve atik iiriinler
kullanilip bu iiriinlerin tarim igin faydali protein hidrolizatlarina dontistiirilmesi
onemli bir “upcyling” 6rnegidir. Upcyling, kullanilmayan veya atik olarak tanimlanan
malzeme veya nesnelerin yeniden onarilmasi, doniistiiriilmesi ve katma degeri yliksek
yeni bir iiriin olusturulmasi amaciyla degerlendirilmesidir (Singh vd., 2019). Tiikenen
kaynaklar ve diinya niifusunun hizli artis1 nedeniyle son zamanlarda siirdiiriilebilirlik

ve upcyling islemleri 6nem kazanmistir (Farrant vd., 2010; Singh vd., 2019).

Protein hidrolizatlarinin tarimda kullanimiyla birlikte, tarimsal faaliyetlerde kullanilan
pestisit miktar1 azaltilmistir. Ayrica protein hidrolizatlari, bitkilerin dis ortamda maruz
kaldig1 durumlar konusunda hafifletici rol oynamaktadir (Claros Cuadrado vd., 2019;
Del Buono, 2021; Zhang vd., 2024). Tarimda kullanilan protein hidrolizatlar1 tohum
¢imlenmesini, kok olusumunu, biiyiimeyi, verimi ve besin alimini arttirmaktadir.
Tarimda protein hidrolizatlar1 kullanimi, s6z konusu olumlu sonuglar1 elde etmenin
yani sira, besin kayiplarini azaltmakta ve erozyonla miicadelede rol oynamaktadir

(Beare vd., 1994; Corte vd., 2014).

Bir calismada yar1 kurak iklimi olan ve erozyonla miicadele eden bir bolgenin
topragma farkli protein hidrolizatlar1 (hidrolize kiimes hayvani tiiyii, piring kepegi
Oziitii, kegiboynuzu tohumu 6ziitli ve yogunlastirilmis bugday damitici enzimatik
karisimi) 3 yil stireyle uygulanmistir. Uygulama sonrasi topragin enzimatik aktivitesi
artmistir. Ayrica diisiik molekiiler agirliga sahip protein fragmanlar1 toprak
mikroorganizmalar1 tarafindan kolayca emilerek topraktaki mikrobiyal gelisimi
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onemli oranda arttirmigtir. Bunun yani sira topragin erozyona karsi daha direncli bir
bitki ortiisti olusturdugu sonucu rapor edilmistir (Tejada vd., 2011). Tarimda topraga
verilen protein hidrolizatlarinin yalnizca %35’1 dogrudan kokler tarafindan
emilmektedir. Geri kalami ise toprakta bulunan mikroorganizmalar tarafindan

metabolize edildikten sonra bitki tarafindan kullanilmaktadir (Schiavon vd., 2008).

Protein hidrolizatlarinda bulunan serbest amino asitler bitkilerin biiyiimesi ve dis
etkenlere kars1 korunmasinda 6nemli bir rol tistlenmektedir. Protein hidrolizatlarinda
bulanan serbest amino asitler bitki tarafindan kokleri, yapraklari vasitasiyla
kullanilmaktadir. Protein hidrolizatlariin % serbest amino asit degeri bitki gelisimi
icin 6nemli bir husustur. Amino asitler metal selatlayici etki gostererek bitkilerde agir
metal toksisitesinin azaltilmasina yardimei olmaktadir (Sharma ve Dietz, 2006). Buna
ek olarak arginin amino asidinin, bitkinin maruz kaldig1 biyotik ve abiyotik stres
kosullar1 esnasinda bitkide azot tasinimi ve depolanmasinda gorev aldig1 bildirilmistir

(Flores vd., 2008).

Sebze iiretiminde bitkisel kdkenli amino asit ve hidrolize protein iirlinlerinin kullanim1
son yillarda 6nemli bir artis gdstermektedir (Barneix ve Causin, 1996; Bulgari vd.,

2019; Khan vd., 2019; Ottaiano vd., 2021; Paul vd., 2019; Shahrajabian vd., 2021).

Tarimsal etkinligin verimini arttirmasi amaciyla kullanilan protein hidrolizatlar1 sivi
ekstrakt formda, toz ya da graniil yapida degerlendirilebilir (Colla vd., 2015).
Gergeklestirilen calismada farkli islemlere tabi tutulan hayvan derisi ve kilindan elde
edilen protein hidrolizatlar1 bitkiler {izerinde denenmistir. Sonuclara gore bitkilerde
fitotoksik veya genotoksik etki goriilmemesi hidrolize proteinlerin giivenli oldugunu

dogrulamistir (Corte vd., 2014).

Proteinlerin proteolitik enzimler vasitasiyla pargcalanmasi sonucu elde edilen protein
hidrolizatlarinda proteine bagl fenolik asit gruplar serbest kalmaktadir. Dolayisiyla
protein hidrolizatlarinda serbest amino asitlerin bitkiye sagladigi yararlar disinda
fenolik asitler de bitkiler i¢in avantaj olusturmaktadir (Damodaran ve Parkin, 2017;
Hasni vd., 2011). Fenolik asitler tarimda bitkilerin metabolizmasin1 tesvik edici rol
oynamaktadir. Silva ve digerlerinin (2021) yiiriittiigli calismada zeytinyagi ve
endofitik mantarlardan tirozol adi1 verilen fenolik bilesik ekstrakta edilmistir. Elde

edilen bulgulara gore soya fasulyesi tohumuna tirozol uygulamasinin aspartik asit
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miktarint arttirdigt ve amino asit biyosentezini olumlu ydénde etkiledigi rapor

edilmistir.

Literatiirde bitkisel protein hidrolizatlar1 kullanilarak tarimsal verimliligin
arttirilmasina  yonelik  6rnekler bulunmaktadir. Calismalar bitkisel protein
hidrolizatlarinin kullanim potansiyelini ortaya koymaktadir. Bitkilerde protein
hidrolizatlarinin metabolizmay1 olumlu yonde tesvik etme, uyarma ve mahsul
performansinda g¢evresel stres kosullarima karsi avantaj saglama potansiyeli gibi
gorevleri bulunmaktadir. S0z konusu avantajlar dolayisiyla tarimda protein
hidrolizatlarinin kullanilmasi ile ilgili ¢aligmalarin son doénemde hiz kazandigi
anlasilmis ve bu alandaki ilginin arttig1 gézlemlenmistir (Parrado vd., 1991; Parrado

vd., 2006; Parrado vd., 2007; Parrado vd., 2008; du Jardin, 2012).

2.1.6.2. Protein Hidrolizatlarimin Hayvan Beslenmesinde Kullanimi

Serbest amino asitler ve peptitler aci bir tada sahip olabilmektedir (Cho vd., 2004).
Peptitte yiiksek oranda bulunan hidrofobik amino asitlerin hidrofilik amino asitlere
kiyasla aci tat reseptorleriyle etkilesimi daha kolaydir. Bu durum peptitin ac1 tat
egiliminde olmasini saglamaktadir. Buna ek olarak prolinin yapisina bagl olarak ac1
tat reseptorleriyle etkilesime girme ve aci tat sunmaktadir (Wang ve Zhou, 2020; Tong
vd., 2020). Boylelikle peptitlerin acilik hissi amino asitlerin bilesimi ve hidrofobik
ozelligi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Adler-Nissen, 1986). Losin insanlar
tarafindan aci1 olarak algilanan bir amino asittir. Fakat kediler i¢in 16sin 6nemli bir
lezzet arttiricidir (Solms vd., 1965; Beauchamp vd., 1977). Ticari olarak satilan kedi
ve kopek mamalarina protein hidrolizatlar1 konulmaktadir. Bu sekilde hem lezzet ve
hem de besin degeri arttirilmis hayvan mamalar1 elde edilmektedir (Cave, 2006).
Avrupa Evcil Hayvan Mamas: Endiistrisi Federasyonu (FEDIAF), evcil hayvan
mamalar1 agisindan proteini; biiyiime, kas bakimi, sindirim ve enerji liretimi igin
gerekli olan temel bir bilesen olarak tanimlamistir (Gao vd., 2021). Tiikettikleri
besinler hayvanlarin davraniglarinda énemli etkiye sahiptir (Bosch vd., 2007). Bu
sebeple hayvan sahiplerinin evcil hayvanlari i¢in fonksiyonel hayvan mamalarina
yonelik ilgisi biiyiiktiir. Ornegin 2021 yilinda fonksiyonel evcil hayvan mamasi pazar

blytikligi 2,19 milyar ABD dolari iken yillik yaklasik tahmini olarak %8,5 biiylime
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ile 2030 yilinda 4,56 milyar ABD dolarina ulagsmas1 Ongoriilmektedir (Straits
Research, 2023).

Protein hidrolizatlar1 igeren hayvan yemleri ticari olarak satilmaktadir. Sekil 2.5°te
BioActio firmasi tarafindan proteolitik tavuk protein hidrolizatlarinin farkh
hayvanlarda yem olarak tiiketimi sonucu sagladigi avantajlar verilmektedir. Tavuk
protein hidrolizatlarinin %15 serbest amino asit igerdigi ve bu yoOniiyle kolay
sindirilebilir bir hayvan yemi oldugu vurgulanmistir. BioActio firmasi tarafindan
iiretilen diger bir yem ¢esidi de tavuk tiiyii protein hidrolizatlaridir. Bu {irtinler de su

tiriinleri yetistiriciliginde ve domuz beslenmesinde yem olarak kullanilmigtir.

Karides Tilapya Domuz Kedi ve Kopek
e Zooteknik * Fileto *  Yiksek kabul ¢ Hipoalerjenik
: erformansind ilebilirli
endeksinde artis zrtrl ormgusinda edilebilirlik + Antihipertansif
e Zorlu ortamlarda ? e Zorlu etki
* Sindirilebilirlik
hayatta kalma INETTCOT ortamlarda *  Diski hacminde
oraninda artig e Agirlik ve yem hayatta kalma azalma
. Immﬁnoloj lde donusumunde Oranlnda artls .
. . . . . . .o * Yuksek
iyilesme lyilestirme * Immiinolojide sindirilebilirlik
o flk evrelerde  1yilesme
sagkalim

oraninda artig

Sekil 2.5: BioActio firmasi tarafindan tavuk proteini hidrolizatlarindan iiretilen yemlerin
karides, tilapya baligi, domuz, kedi ve kopekler tarafindan tiiketilmesi sonucunda bu
hayvanlarda ortaya ¢ikacak biyolojik etkiler

Kaynak: BioActio firmasinin resmi web sitesinden alinan bilgilerle olugturulmustur

(https://www.brfingredients.com/en/animal-nutrition/bioactio-health-performance/)
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Protein hidrolizatlar1 hayvan yemi olarak degerlendirildiginde hayvanlarda biiylime
uyarici 6zellik gostermektedir (Gildberg ve Stenberg, 2001). Yem alimina bagli olarak
hayvanlarda biiytime uyaric1 6zellik viicut kiitle artisi, besin alimi1 gibi faktorlere
bakilarak ol¢iilmektedir (Terler vd., 2022). Protein hidrolizatlar1 suda yetisen canlilar
icin degerli bir yem olma potansiyeli tasimaktadir. Gildberg ve Stenberg tarafindan
(2001) gerceklestirilen caligmada karides isleme yan ftriinleri kullanilarak protein
hidrolizatlar1 elde edilmistir ve s6z konusu protein hidrolizatlarinin somon baliklari
icin 6nemli bir yem olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir. Protein hidrolizatlar

somonun yani1 sira diger su iiriinlerinin yetistirilmesinde de kullanilmaktadir.

Loeftler ve digerlerinin (2004) yiiriittiigii ¢alismada 63 kasintili kopege 5,5 hafta ticari
tavuk hidrolizatlar1 ve musir nisastas1 diyeti (Hill's Prescription Diet Canine z/d
ULTRA Allergen-Free; Hill's Pet Nutrition) verilmistir. Verilen diyetin kdpeklerin
%76,2’s1 i¢in lezzetinin iyi veya milkemmel diizeyde ve gastrointestinal fonksiyonu
tizerinde olumlu etki gosterdigi kabul edilmistir. Deneme diyeti birakilip kopekler eski
diyetlerine geri dondiigiinde kopeklerin altisinda (6/63) olumsuz gastrointestinal

belirtiler goriildiigii rapor edilmistir.

Protein hidrolizatlarinin hayvan yemi olarak degerlendirilmesi sonucu hayvanlar i¢in
gastrointestinal fonksiyonu olumlu yonde etkileyen alternatif mamalar iiretilmis
olmaktadir. Ayrica tavuk proteini tiiyli gibi atik veya yan iriinlerin katma degeri
yiiksek yeni bir iiriin olarak degerlendirilmesi de saglanmaktadir. Hem ekonomik hem

de gevresel faktorler diistintildiigiinde bu yontemin uygulanabilirligi artmaktadir.

2.1.6.3. Protein Hidrolizatlarimin Gida Takviyesi Olarak Kullanimi

Gida takviyesi, normal beslenmeyi desteklemek amaciyla; vitamin, mineral, protein,
karbonhidrat, lif, yag asidi ve amino asit gibi besin dgelerinin ya da besleyici ya da
fizyolojik etkisi bulunan bitkisel, hayvansal veya diger kaynakli maddelerin;
yogunlastirilmis ya da ekstrakt hallerinin; kapsiil, tablet, pastil ve benzeri formlarda
tiretilerek, giinliik alim dozu belirlenmis sekilde pazarlanan {iriinlerdir (AB
diizenlemesi (Direktif 2002/46/EC)). Diinya genelinde yiiksek kaliteli proteine sinirl
erisim nedeniyle protein ihtiyacim karsilamak ve viicudu fizyolojik agidan

desteklemek amaciyla protein hidrolizatlar1 gida takviyesi olarak viicuda
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alinabilmektedir (Dale vd., 2018). Boylelikle dogrudan protein alimina gore protein

hidrolizatlarinin gida takviyesi olarak alinmasi bazi avantajlar sunmaktadir.

Kalsiyum insanlar i¢in gerekli bir mineraldir. Diyet Referans Alimlarinin Bilimsel
Degerlendirmesi Daimi Komitesi (1997) yetiskinler tarafindan (19-50 yas arasi)
giinliik olarak 1000 mg kalsiyum alimi 6nerilmektedir. Gida takviyesi olarak kalsiyum
karbonat kullanimi1 siskinlik ve gaz gibi olumsuz bagirsak hareketlerine yol
acmaktadir. Kalsiyum laktat ve kalsiyum glukonat gibi takviyelerin biyoyararlanimi
disiik seviyededir. Amino asit-kalsiyum kompleksinin gida takviyesi olarak
kullaniminda diger kalsiyum gida takviyelerine gore stabilite ve biyoyararlanim
acisindan nispeten daha avantajli oldugu kanitlanmistir (Rosado vd., 1993; Wang vd.,
2018a). Buna ek olarak amino asitlerin kalsiyum metali ile olusturdugu selatin nispeten
kararli bir yapida oldugu ve kullanilabilirliginin arttig1 raporlanmistir (Ghasemi vd.,
2013). Canlilarin viicudunda, disaridan alinan kalsiyum iyonunun emilmesinin
nispeten zor oldugu ve bu sebeple hiicrelere kalsiyum tasinimini kolaylagtirmak i¢in
kalsiyum selat formunda viicuda alinmasi gerekmektedir (Lin ve Aarts, 2012; Peng
vd., 2017). Bir ¢alismada bugday ruseymi protein hidrolizatlarindan kalsiyum selat
olusturan peptitler elde edilmistir. Bugday ruseymi proteininin biyoaktif peptit
tiretiminde umut vaat eden bir bitkisel protein kaynagi oldugu rapor edilmistir (Wang

vd., 2018a).

Insan metabolizmasinda Anjiyotensin I-doniistiiriicii enzim (ACE, Angiotensin
Converting Enzyme) hipertansif rol oynamaktadir (Cushman vd., 1982).
Hipertansiyon tedavisinde kullanilan Kaptopril gibi ACE inhibitorleri oksiirtik, tat
kayb1, bobrek yetmezligi gibi istenmeyen yan etkiler meydana getirmektedir (Kapel
vd., 2006). Antihipertansif ilaglara nispetle daha ekonomik ve giivenli bir yontem
olarak ACE inhibitorii peptitlerin, antihipertansif etki gosterebildigi bilinmektedir (Jia
vd., 2010). Matsui ve digerlerinin (2000) yiiriittigli arastirmada bugday ruseymi
enzimatik hidrolizatlarindan bir¢ok ACE inhibitor peptitin izole edildigi bildirilmistir.
Bu baglamda ilgili diger ¢aligmada yagsiz bugday ruseymi protein hidrolizatlarina
proteoliz esnasinda uygulanan ultrason muamelesinin hidrolizi kolaylastirdigi ve ACE

inhibitor peptitlerin salinmasinda avantaj sagladigi rapor edilmistir (Jia vd., 2010).

Kolajen viicuttaki proteininin %30’unu olusturmaktadir. Kolajenin viicutta kemiklere-
cilde, sertlik ve biitiinliik kazandirmasi gibi cok 6nemli gorevleri mevcuttur. Eksikligi
saglik sorunlarina neden olmaktadir. Bu nedenle gida takviyesi olarak viicuda alinan
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hidrolize kolajenle birlikte bu saglik sorunlarinin 6nlenebilir ya da geciktirilebilir
oldugu diistiniilmektedir. Hidrolize kolajen glisin ve prolin amino asitlerince zengin
bir bilesime sahiptir. Bu amino asitler viicutta sindirilerek, kikirdak veya ciltte
birikerek viicudun stabilitesini koruma ve rejenerasyonunu saglama anlaminda 6nemli

rol oynama potansiyeline sahiptir (Porfirio ve Fanaro, 2016; Lupu vd., 2020).

2.1.6.4. Protein Hidrolizatlarimin Kozmetik Sektoriinde Kullanimi

Protein hidrolizatlar1 sahip oldugu fonksiyonel ozellikler nedeniyle kozmetik
endustrisinde siklikla kullanilmaktadir (Barba vd., 2008; Li vd., 2005). Kozmetik
tiriinlere eklenen protein hidrolizatlar1 bu {iriinlere film olusturma, penetrasyon,
parlaklik, nem tutma gibi bircok teknik fonksiyonellik kazandirmaktadir (Teglia vd.,
1993; Challoner vd., 1997). Viicut ve sa¢ bakim {iriinlerinde kullanilan protein
hidrolizatlarinin saglarin dogal yapisin1 korumada yardimct oldugu rapor edilmistir

(Teglia ve Secchi, 1994; Forster vd.,1999).

Barba ve digerleri tarafindan (2008) yiiriitiilen arastirmada bir dispersiyonda yiinden
elde edilen hidrolize keratin peptitleri ve yiin lipitleri lipozomal enkapsiile edilerek
kullanilmistir. Gergeklestirilen in vivo ¢aligsmalarin sonucunda, tedavi edilen bolgede
hidrasyon ve elastikiyette belirgin bir artis oldugu, fiirliniin cilt bariyerini

kuvvetlendirdigi rapor edilmistir.

Bitki sekonder metabolitleri, bitkilerin biliylime déneminde iiretilen, abiyotik strese
kars1 bitkiye diren¢ kazandiran bilesik sinifidir. Bunlar fenolik asitler, flavanoidler,
terpenoidler, stereoidler ve alkaloidler olarak siniflandirilabilir (Yang vd., 2018;
Noman vd., 2020). Bitkisel kaynaklar kullanilarak elde edilen protein hidrolizatlarinda
s6z konusu sekonder metabolitler de bulunmaktadir. Bitkisel kaynakli protein
hidrolizatlarinin kozmetik, farmasotik sektorlerinde kullaniminin nedenlerinden
biridir. Protein ve fenolik bilesikler arasinda kovalent ve kovalent olmayan baglar
bulunmaktadir. Proteinin enzimatik hidrolizi esnasinda genellikle fenolik bilesikler
protein kompleksinden ayrilarak serbest kalirlar. Dolayisiyla enzimatik protein
hidrolizinden sonra fenolik bilesiklerin serbest kalmasiyla birlikte, hidrolizatlarin
sahip oldugu fonksiyonel 6zellikler nihai iiriinlerde aciga ¢cikmaktadir (Damodaran ve

Parkin, 2017; Hasni vd., 2011).
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Hidrolize kolajen gida takviyesi olarak kullaniminin diginda kozmetik sektoriinde de
kendisine dnemli bir yer bulmustur. Hidrolize kolajen kozmetik sektoriinde cilt bakim
iiriinlerinde dogal nemlendirici islevi gormektedir (Sionkowska vd., 2020). Insanlarda
yaslanmayla birlikte viicutlarinda azalan kolajenin ikame edilmesi amaciyla yaslanma
karsit1 kozmetik iiriinlerinde hidrolize kolajen kullanilmaktadir (Alves vd., 2017).
Amnuaikit ve digerlerinin (2022) yiriittiigii calismada Asya levregi derisinden elde
edilen hidrolize kolajen tozu kullanilarak serum elde edilmistir. Serum dogrudan insan
ylziinde denenmistir. Serumun deneylerde yaslanma karsiti etki gosterdigi, cildi
beyazlattig1 ve akne azalmasina neden oldugu rapor edilmistir. Kolajen, hidrolizi
sonrast biinyesinde pek ¢ok biyoaktif peptit bulundurur. Bu nedenle hidrolize kolajen
kullanim1 dogrudan kolajen kullanilmasindan daha etkili sonuclar ortaya koymaktadir

(Min vd., 2017).

2.1.6.5. Protein Hidrolizatlarimin Gida Endiistrisinde Kullanimi

Protein hidrolizatlarinin gidalarda kullanimi binlerce yil oncesine dayanmaktadir.
Gilinlimiizde var olan soya sosunun atas1 hidrolize soya proteinlerinden elde edilmistir
(Shurtleff ve Aoyagi, 2012). Proteinler eklendikleri gidalarda teknolojik olarak katk1
saglamanin yani sira doku, tat, renk ve diger 6zellikler bakimindan da gida tiriinlerinin
ozelliklerini etkilemektedir (Loveday, 2019). Protein hidrolizatlar1 gidalarda aroma
verici olarak kullanilarak lezzeti arttirmada 6nemli bir rol iistlenmektedir. Ozellikle raf
omrii kisa olan deniz iirtinleri hidroliz edildikten sonra uygun islemlerden gegirilerek
deniz iirlinli aromasi elde edilmektedir. Bu aromalar siklikla kurutulmus ¢orbalarda,
soslarda ve atistirmaliklarda dogal aroma verici olarak kullanilmaktadir (Shahidi,
2006; Silva vd., 2012). Lezzet disinda gidalarda istenen onemli diger bir 6zellik
tekstiirdiir (Wilkinson vd., 2000). Ozellikle yiiksek proteinli barlarin raf dmrii boyunca
cabuk sertlestigi ve tiiketici tercihini olumsuz etkiledigi belirtilmistir (McMahon vd.,
2009). Yiiksek proteinli barlarda protein konsantresi yerine protein hidrolizatlari

kullanilarak sertlesmenin 6niine geg¢ilmistir (Li vd., 2008).

Protein  hidrolizatlarinin ~ antimikrobiyal, immiinomodiilatoér, antihipertansif,
antioksidan, opioid, mineral baglama vb. fizyolojik aktiviteleri oldugu rapor edilmistir
(Korhonen ve Pihlanto, 2003). Protein hidrolizatlarinin sahip oldugu bu o6zellikler

nedeniyle gidalarin  raf Omriinii arttrmak ve gida formiilasyonlarinin
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zenginlestirilmesi amaciyla protein hidrolizatlar1 kullanilabilir (Di Bernardini vd.,
2011). Ek olarak emiilsifiye edici aktivite, emiilsiyon stabilitesini arttirict rol oynama,
kopiirme kapasitesi, su tutma ve ¢Ozlniirliik gibi fonksiyonel oOzellikleri de

bulunmaktadir (Ge vd., 2000).

Gidalarin dokusunda istenilen degisikliklerin meydana gelmesi amaciyla ve emiilgator
olarak kullanilan sentetik polisorbatlar (Hidrofilik) ve sorbitan esterleri (Hidrofobik)
kanser riskini arttirmasi1 gerekgesiyle kullanimi sinirlandirilmistir (US-FDA 2003).
Proteinler (Genellikle hidrofilik gruplar igerirler), bu sentetik materyallerin dogal bir
muadili olarak gida dokusunun degistirilmesinde ve emiilgatér olarak kullanim
potansiyeline sahiptir (Asaithambi vd., 2023). Protein hidrolizatlar1 ve siklikla
proteinler hem saglikli olmalari hem de giivenli gida olarak atfedilmeleri sebebi ile
gidalarda emiilgator olarak kullanilmaktadir. Emiilgator olarak kullanilan protein gida

dokularinda homojen bir goriiniim, stabilite gibi avantajlar saglamaktadir.

Enzimatik protein hidrolizi ile genellikle proteinlerin alerjen Ozellikleri azalir ve
sindirimi kolaylasir (Wouters vd., 2016). Protein hidrolizatlarinda %DH, %serbest
amino asit miktari, kullanilan hidroliz teknigi, enzim tiirii, protein kaynagi, pH
degistikce protein hidrolizatlarinin da emiilsifiye etme gibi pek ¢ok 6zelligi de bununla
birlikte degismektedir (Chalamaiah vd., 2012; Ipsen vd., 2001; Jeewanthi vd., 2015).
Gidalara protein yerine protein hidrolizatlar1 eklenmesiyle birlikte gidalarin
fizikokimyasal pek cok ozelligi etkilenmektedir (Schréder vd., 2017). Proteinler
parcalanarak protein hidrolizatlarina doniistiigiinde, hidrolizatta bulunan peptitler
proteinin sahip olmadigi yeni Ozellikler kazanarak nispeten daha fonksiyonel bir
materyale dontigebilmektedir. Protein hidrolizatlarmin sahip oldugu antioksidatif
aktivite, emiilsifiye etme 0zelligi, su tutma kapasitesi, ¢Oziiniirliigii arttirma gibi
ozellikleri sayesinde gidalarda hidrolizat kullanimi artmistir ve gelecekte de hidrolizat
kullaniminin artmaya devam edecegi ongoriilmektedir (Ashaolu, 2020; Wu ve Chen,

2022).

2.1.6.6. Protein Hidrolizatlarimin Biyoteknoloji Alaninda Kullanimi

Protein hidrolizatlar1 hem kiiclik 6lcekli hem de endiistriyel 6lgekli biyoteknoloji
laboratuvarlarinda bitkiler, hayvanlar, mikrobiyal canlilar i¢in azot kaynagi olarak

kullanilmaktadir. Azotun yani sira protein hidrolizatlarinda var olan vitamin, mineral
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ve bilinmeyen diger besleyici unsurlar biyoteknolojik uygulamalarda kullanilarak
tiretim verimini olumlu yonde etkilemektedir (Pasupuleti ve Schie, 1998).
Biyoteknolojinin ilk yillarinda yumurta albiimini, kan, viicut sivisit gibi dogrudan
protein kaynaklar1 kullanilirken sonraki ¢alismalarda protein hidrolizatlarinin azot
kaynag1 olarak daha etkin sonuglar verdigi kesfedilmistir (Peters vd., 1953; Pasupuleti
ve Schie, 1998).

Asilar, canli organizmalardan (viriis, bakteri vb.) elde edilen biyolojik preparatlardir.
Bu preparatlar konak¢inin bagisiklik sistemini, tiretildikleri belirli bir patojene karsi
bagisiklik sistemini uyararak hastaliklara karsi savunma saglamaktadir (Endale vd.,
2022). Ast iiretiminde genelde hastalia sebep olan canli organizma kontrol
fermantasyon ortaminda besiyeri kullanilarak {iretilir ve sonrasinda canh
organizmanin toksini etkisiz hale getirilerek (Ornegin tetanos toksini formalin ile
etkisiz hale getirilmektedir) as1 lretilmektedir. Literatiirde, kontrol fermantasyon
ortaminda besiyeri olarak protein hidrolizatlariin  kullanildigi  ¢alismalar
bulunmaktadir (Demain vd., 2005). Ozellikle hayvanlar tarafindan kullanilacak bir
asinin bulunmadig1 hastaliklarda hayvansal protein hidrolizatlarinin kullanimi deli
dana hastaligi gibi baz1 riskleri de beraberinde getirmektedir. Bu sebeple asilarin
yapiminda hayvansal protein hidrolizatlarinin yerine bitkisel protein hidrolizatlar

daha fazla tercih edilmektedir (Demain vd., 2005; Fang vd., 2006).

Protein hidrolizatlarinin yogurdun asitlenme miktarin1 arttirdigi ve fermantasyon
siiresinin azalmasini sagladig yiirtitiilen ¢aligmalarla gosterilmistir. Ayrica siite peptit
ve amino asitlerin eklenmesiyle birlikte siitlin icinde var olan probiyotik
mikroorganizmalarin canli kalma siiresini olumlu olarak etkiledigi rapor edilmistir

(Sodini vd., 2002).

2.1.6.7. Protein Hidrolizatlarimin Tibbi Beslenmede Kullanimi

Insan beslenmesinde tiiketilebilen gidalar1 yemesi durumunda olumsuz sonuglara
maruz kalabilen hasta bireyler i¢in tasarlanmis, beslenme destegi saglayan yiyecekler
“tibbi diyet” olarak isimlendirilmektedir (Clemente, 2000). Tibbi diyetler ozellikle
fenilketontiri, kistik fibrozis, Crohn hastaligi, gida alerjisi ve intolerans1 gibi farkli
hastaliklarin tedavisine yonelik beslenme ihtiyacinin saglikli bir sekilde karsilanmasi

amactyla olusturulmustur (Weaver vd., 1993). Protein hidrolizatlarinin, yalnizca
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serbest amino asitlerin olusturuldugu tibbi diyetlere gore Onemli avantajlari
bulunmaktadir. Protein hidrolizatlarinin i¢inde serbest amino asidin yani sira var olan
kisa peptit zincirleri, yalnizca serbest amino asit bulunan karigimlardan daha hizli
amino asit emilimi gostermektedir (Siemensma vd., 1993). Bunun sebebi peptitlerin
kendilerine 0zgii tagima sistemlerinin bulunmasi ve peptitlerin serbest amino asitlere
kiyasla daha az hipertonik olmasi seklinde agiklanmaktadir (Silk vd., 1980; Adibi,
1989). Bu sebeple yalnizca serbest amino asitlerden olusan karisimlar yerine protein
hidrolizatlarinin tibbi diyet bileseni olarak kullanilmasiyla daha etkin bir sonug elde

edilmektedir.

Bebeklerde anne siitiiniin en iyi alternatifi, inek siitii ile zenginlestirilen bebek
mamalaridir. Ancak bebeklerin yaklagik 9%2-3’linde, inek siitii alerjenik etki
gostermektedir. Inek siitiinde bulunan proteinler proteazlarla parcalanarak, inek siitii
protein hidrolizatlar1 elde edilmektedir. Bebekler inek siitii yerine inek siitii protein
hidrolizatlar1 ile beslendiginde, {irlinlerin alerjen etki gdstermedigi rapor edilmistir
(Sackesen vd., 2011; Kneepkens ve Meijer, 2009). Bebeklerin yani sira yetiskin
bireylerde de baz1 proteinlere karsi viicudun bagisiklik sistemi alerjik etki
gostermektedir. Alerjik etki gdsteren protein hidroliz edilerek yapisi bozulmakta ve
elde edilen protein hidrolizatlari, bagisiklik sisteminde alerjik reaksiyonun nispeten

azaldigin1 bildirilmektedir (Cui vd., 2023).

2.2. Bugdaymn Yapisi ve Diinya Genelinde Bugday Uretim Kapasitesi

Botanik olarak bugday, ot ailesine (Gramineae) aittir (Belderok, 2000). Bugday
(Triticum aestivum) diinyanin bir¢cok yerinde temel iiriin olarak kabul edilmektedir.
Ayn1 zamanda 2022 yilinda diinyada en ¢ok yetistirilen {iglincii iiriin olma niteligi

tasimaktadir (FAO, 2022; https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL/visualize).

Sekil 2.6’da bugday tanesinin boliimleri gosterilmistir. Olgun bir bugday tanesinin
yaklasik %83’li endosperm, %14,5’1 kepek ve %2,5’1 ruseymden (embriyo)
olugmaktadir (Mizrak, 2021). Endiistriyel olarak bugday isleme tesisinde bugdaydan
elde edilen un, biitlin bugday tanesini yaklasik %73-77’si kadardir. Bugday unu
ekstraksiyon verimi, kullanilan degirmene ve bugday cesidine gore degisiklik
gostermektedir (Elliott vd., 2002). Bugday ruseyminde yiiksek miktarda bulunan

doymamus yaglar, oksidatif reaksiyona girmektedir. Oksidatif reaksiyon {riinlerinin
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ekmek yapiminda aci tat vb. etkileri olmasi nedeniyle ruseym, ekmek yapiminda

endosperm ve kepekten ayristirilmaktadir (Eisenmenger vd., 2006).

&=

%

ENDOSPERM

RUSEYM

Sekil 2.6: Bugday tanesinin kepek, embriyo ve ruseymden olusan boliimlerinin

gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kepek, bugdayin en dis kisminda yer alir ve yapisinda yiiksek oranda lif
bulunmaktadir. Kepegin ¢oziinmeyen lif igerigi (%41,9) ¢oziinen lif igerigine (%2,1)
gore oldukga yiiksektir. Lif disinda antioksidan maddeler, demir, ¢inko, magnezyum
minerallerince zengin bir yapiya sahiptir. Ayrica bilinyesinde bol miktarda B grubu

vitaminleri barindirmaktadir (Mizrak, 2021).

Endosperm, tam bir bugdaydan kepek ve ruseym kismi ayrildiktan sonra geriye kalan
boliimdiir (Mizrak, 2021). Bugday tanesinin ¢giitiilmesi sonrasi elde edilen beyaz un,
nisastali endospermdir. Yapisinda yaklagik olarak %80 nisasta ve %10 protein
bulunmaktadir. Endospermde nisasta ve protein disinda mineraller, fitokimyasallar, az

miktarda hiicre duvari bilesenleri bulunmaktadir (Shewry vd., 2013).

Ruseym (Embriyo), bugday tanesinin boliimleri arasinda besin degeri en yiiksek olan

kisimdir. Ruseym, un iiretimi esnasinda ayristirilip uzaklastirilir (Mizrak, 2021).
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Tablo 2.3’te bugdayin, bugday kepeginin ve bugday ruseyminin besin degerleri
verilmigstir. Tablo 2.3’te sunulan veriler incelendiginde bugday kepeginin lif igerigi
(%33,8), bugday (%12,7) ve ruseymin lif icerigine (%16) kiyasla oldukga yiiksek
oldugu goriilmektedir. Ruseymin protein icerigi (%29,6) ile bugday (%11,3) ve
bugday kepeginin (%14,3) protein degerleri arasinda yaklasik 2 kata karsilik gelen
farklilik s6z konusudur. Kiil degerleri agisindan bilesenler kiyaslandiginda ise bugday
kepegi ve ruseymin kiil degerleri (sirasiyla %4,47 ve %4,55) benzerlik gosterirken,
bugdaym kiil (%1,5) kepek ve ruseyme goére daha diisiikk seviyede oldugu
goriilmektedir. Mevcut caligmada kullanilan ruseym (%4 kiil) ve Tablo 2.3’teki
ruseymin (%4,6) kiil igeriklerinin benzer oldugu bildirilmistir. Mevcut ¢alismada
kullanilan ruseymin protein igeriginin (%21,5), Tablo 2.3’te sunulan ruseymin protein
iceriginden daha diisiik oldugu (%29,6) belirtilmektedir. Ruseym orneklerindeki
protein bilesimi farkliligin sebebi bugdayin yetistigi iklim, cografi kosullar, biiyiitme
kosullarinin farklilig1 (sulama sayisi, miktar1 vb.) olarak siralanabilmektedir. Ayrica,
bugdaylarin nem diizeylerindeki farkliliklar, protein miktarindaki degisimlere etki

eden bir diger faktordiir (Pan vd., 2006).

Tablo 2.3: Ekmeklik bugday, kepegi ve ruseyminin besin degerleri tablosu

Bilesenler Ekmeklik Bugday Bugday Bugday Ruseymi
(%) Kepegi (%) (%)

Su 10,40 7,47 7,98

Kiil 1,52 4,47 4,55
Protein 11,3 14,26 29,64

Yag 1,64 6,03 10,2
Karbonhidrat 62,48 34,02 31,65

(Lif haric)

Lif 12,66 33,75 15,98

Kaynak: Tiirkomp sitesinden yararlanilarak olusturulmustur.

TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) verilerine gore ise 2022 yilinda Tiirkiye’de iiretilen
toplam bugday miktar1 yaklasik 19,8 milyon ton iken, 2023 yilinda bu say1 22 milyon
tona c¢ikmustir (TUIK, 2022-23; https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Animal-
Production-Statistics-June-2018-27705). Tablo 2.4’te goriildiigii tizere FAO (Gida ve

Tarim Orgiitii) verilerine gore 2022 yilinda tiim diinyada toplam 808 milyon ton
bugday {iretilmistir (FAO, 2022; https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL). Diinya
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genelinde bugday iiretim miktar1 2019°dan 2022’ye kadar artan bir trend izlemistir.
Ancak 2020 yilinda bugday liretiminde bir miktar diisiis yasanmistir. Bunun nedeni
2020 yilinda diinya genelinde yogun bir sekilde etkisi hissedilen COVID-19
pandemisinin tarim sektoriinde dalgalanmalara yol agmasidir. Sonug olarak diinya
genelinde 2020 yilinda iiretilen bugday miktari, 2019 bugday rekoltesinin altinda
kalmistir. Diinya genelinde bugday tiretimi oldukca fazladir ve artmaya da devam

edecegi disiiniilmektedir.

Tablo 2.4: Diinya’da 2019-22 yillarn1 arasinda en ¢ok bugday (ton) iireten iilkeler
(FAO)

Ulke 2019 2020 2021 2022
Cin 133.596.300 | 134.250.000 | 136.946.000 | 137.720.000
Hindistan | 103.596.230 | 107.860.510 | 109.586.500 | 107.742.070
Rusya 74.452.692 | 85.896.326 | 76.060.948 | 104.233.944
Amerika | 52.580.890 | 49.751.180 | 44.803.690 | 44.902.320
Avusturya | 17.597.561 | 14.480.217 | 31.922.555 | 36.237.477
Fransa 40.604.960 | 30.181.140 | 36.559.450 | 34.632.380
Kanada 32.669.800 | 35.437.200 | 22.422.100 | 34.334.787
Pakistan | 24.348.983 | 25247511 | 27.464.081 | 26.208.672
Almanya | 23.062.600 | 22.172.100 | 21.459.200 | 22.587.300
Arjantin | 19.459.727 | 19.776.942 | 17.644.277 | 22.150.287
Ukrayna | 28.370.280 | 24.912.350 | 32.183.300 | 20.729.240
Tiirkiye 19.000.000 | 20.500.000 | 17.650.000 | 19.750.000
Dinya 764.053.398 | 757.023.107 | 772.779.430 | 808.441.568
(Toplam)

Kaynak: FAO 2019-2022 yillar1 arasindaki verilerden alinmistir.

2.3. Ruseym

Bugday ruseymi bugdayin hayat bulmasi i¢in gerekli olan kisimdir. Bugday ruseymi
besin unsurlar1 yaklasik olarak %30 protein, %10 lipid, %53 karbonhidrat, %4,0
mineral ve bir miktar vitaminden olusmaktadir (Niu vd., 2013). Bu oranlar bugdayin
tiirline, yetistigi cografyaya, iklime ve yetistirme kosullarmma gore degiskenlik

gostermektedir.

Bugday ruseymi, bugday tanesinin toplam agirliginin %2-3'"ti kadardir (Brandolini ve
Hidalgo, 2012). Ruseym bugday endiistrisinin bir yan iirliniidiir ve bugdayin besleyici
kismuidir. Yaklasik olarak 1000 kg bugday isleme sonrast 20 kg kadar ruseym elde
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edilmektedir (Mizrak, 2021). Giiniimiizde bugday ruseymi siklikla hayvan yemi
olarak kullanilmaktadir. Bugday ruseyminin Tablo 2.3’te sunulan besin kompozisyonu
incelendiginde 929,64 gibi nispeten yiiksek protein icerigine sahip oldugu
goriilmektedir. Magnezyum, demir, ¢inko vb. minerallerince zengin bilesimi (toplam
kiil %4,55) ve lificerigi (%15,98) ruseymi degerli kilmaktadir. Ruseymin sahip oldugu
s0z konusu degerli bilesikler sebebiyle hayvan yeminden daha fazla potansiyeli oldugu
anlasilmaktadir. Bugday ruseymi hayvan yemi disinda (Ge vd., 2000), ilag ve
kozmetik endiistrisinde (Barnes, 1983) kullanim alani bulmustur. Ayrica bugday
ruseymi, ruseym protein hidrolizatlarina doniistiiriilerek katma degerli bir {iriin elde

edilebilmektedir (Claver ve Zhou, 2005; Zhou vd., 2013a).

2.3.1. Ruseymin Beslenme Uzerindeki Etkisi

Bugday ruseyminde %11 oraninda yag bulunmaktadir. Yirmi kg kadar bugday
ruseymi islenerek, 1 kg bugday ruseym yagi elde edilmektedir (Mizrak, 2021).
Ruseym yagi, ¢coklu doymamis yag asitlerince (toplam yagda ¢oklu doymamis yag
asidi orant %63,71) nispeten zengin bir bilesime sahip oldugu bildirilmistir. Ruseym
yaginin sahip oldugu coklu doymamis yag asitlerinin baginda linoleik asit (toplam
yagda %55) yer almaktadir. Ruseym yaginda tekli doymamislik igeren yag asitlerinin
orani toplam yagda %17,22 oldugu raporlanmistir (18:1 oleik asit, 16:1 palmitoleik
asit) (Mahmoud vd., 2015).

Bugday ruseymi proteinler, yaglar, sekerler, mineraller, vitaminler, fitosteroller ve
polikozanoller gibi ¢ok degerli bilesenler bakimindan zengin bir matrise sahiptir
(Pomeranz, 1988; Pietrzak ve Collins, 1996; Nystrom vd., 2007; Eisenmenger ve
Dunford, 2008; Hidalgo ve Brandolini, 2008). Bugday ruseymi proteinlerinde bulunan
amino asitlerin igerigi, bilesimi ve proteinlerin yapisal 6zellikleri ruseym protein
tiriinlerinin besin degerinin yiiksek olmasina katki saglamaktadir (Gao vd., 2023).
Bugday ruseymi, icerdigi degerli bilesenler sayesinde besleyici bir gida takviyesi
olarak kullanilma potansiyeline sahiptir (Brandolini ve Hidalgo, 2012). Bunun yani
sira yagsiz bugday ruseymi ekmek (Cakmakli vd., 1995), makarna (Pinarl vd., 2004),
kurabiye (Arshad vd., 2007), tarhana (Bilgi¢li vd., 2006) ve kek (Turnbough ve
Baldwin 1986) gibi unlu mamullerde besin zenginlestirmesi amaciyla kullanilabilme

potansiyeli tasimaktadir. Tam tahilli bugday ununda toplam fenolik igerigin %83 iinii
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bugdaymn ruseym ve kepek kismi icermektedir (Adom vd., 2005). Bu sebeple
ekmeklerde uygulanan ruseym besin zenginlestirmesiyle ekmegin fenolik madde

igerigi artacagi disiiniilmektedir.

2.3.2. Ruseym Proteininin ve Protein Hidrolizatlarinin Ozellikleri

Bugday ruseymi proteini %34,5 albiimin, %15,6 globiilin, %10,6 glutelin ve %4,6
prolaminden olusmaktadir (Zhu vd., 2006a). Bu proteinler kimyasal yapis1 bakimindan
basit proteinlerdir (homoproteinler). Sadece amino asitlerden meydana gelmis ve
amino asit disinda organik ya da inorganik baska grup bulundurmayan protein sinifidir
(Demirci, 2016). Bugday ruseymi proteinlerinin amino asit profili incelendiginde
sekizi esansiyel amino asit olmak iizere toplam 17 farkli amino asit igermektedir

(Brestensky ve Patras, 2019).

Bugday ununda bulunan % lizin, metiyonin ve treonin igeriginin yaklasik 2 katinin
bugday ruseyminde bulunmasi, ruseym proteinlerinin énemli bir 6zelligidir. Buna ek
olarak, bir¢ok tahil s6z konusu amino asitleri igermemektedir (Ge vd., 2000). Bugday
ruseyminde yiiksek miktarda valin, 16sin, izolosin ve lizin bulunmaktadir. Bir protein
kaynagi olarak bugday ruseymi, FAO/WHO tarafindan 6nerilen alim seviyelerine ¢ok
yakindir. Ayrica bugday proteinleri yiiksek oranda sindirilebilir ve kolayca emilebilir

ozellik gostermektedir (Boukid vd., 2018; Chen vd., 2021b).

Tahil proteinleri hayvansal proteinlerin aksine daha biiylik miktarlarda iiretilmekte
olan ve nispeten daha stirdiiriilebilir bir kaynaktir (Abdollahi vd., 2019). Bitkisel
kaynakl1 protein hidrolizatlari, hayvansal kaynakli protein hidrolizatlarina gére daha
diisiik maliyetli, daha az alerjenisiteye sahiptir ve bu nedenle bitkisel protein
hidrolizatlar1 daha ¢ok tercih edilmektedir (Feyzi vd., 2015). Ayni1 zamanda bitkisel
kaynakli protein hidrolizatlar1 vegan iriinlerin {retiminde kullanilabilmektedir.
Ruseym protein hidrolizatlar: bitkisel kokenli protein hidrolizatlar1 olarak s6z konusu

tiim bu avantajlara sahiptir.

Bugday ruseymi proteini, proteazlarla parcalanarak birgok aktif amino asit dizisinin
aciga cikmasini saglamaktadir. Hidroliz sonucunda peptit baglar1 kirilmakta ve ¢ok
sayida polipeptit bilesik olugsmaktadir (Gulevskyy, 2020; Dever vd., 1994; Ogawa ve
Takamatsu, 2019).
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Matsui ve digerlerinin (1999) yiiriittiigli aragtirmada, bugday ruseymi protein
hidrolizatlarinda ¢esitli anjiyotensin [-doniistiiriicii enzim inhibit6r peptitleri oldugu
arastirmalar sonucunda bulgulanmistir. Alkalaz kullanilarak bastaki protein yapisindan
daha fonksiyonel ve besleyici protein hidrolizatlar1 elde edilmektedir. Alkalin bir
proteaz olan Alkalaz biyoaktif peptitlerin iiretiminde de siklikla kullanilmaktadir
(Claver ve Zhou, 2005). Alkalazin bugday ruseymi proteininin %85’ini ¢oziindiirdigi
rapor edilmistir (Matsui vd., 1999). Literatiirde protein hidrolizatlarinin {iretiminde,
proteinlerin hidrolizi i¢in siklikla Flavourzyme ve Alkalaz gibi proteolitik enzimlerden
yararlanilmaktadir. Alkalaz endo-peptidaz olarak tanimlanirken, Flavourzyme, hem
endo- hem de ekzo-peptidazlarin bir karisimidir (Cumby vd., 2008). Bu sekilde
Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri birlikte kullanilarak kisa siirede etkin bir hidroliz
gerceklestirilmektedir. Literatiirdeki bir calismada bugday ruseymi protein hidrolizati
elde etmek amaciyla Alkalaz, Flavourzyme, Papain, Neutrase ve Protamex enzimleri
kullanilmistir. En yiiksek hidroliz verimini (%DH degerini) sirasiyla Alkalaz ve

Flavourzyme enzimlerinin verdigi rapor edilmistir (Claver ve Zhou, 2005).

Ultrason bugday ruseym tanelerinin pargacik boyutunu kii¢iiltmektedir ve bunun
sonucu olarak da enzimatik muamelelerin etkinligini arttirmaktadir (Delgado-
Povedano ve De Castro, 2015). Ultrason destekli protein hidrolizinde ultrasonik gii¢
yogunlugu ve ultrason uygulama siiresi parametreleri islem etkinligini belirlemektedir.
Ultrasonik giiclin degisiminin enzimatik aktiviteyi degistirdigi ve buna bagl olarak
protein hidrolizatlariin %DH degerinin degistigi rapor edilmistir (Wang vd., 2016;
Ma vd., 2022). Ornegin Wu ve digerleri tarafindan (2018) ele alinan ¢alismada peynir
alt1 suyu protein hidrolizatlarina farkl frekans, gii¢ (26kHz, 0-500 W) ve siirelerde (0-
25 dk) ultrasonik muamele uygulanmigtir. Ultrasonik muamele sonrasinda Alkalaz ile
proteolitik hidroliz gerceklestirilmistir. Baslangigta ultrasonik gii¢ ve siirenin
arttirllmasiyla %DH 6nemli oranda artmistir. Ancak gii¢ ve siirenin arttirilmaya devam
ettirilmesiyle birlikte %DH degerinin azalmaya basladig1r rapor edilmistir. Bu
parametrelerin optimizasyonu ile etkin bir hidroliz gergeklestirilebilir (Eskin vd.,

2019).

Yiriitiilen diger ¢aligmada yag1 alinmis bugday ruseym proteinlerinin, ters misellerle
ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon asamasi ultrason yontemi ile desteklenmistir
(Zhu vd., 2009). Ayn1 zamanda ekstraksiyon verimi i¢in Yanit Yiizey Metodolojisi

(RSM) kullanilarak optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Bu calismanin mevcut
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calismadan farki enzimatik hidroliz yerine ters miseller ile protein ekstraksiyonu
yapilmasi ve optimizasyon metodu olarak Taguchi yerine RSM tercih edilmesidir.
Fakat her 2 ¢alismada da protein ekstraksiyon verimini arttirmak i¢in ultrason yontemi
kullanilmistir. Mevcut ¢alismada uygulanan ultrasonik muamelenin 6ncelikli amaci
protein parcalanma verimini arttirmaktir. S6z konusu calismada 20 kHz’lik tek bir
ultrasonik muamele ile farkli ultrasonik giigler (250, 350 ve 450 W) uygulanmistir.
Mevcut ¢alismada ise 20 kHz (200 W) ve 26 kHz (400W) frekans ve gii¢ saglayan 2

farkl1 ultrasonik sistemden yararlanilmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE METOT

Bu calismanin her asamasinda distile su (Millipore Direct-Q 3, Merck, Almanya)
kullanilmistir. Endiistriyel bugday ruseymi (7riticum aestivum) yerel bir firmadan
(Eksun Gida Tarim Sanayi ve Ticaret A.S., Tekirdag, Tiirkiye) temin edildi. Mevcut
calismada kullanilan Alkalaz (2,4 L, PLN05543) ve Flavourzyme (1000 L,
HPNO00581) endiistriyel enzimlerdir. Bu enzimlere ek olarak seliilaz (900.094.17, %92
saflikta, Smart Kimya, Izmir, Tiirkiye) enzimi kullanilmistir. Mevcut calismada
pikrilsiilfonik asit soliisyonu (2,4,6-trinitrobenzensiilfonik asit soliisyonu, TNBS,
P2297-10ML, Sigma-Aldrich), L-L&sin (L8000-25G, Sigma-Aldrich), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH, D9132-5G, Sigma-Aldrich), Folin & Ciocalteu fenol reaktifi
(F9252-500ML, Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Tiim kimyasallar analitik saflikta olup

enzimler disindaki tiim malzemeler Sigma Chemical Corp'tan satin alinmistir.
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Sekil 3.1: Ruseym protein hidrolizatlar1 {iretim siirecinin grafiksel 6zeti
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3.1. AE-IC Metodu ile Ruseymden Protein izolatlarinin Elde Edilmesi

Mevcut c¢alismada Sekil 3.2°de goriilen bugday ruseymi kullanilarak protein
hidrolizatlar1 ve analitik testler yiiriitiilmiistiir. Bugday ruseymi kompozisyonun
belirlenmesi i¢in nem, kiil ve protein analizleri yapilmistir. Mevcut ¢alisma boyunca

bugday ruseymi +4°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2: Eksun Gida Tarim Sanayi ve Ticaret A.S. tesisinden saglanan endiistriyel

bugday ruseymi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Endiistriyel bugday ruseyminden protein izolat1 elde edilmesinde Coskun ve digerleri
(2019) tarafindan bildirilen alkali ekstraksiyon- izoelektrik ¢oktiirme (AE-IC) metodu
kiiciik degisiklikler yapilarak uygulanmistir. Bugday ruseymi laboratuvar tipi
ogiitiiciide (EB 8011, Waring, ABD) &giitiilmiistiir. Ogiitiilmiis bugday ruseyminin (60
g) lzerine saf su (1050 ml) eklenerek (1:17,5) bu malzemeler karistirilmistir. NaOH
(2 M) ile ortamin pH degeri 9,5-10 arasinda sabit tutularak oda sicakliginda bir saat
karistirtlip (500 rpm), proteinlerin ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan yiiksek hizl
santrifiij (Himac CR22N, Hitachi, Tokyo, Japonya) kullanilarak 10 000 x g’de, 30 dk,
17°C’de santrifiij edilip filtre kagidindan (ISOLAB 107.40.140, kalinlig1 0.15-0.25
mm, %100 seliilozdan tretilmistir) siiziilmistiir. Boylelikle ¢oziinmeyen maddeler
uzaklastirllmigtir. Ardindan izoelektrik ¢okeltme i¢in pH 4,5’e ayarlanip 10 000 x
g’de, 30 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sirasinda siirtlinme ve rotor hiz1 ile
1sinma meydana gelmektedir. Diisiik sicakliklarda ise yogusma ve donma problemleri

yasanmaktadir. Boylelikle santrifiij islemi 17°C’de calistirilarak her iki sorunun da
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elimine edilmesi amaglanmistir. Santriflij sonrasi slipernatant atilmis, protein izolati
elde edilmistir. Elde edilen ruseym protein izolati Teknosem TRS 2/2 V liyofilizator
(Teknosem, Istanbul, Tiirkiye) cihazi (-58°C, yaklasik 10 mbar calisma basinci)
kullanilarak yaklasik 24 saatte kurutulmustur. Uretilen ruseym protein izolati

analizlerde kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

L25 deneme deseninde her bir ruseym protein hidrolizatinin hazirlanmasinda, cam
reaktoriin i¢ine ultrasonik prob daldirildiginda sivi ile temasin saglanabilmesi igin
minimum 120 g ruseym, 1200 ml saf su kullanilmistir. Mevcut ¢alismada, AE-IC
yontemiyle bugday ruseyminden protein izolat1 hazirlanmasina yonelik denemelerde,
elde edilen protein izolati verimi kiitlece %10’un altinda kalmistir. Bu durum,
uygulanan yontemin ruseym protein hidrolizatlar: tiretiminde sinirli bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Deneme deseninde, ruseym yerine ruseym protein izolati
kullanilmast durumunda, her bir numunenin hazirlanmasi icin gerekli olan 120 g
ruseym protein izolat1 elde edilmesi, yaklasik 10 kat daha fazla ruseym kullanim1 ve
ek is yikii gerektirmektedir. Bugday ruseymi protein izolatinin diisiik verimi,
endiistriyel Olcekte iiretiminin yliksek maliyetli ve zaman alici olmasi nedeniyle bu
yontem tercih edilmemistir. S6z konusu gerekgeler dogrultusunda, mevcut ¢alismanin
devaminda ruseym protein hidrolizatlar1 iiretiminde ruseym protein izolati yerine
rugeym kullanim tercih edilmistir. Ayrica dogrudan ruseym kullanilarak elde edilen
tiriinlerin birincil degerlendirme kriteri olan serbest amino asit igerigi (sonuglar
gosterilmemistir), literatiirde protein hidrolizatlarinda bulunan serbest amino asit

oranlarini saglamasi da bu kararin verilmesinde etkili olmustur.

Sekil 3.1’de yer alan grafiksel Ozette mevcut ¢aligma boyunca bugday ruseymi
kullanilarak gergeklestirilen uygulamalar yer almaktadir. Bu kapsamda oncelikli
olarak bugday ruseymi 20 kHz (200 W) ve 26 kHz (400W) frekans ve gii¢ saglayan
olmak tizere sirastyla US 1 ve US 2 olmak tizere 2 farkli ultrasonik sistem ile muamele
edilmistir. Bunu takiben seliilaz enzimi ile karbonhidratlarin nispeten pargalanmasi
saglanmistir. Bir sonraki asamada sirasiyla Alkalaz ve Flavourzyme ile proteolitik
hidroliz gergeklestirilmistir. Tiim enzimatik reaksiyonlarda karistirmali su banyosu
kullanilmistir. Enzimatik muamelelerin sonrasinda, karisim filtre kagidiyla siiziliip,
santrifiij yapilmistir. Son asamada ultrafiltrasyon ile fraksiyonlama yapilarak ruseym
protein hidrolizatlar1 elde edilmistir. Ruseym protein hidrolizatlar1 L25 Taguchi

tasarrmina gore hazirlamp TFI, %DH ve DPPH siipiirme aktivitesi analizleri yapilmus,
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birincil degerlendirme kriteri olan serbest amino asit degeri HPLC cihazinda
dl¢iilmiistiir. Istatistiksel analizler sonucunda serbest amino asit degeri esas aliarak
optimize ruseym protein hidrolizatlar1 hazirlanmis ve numuneler etiivde konsantre (9,8
kat) edilmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlarina ve konsantrelerine analizler

uygulanarak elde edilen veriler incelenmistir.

3.2. Bugday Ruseymi Protein Hidrolizatlarimin Hazirlanisi

Bugday ruseymi protein hidrolizatlar1 hazirlanirken proteinlerin pargalanma
etkinliginin iyilestirilmesi amaciyla ultrasonik 6n muameleler uygulanmistir. Bu amag
dogrultusunda once farkli frekanslarda olan ultrasonik muamele 1 (US1) ve ultrasonik
muamele 2 (US2) uygulandi. Ardindan seliilaz, Alkalaz ve Flavourzyme enzimleriyle
parcalanma saglandi. Son olarak ultrafiltrasyon islemi ile 50 kDa kasetten gecemeyen
biiylik polipeptit yapilar1 gibi safsizliklardan arindirildi. Bu asamalarin timi Sekil
3.3’te gosterilen akim semasinda verilmistir. Bugday ruseymi kullanilarak ruseym
protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde uygulanan ultrasonik muamele siireleri,
proteolitik enzimlerin miktarlar1 ve ultrafiltrasyonda gerceklesen hacimsel

konsantrasyon oranlar1 L25 Taguchi deney tasarimina gore belirlenmistir.
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Reaktorde farkh
zaman
parametrelerine 1 saat- pH 6
gore US1 ve US2 e
uygulamasi

Seliilaz

Flavourenzim Alkalaz
6 saat- pH 7 2 saat- pH 8
50°C 50°C

Ultrafiltrasyon (50 Analizlerin
kDa) Yapilmasi

Sekil 3.3: Bugday ruseymi protein hidrolizatlarinin tiretim akis semasi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.1. Bugday Ruseymine Ultrasonik Muamelelerin Uygulamasi

Bugday ruseymi proteinlerinin proteoliz etkinliginin iyilestirilmesi i¢in ruseym
dispersiyonlar1 oncelikle ultrasonik muamelelere tabi tutulmustur (Zhu vd., 2009).
Borosilikat cam reaktdre (¢ap 10 cm, yiikseklik 24 cm, Caliskan Laboratuvar Uriinleri
Tic. Ltd. Sti, Ankara) bugday ruseymi 1:10 oraninda distile su ile eklendi. Ruseym 120
g ve saf su 1200 g olacak sekilde ultrasonik muamele esliginde deney boyunca
karistirild (100 rpm, VELP, Scientifica, italya). Karisimlar Taguchi tasarimina gore
belirlenen farkli siirelerde (0-48 dk) ultrasonikasyona tabi tutuldu. Farkli ultrasonik
frekans ve yogunluklarin etkisinin incelenmesi amaciyla Sekil 3.4’te goriildiigl gibi
once Sonotrode S26d7 probu ile desteklenen Hielscher, UP200Ht (Almanya, 26 kHz,
200 W, prob cap1:7 mm) cihazi ile Ultrasonik muamele 1 (US1) ve ardindan TS425
probu ile desteklenen Sonoplus, UW 400 (Berlin, Almanya, 20 kHz, 400 W, prob ¢ap:
25 mm) cihaz1 Ultrasonik muamele 2 (US2) ile ultrasonikasyon uygulandi. Darbe
modu 1 saniye agik 1 saniye kapali olacak sekilde ayarlandi. Ultrasonikasyon

isleminde ruseym-su karisimi reaktoriin ceket kismina bagh Sekil 3.4’te goriilen
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sirkiilasyonlu su sistemi (Labo SM3, Labo Makina San. ve Tic. A.S., Tiirkiye)

tarafindan reaktoriin sicakligi 20°C’de sabitlendi.

Ruseym- su karigimina US 1 Ruseym-su karisimina US
uygulamasi 1’den sonra US 2 uygulamasi

SSS= 8 L N
US 1 ve US 2 uygulamasinda sirkiilasyonlu su
sistemi ile sicakligin 20°C’de sabit tutulmasi

Sekil 3.4: Enzimatik proteoliz oncesi L25 Taguchi tasarimina gore belirlenen
stirelerde ruseym-su karigimina ultrasonik muamele 1 (US 1, 26 kHz, 200 W) ve

ultrasonik muamele 2’nin (US 2, 20 kHz, 400 W) uygulanmasi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.2. Ruseym Dispersiyonlarinin Enzimatik Hidrolizi

Ruseym karisimina ultrasonikasyon islemleri uygulandiktan sonra enzimatik
muamelelere baglanmistir. Ruseym karisiminin pH degeri 6nce pH 6’ya ayarlanip,
karistma %0,1 seliilaz (%92 saflikta, 900.094.17, Smart Kimya, Izmir, Tiirkiye)
eklenmistir. Ardindan bu karisim 1 saat karistirmali su banyosunda (WBN, 14,
Memmert, Biichenbach, Almanya) inkiibasyona birakilmistir (50°C). Bu islemden
sonra ortamin pH degeri 8’e yiikseltilip (2 M NaOH), ortama Alkalaz (2 AU/ml)
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(Wang vd., 2018a) eklenmistir. Daha sonra bu karigim 2 saat karistirmali su
banyosunda tutulmustur (50°C). Son olarak pH 7’ye ayarlanip (2 M HCI), ortama
Flavourzyme (1 g enzim: 5 g protein) eklenmistir. Ayni sekilde numuneler 6 saat
karistirmali su banyosunda inkiibasyona birakilmistir (50°C). Ardindan enzimlerin 1s1l
inaktivasyonu i¢in 10 dk karistirmali su banyosunda tutulmustur (90°C) ve seliilozdan
tiretilen kaba filtre kagidi (kalinlig1 0.15-0.25 mm) ile siizilmiistiir. Son olarak 10 000
x g’de 20 dk, 17°C’de santrifiij edilmistir. Sekil 3.5’te bugday ruseymi protein
hidrolizatlarinin elde edilmesinde uygulanan enzimatik muamelelerin gorselleri yer
almaktadir. Ultrasonik muamele sonrasi karigima sirasiyla selillaz, Alkalaz ve
Flavourzyme eklenerek uygulanan enzimatik hidroliz islemi Sekil 3.5°te
gosterilmektedir. Enzimatik hidroliz sonrasi rugseym protein hidrolizatlarina filtreleme

ve santrifiij islemi uygulanmstir.
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1- SELULAZ

Ultrason muamelesi
yapilmis ruseym-su
karigimina seliilaz
enzimi verilerek pH 6’da
50°C’de 1 saat
calkalamali su
banyosunda inkiibe
edildi.

4- FILTRELEME

Enzimatik islemlerden sonra
kaba filtre kagidiile siizme
islemi uygulandi ve siiziintii

bir sonraki adim i¢in ayrildi.

3-FLAVOURZYME

Alkalazdan sonra

2- ALKALAZ

Seliilaz isleminden sonra

Flavourzyme ilave

Y A edilerek pH 7°de, 50°C’de,
proteolitik hidroliz i¢in
| 6 saat calkalamali su
Alkalaz enzimi verilerek

banyosunda inkiibe edildi.
pH 8’de 50°C’de 2 saat

Sonrasinda enzimlerin
calkalamali su
inaktivasyonu i¢in

banyosunda inkiibe
90°C’de 10 dk bekletildi.

edildi.

e N

5- SANTRIFUJ

Siiziintii 17°C, 20 dk, 10 000 x

g’de santrifiij edildikten sonra
kalan s1v1 kisim rugseym protein

hidrolizatlarin1 olusturmaktadir.

Sekil 3.5: Bugday ruseymi protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde ultrasonik

muameleleri sonrasi uygulanan enzimatik hidroliz, filtreleme ve santrifiij islemleri
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Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.3. Ultrafiltrasyon Yontemi ile Fraksiyonlama

Elde edilen ruseym protein hidrolizatlarindan kii¢iik molekiillerin konsantre edilmesi
amaciyla ultrafiltrasyon cihazi kullanilmistir. Ultrafiltrasyonda filtreden gecen filtrat
kismi1 toplanmus, filtreden gecemeyen retentant kismi atilmistir. Ultrafiltrasyon islemi
oda sicakliginda, 8 ml.dk!' akis hizinda, yaklasik 70 dk boyunca, 500 ml protein
hidrolizati kullanilarak ultrafiltrasyon cihazinda fraksiyonlanmistir (Hacimsel
konsantrasyon orani 0 ile 5 kat arasinda degismektedir). Bu islemler Sekil 3.6’da
gosterilen ultrafiltrasyon cihazi (Sartorius Vivaflow 200 UF sistemi) ile
gerceklestirilmistir. Ultrafiltrasyon islemlerinde 50 kDa MWCO por agikligi bulunan
polietersiilfon (PES) membran filtre (VF20P3) kullanilmistir.

\ s

Sekil 3.6: Ruseym protein hidrolizatlarinin 50 kDa membran filtreden gegcirilerek

fraksiyonlanmasi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.3. TNBS (2,4,6-Trinitrobenzen Siilfonik Asit) Yontemi ile Hidroliz Derecesinin

Belirlenmesi

Ruseym protein hidrolizatlarinda hidroliz derecesinin (%DH) 6lgiilmesi icin TNBS
metodu kullanilmistir. Mevcut ¢alismada Adler-Nissen (1979) tarafindan agiklanan
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TNBS renk 6l¢iim metodunun protokoliinde bazi degisiklikler yapilarak hidroliz
derecesinin dl¢limii gergeklestirilmistir. Saf su ile seyreltilen (1:20) ruseym protein
hidrolizatlarindan 100 pl alinip iizerine 300 pl saf su eklenmistir. Sahit numune i¢in
cam tiipe 400 pl 0,2 M (pH 8,2) sodyum fosfat tamponu eklenmistir ve tepkime
karisimi %0,44 SDS (sodyum dodesil siilfat) ile karistirilmistir. Ardindan 190 pl 0,2
M (pH 8,2) sodyum fosfat tamponu eklemistir ve ortama 300 pul %0,1 TNBS ¢ozeltisi
eklenip karisim 50°C°de 1 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyondan sonra 340
nm’de absorbans Sl¢limii yapilmistir (UV-1280, Shimadzu, Kyoto, Japonya). Sekil
3.7"de TNBS metodu ile %DH Oolglimiinde ruseym protein hidrolizatlarina ait
spektrofotometrik renk degisimleri gosterilmektedir. Bu analiz sonucunda 6rnekteki
serbest amino gruplarinin miktari dlgiilerek %DH belirlenmistir. L- 16sin (0-2 mg.L™!)
referans alinarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. TNBS hesaplamasinda Do Evangelho
ve digerleri (2017) tarafindan yazilan makale referans alinarak hesaplama yapilmistir.
Hesaplamada kullanilan hy: degeri (8,3 meqv/g protein) i¢in Zhu ve digerleri (2015)
tarafindan yaymlanan makaleden yararlamilmistir. Hidroliz derecesi degeri

hesaplamalari, Denklem 3.1°de verilen formiil esas alinarak yapilmigstir.

%DH = —

x 100 3.1)

tot

Sekil 3.7: L25 deneme deseninde sirasit ile bazi numunelerin ruseym protein

hidrolizatlarinin TNBS yontemi ile takip edilen renk degisimleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.4. DPPH (2,2-Diphenyl-1- Picrylhydrazyl) Siipiirme Aktivitesi Analizi

Ultrasonik ve enzimatik islemler uygulanan ruseym protein hidrolizatlarindan 50 pl
alinip bu numuneler 50 pl metanol ile seyreltilmistir. Ardindan bu karigima 0,1 mM
metanolde ¢oziindiiriilen DPPH c¢ozeltisi (2 ml) eklenerek reaktifler tekrar
karigtirilmistir. Karisim, karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona
birakilmigtir. Ruseym protein hidrolizatlarinda zamana bagli olarak 517 nm dalga
boyunda absorbans dl¢liimii yapilmistir (UV-1280, Shimadzu, Kyoto, Japonya). Sekil
3.8’de, DPPH siipiirme aktivitesi sonuglarina gore ruseym protein hidrolizatlarina ait
renk yogunlugu 6l¢iim numuneleri gosterilmektedir. DPPH siiplirme aktivitesi analizi
Blois (1958) metoduna gore yapilmistir. Bu testte Troloks [mg TE (Troloks
Esdegeri).100 g'! numune] pozitif kontrol olarak alinmistir. Denklem 3.2°de verilen

formiil esas alinarak % DPPH siiplirme aktivitesi hesaplanmistir.

(ABSnegatif kontrol—ABSornek)

% DPPH siipiirme aktivitesi = x 100 (3.2)

(ABSnegatif kontrol—ABSblank)

Sekil 3.8: L25 deneme deseninde sirast ile kor, 1, 9 ve 19 numarali ruseym protein

hidrolizatlarinin DPPH siiplirme aktivitesi degerlerinin degisimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.5. Toplam Fenolik icerigi (TFI) Analizi

Bu analiz, Folin-Ciocalteu ayiracinin indirgenmesine bdylelikle fenolik madde
igeriginin belirlenmesine dayanmaktadir. Folin-Denis reaktifi kullanilarak fenolik
madde igeriginin Ol¢liimiinde analizde olusan beyaz c¢okeltinin uzaklagtirilmasi igin
spektrofotometrik 6l¢iim Oncesi filtrasyon veya santrifiij muamelesi gerekmektedir.
Bu sebeple Folin-Denis reaktifi kullanimi1 dezavantajli bulunmakta ve bdoylelikle
mevcut calismada TFI analizi icin Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmistir. Alkali ortam
kosullarinda fenolik bilesikler, fosfotungstik ve fosfomolibdik heteropoli mavi asitler
iceren Folin-Ciocalteu reaktifi ile indirgenme reaksiyonu vermekte ve
spektrofotometrik yontem kullanilarak dl¢iilmektedir. indirgenme reaksiyonu sonucu
olusan mavi renkli kompleks maddenin renk yogunlugu fenolik madde miktar ile
dogru orantili olarak artmaktadir (Singleton ve Rossi, 1965; Singleton vd., 1999;
Tutelian vd., 2004). Boylelikle renk yogunlugu esasina gore standart egri grafigi
olusturularak karisimda bulunan fenolik madde miktar1 belirlenmektedir. Folin-
Ciocalteu reaktifi fenolik bilesiklerin yani sira tirozin-triptofan amino asitleri ve
askorbik asit gibi maddelerle indirgenme reaksiyonu vermektedir (Sanchez-Rangel

vd., 2013).

Ruseym protein hidrolizatlarinda toplam fenolik madde igeriginin Olg¢lilmesi i¢in
Folin-Ciocalteu metodu kullanilmistir. Once 1:10 oraninda (su; Folin-Ciocalteu
reaktifi) Folin soliisyonu hazirlanmistir. Bugday ruseymi protein hidrolizatlari saf su
ile %5’e seyreltilmistir. Hazirlanan bu karisimdan 100 pl alinarak bu numunenin
tizerine Folin soliisyonundan 750 pl ve %6°lik sodyum karbonat ¢ozeltisinden 750 pl
eklenmistir. Karisim karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda 90 dk inkiibasyona
birakilmigtir.  inkiibasyon sonunda spektrofotometrede (UV-1280, Shimadzu,
Japonya) 750 nm’de absorbans degeri belirlenmistir. Sekil 3.9°da TFI sonuglarina gére
ruseym protein hidrolizatlarna ait renk yogunlugu Ol¢iim numuneleri
gosterilmektedir. Standart egri grafigi, gallik asidin standart olarak kullanilmasiyla
olusturulmustur (konsantrasyon araligi 0,01-0,6 mg.ml!). Numunenin 100 gramindaki
mg gallik asit esdegeri [mg GAE (Gallik Asit Esdegeri).100 g”! numune] fenolik
madde miktar1 olarak hesaplanmistir. TFI analizinde Singleton ve digerleri (1999)

tarafindan belirlenen metot uygulanmaistir.
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Sekil 3.9: L25 deneme deseninde sirasi ile kor, 19, 9, 4, 3, 2, 1 numarali ruseym protein

hidrolizatlariin TFI degerlerinin degisimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.6. Organik Karbon Analizi

Nelson ve Sommers’in (1982) uyguladigi sekliyle Walkley Black metodu (1934)
kullanilarak ruseym protein hidrolizatlarina organik karbon analizi uygulanmistir.
Ruseym protein hidrolizatlarma (1 g) 10 ml 1 N potasyum dikromat eklenmistir.
Ardindan karisima 20 ml derisik siilfiirik asit ¢ozeltisi (%36,5 saflikta) eklenip 1 dk
karigtirilmistir. Bu karisim 25 dk boyunca, 160°C’de manyetik karistiricilt (50 rpm)
1s1iticidda (AM4 Multi-positions Hot Plate Stirrer- VELP Scientifica, Italya) 1sitilmstir.
Devaminda karisima 10 ml daha potasyum dikromat eklenip 160°C 1siticida 5 dk
1s1tilma islemi yiiriitiilmiistiir. Karigimin oda sicakligina gelmesinin ardindan, karisima
200 ml saf su ilave edilmistir. Bu iglemi takiben karisima (saf su: fosforik asit) 1:1’lik
formik asit (%85 saflikta) ¢ozeltisinden 10 ml eklenmistir. Indikatdr olarak baryum
difenilamin siilfonat ¢ozeltisinden 650 pl eklenmistir. Bir sonraki asamada 0,5 M
demir (II) siilfat ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Harcanan demir (II) siilfat ¢6zeltisi hacmi
not edilmistir. Denklem 3.3’te verilen formiil esas alinarak % organik karbon miktar1
hesaplanmistir. Sekil 3.10°da organik karbon analizi sonuglarina gore ruseym protein
hidrolizatlarina ait titrasyon Oncesi ve sonrast renk yogunlugu 6l¢iim numuneleri

gosterilmektedir.
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(A-(BxNy))x0,337
Tartilan Ornek Miktari (g)

% Organik Karbon = (3.3)

A: Harcanan potasyum dikromat hacmi (ml)
B: Titrasyonda harcanan demir (II) siilfat ¢ozeltisi hacmi (ml)

Ni: Demir (II) siilfatin kesin normalitesi (Ni. 10/ Sahit numune i¢in harcanan demir (II)

stilfat ¢cozeltisi hacmi (ml))

b)

Sekil 3.10: Organik karbon analizinde kor (a ve b gorselinde soldan 1. erlen) ve

ruseym protein hidrolizatlarinin titrasyon a) dncesi ve b) sonrast degisimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.7. Seker Analizi

Ruseym protein hidrolizatlarina uygulanan seker analizi pompa (LC-20AD), degazer
(DGU-20A5R), termostatli kolonu (CTO-10AS VP), oto 6rnekleyici (SIL-20A HT),
ve kirllma indisi dedektdriinden (RID-20A) olusan Sekil 3.11°de gosterilen HPLC
sistemi (Prominence LC-20A, Shimadzu Corporation, Japonya) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Seker analizinde NH: kolonu (GL Sciences Inertsil NH, kolonu,
250 mm x 4,6 mm, 5 um) kullanilmistir. Mobil faz olarak %75 asetonitril ve %25 saf
su karistirilarak izokratik akis saglanmistir. Kolon sicakligi 40°C ve mobil faz akis hizi
1 ml.dk™ olacak sekilde ayarlanmistir. Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla
analiz edilecek sekerler (glikoz, fruktoz, maltoz ve siikroz), %0-2 araliginda ve %0,5
artislarla hazirlanan 5 farkli konsantrasyonu karsilamak iizere Sekil 3.11°de gosterilen
HPLC cihazina enjekte edilmistir. Bunu takiben rugseym protein hidrolizatlar1 da 40 pl

enjekte edilmis ve standart egri grafigine uygun olarak numunelerde bulunan seker
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konsantrasyonlar1 hesaplanmigtir. Coskun ve digerleri (2021) tarafindan yazilan

makale esas alinmus, ilgili ¢alismadan farkli olarak diyaliz yontemi uygulanmamustir.

Sekil 3.11: Ruseym protein hidrolizatlarinin seker ve serbest amino asit analizlerinin

Ol¢timiinde kullanilan HPLC sistemi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olugturulmustur.

3.8. Nem ve Kiil Analizi

Kiil tayini i¢cin AOAC (2012) 942.05 protokolii referans alinmistir. Sabit tartima
getirilen krozede endiistriyel bugday ruseyminden elde edilmis 2 g proteolitik
hidrolizat numunesi tartilmistir. Bu islemden sonra krozenin i¢ine 2 ml etanol
dokiilerek karisim cakmakla yakilmistir (yakma stiresi yaklagik 5 dk). Bir sonraki
adimda krozeler kiil firrninda (MT-1105, Magmatherm, Tiirkiye) 4 saat 600°C’de
yakilmistir. Siire sonunda kil firinindan ¢ikarilan krozeler desikatérde (ISOLAB,
vakumsuz borosilikat cam, ¢ap 200 mm) sogutulup tartim yapilmistir (Sekil 3.12).

Olusan farka gore % kiil miktar1 hesaplanmstir.

Ruseym 6rneginin nem igeriginin belirlenmesinde AOAC (2009) 935.29 protokolii
uygulanmigtir. Cam petrilerde 2 g ruseym numuneleri tartilarak petriler etiivde (100—

105°C) 5 saat tutulmustur. Bu siirenin ardindan numune desikatérde sogutulup
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tartilmistir. Elde edilen veriler ile ruseym o6rneginin %nem icerigi Denklem 3.4’te

sunulan sekilde hesaplanmaistir.
%Nem === x 100 (3.4)
A: Kurutma 6ncesi ruseym kiitlesi (g)

B: Kurutma sonrasi rugseym kiitlesi (g)

Sekil 3.12: Kiil firinindan ¢ikarilan bugday ruseymi protein hidrolizatlar

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.9. Protein Analizi

Toplam azot miktar1 Kjeldahl NMKL, Ne 6 (2003) referans metodu kullanilarak
belirlenmistir. Bunu takiben bugday ruseyminin protein doniisiim faktorii (5,7)
kullanilarak toplam protein miktar: bulunmustur (Juhasz vd., 2015). Ultrasonik ve
enzimatik muamelelere ugratilmis ruseym numuneleri 3 g tartilarak Kjeldahl tiipiine
konulmustur. Bugday ruseyminden 0,25 g ve sahit numune i¢in 1 g siikroz tartilip
baska bir Kjeldahl tiipiine eklenmistir. Kjeldahl tiiplerine birer tane Kjeldahl tableti
atilmistir. Devaminda tiiplere 25 ml derisik siilfirik asit (%36,5 saflikta) eklenmistir.
Bir sonraki asamada tlipler Kjeldahl diizenegine (behr Labor-Technik GmbH,
Almanya) yerlestirilip yakma islemi gerceklestirilmistir. Yakma islemi tiiplerin
igindeki sivinin rengi yesile donene kadar devam etmis ve bu gozlemin ardindan
karisim 30 dk daha yakilip karisimin oda sicakligina gelmesi i¢in 20 dk ¢eker ocakta
(Tura Celik, TC-STAR 120, 2200x1200x750 mm, Istanbul, Tiirkiye) beklenmistir.
Bunu takiben erlenlere 25 ml borik asit eklenmistir. Devaminda erlenlere pasteur pipeti
ile 1 damla metilen mavisi, 3 damla metilen kirmizisi eklenip karigtirma uygulanmistir
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(100 rpm, 1 dk). Distilasyon kolonunda (UDK 139, VELP Scientifica, Italya) ilgili
boliimlere erlen ve Kjeldahl tiipii yerlestirilip 5 dk distilasyon yapilmistir. Distilasyon
sonrasinda erlen 0,1 M HCI asit ile titre edilmistir. Harcanan HCI asit hacmi not edilip
Denklem 3.5’te verilen formiil kullanilarak hesaplanmustir.

__ 1,401X(vr—vp)XNyci X F
m

P (3.5)

P: Protein miktar1 (%)

Vr: Titrasyonda harcanan HCI miktar1 (ml)

Vy: Sahit numune i¢in titrasyonda harcanan 0,1 M HCI miktar1 (ml)
Nucr: Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0,1)

m: Numune kiitlesi (g)

F: Doniistim faktorii (bugday ruseymi igin 5,7)

3.10. Briks analizi

Briks analizi amaciyla ruseym protein hidrolizatlari pasteur pipeti ile alinip bir damla
Briks cihazina (Dijital Abbe Refraktometre, WY A 2S Model) yerlestirilmis ve Briks

Olctimii yapilmistir.

3.11. Serbest Amino Asit Analizi

Ruseym protein hidrolizatlarinin serbest amino asit 6l¢limii Kuhn ve digerleri (2023)
tarafindan bildirilen yontemde kiiclik degisiklikler yapilarak uygulanmistir. Ruseym
protein hidrolizatlar1 0,45 pm gézenek ¢apli PVDF (polivinilden diflorid) siringa ucu
filtre ile siiziilmiistir. On kolon fenilizotiyosiyanat (PITC) kullanilarak
tiirevlendirilmistir. Amino asit kantifikasyonu i¢in UV-VIS dedektdr (SPD-M20A),
pompa/solvent dagitict modiil (LC-20AD) ve kolon firm1 (CTO-10AS VP) ile
donatilmis bir sivi kromatografisi cihazi (Prominence LC-20A, Shimadzu
Corporation, Japonya) kullanilmistir. Kolon firin1 sicakligt 50°C olan bir Luna
Phenomenex (Danaher Corporation, Torrance, ABD) ters fazli kromatografi kolonu
(250 mm x 4,6 mm, 5 um) kullanilmistir. Mobil faz A 25 ml asetonitril ile karistirilan
975 ml 0,07 M sodyum asetat trihidrat (pH 6,5) ile mobil faz B 450 ml asetonitril, 150
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ml metanol ve 400 ml ultra saf su karistirilarak hazirlamistir. Mobil fazin akis hiz1 1
ml.dk™ olarak ayarlanip, i¢ standart olarak aminobiitirik asit kullanilmistir. Ultraviyole
(UV) dedektor kullanilarak 254 nm dalga boyunda ruseym protein hidrolizatlarinin

serbest amino asit 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.

3.12. Taguchi Yontemi

Taguchi yontemi, deneysel c¢alismalarda uygulanan proses parametrelerinden
hangisinin ya da hangilerinin daha etkili oldugunu belirlemeyi ve daha az veri ile
optimum sonuca ulasmay1 hedeflemektedir. Bu yontem zamanin ve kaynagin daha
verimli kullanimima olanak saglamaktadir (Babaki vd., 2017). Taguchi tasarim
yontemi yanit yiizey metodolojisi, tam faktoriyel tasarim, 6zel model ve bilesik
merkezi tasarim gibi klasik deney tasarim yontemlerine kiyasla nispeten az sayida test
kullandig1 i¢in daha pratik bir optimizasyon yaklagimidir (Duran-Jimenez vd., 2014;
Khanna ve Davim, 2015). Taguchi analizinde deney tasarimi, se¢ilen her parametrenin
farkli seviyeleri test etmesine gore olusturulmaktadir ve birbirinden bagimsiz
degiskenler parametre olarak belirlenmektedir. Belirlenen parametrelere gore seviye
olusturulup ortaya cikan deney tasarimina ‘“ortogonal dizi” adi verilmektedir
(Cimbala, 2014). Taguchi yonteminde ortogonal diziye uygun kosullarda deneyler
yapilmakta ve elde edilen veriler S/N (sinyal/giiriiltii, signal/noise) oranina
dontistiiriilerek optimum degere ulasilmaktadir (Bilga vd., 2016). Mevcut calismada
L25 Taguchi deney tasariminda ruseym protein hidrolizatlarinin faktorleri Tablo
3.1°de wverildigi gibi US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme
konsantrasyonlar1 ve ultrafiltrasyon isleminde hacimsel konsantrasyon orani olarak
secilmigtir. US 1 ve US 2 faktorleri i¢in 0-48 dk araliginda 12 dk’lik artislarla 5 farkl
seviye belirlenmistir. Alkalaz ve Flavourzyme ile yiiriitiilen 6n denemelerle ruseym
protein hidrolizatlarina maksimum etki eden enzim miktarlar1 (Alkalaz 2 AU/ml,
Flavourzyme 1:5 [enzim/protein]) bulunmustur. Maksimum etkiye sahip Alkalaz ve
Flavourzyme enzim miktarlar1 %100 olarak kabul edilerek %0-100 arasinda %20’lik
artiglarla 5 farkli seviye belirlenmistir. Ruseym protein hidrolizatlar1 50 kDa kasetten
farkli hacimsel konsantrasyon oranlari belirlenerek 5 farkli seviyede (0,4,6,8 ve 10 kat
hacimsel konsantrasyon) ultrafiltrasyon islemi yapilmistir. Faktor ve seviyeler,
literatlirdeki bulgular ve gergeklestirilen 6n denemeler (sonuglar verilmemistir)
1s1ginda belirlenmistir.
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Tablo 3.1: Taguchi analizinin optimizasyon siirecinde belirlenen faktorler ve seviyeler

Faktor Birimler Seviye
1 2 3 4 5
Ultrason 1 Dk (0-48) 0 12 24 36 48
Ultrason 2 Dk (0-48) 0 12 24 36 48
Alkalaz 2 AU/ml (%20-%100) 20 40 60 80 100
Flavourzyme 1:5 (enzim/protein) 20 40 60 80 100
(%20-100) (v/v)
Ultrafiltrasyon =~ Hacimsel konsantrasyon 0 4 6 8 10
(0-10 kat)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Belirlenen faktdr ve seviyelere gore Tablo 3.2°de goriilen L25 ortogonal dizi
olusturularak ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde uygulanmigtir. L.25
ortogonal dizi ruseym protein hidrolizatlar i¢in faktorlerin farkli seviyelerinin denenip
optimum seviyelerin belirlendigi 5 faktor, 5 seviyeye sahip deney tasarimidir. L25
Taguchi tasarimina gore elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin deney sonuglari

S/N’ye doniistiiriilerek analiz edilmistir.
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Tablo 3.2: Taguchi analizine gdre ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde

kullanilan L25 deneysel tasarimi

Deney Ultrasonik | Ultrasonik | (2AU/ml) (1e/5p) Ultrafiltrasyon
No. | muamele 1 jmuamele 2| Alkalaz |Flavourzyme | Konsantrasyonu
(0-48 dk) | (0-48 dk) ((0- 100%)| (0-100%) (0-10 kat)
1 12 12 20 20 0
2 12 24 40 40 4
3 12 36 60 60 6
4 12 48 80 80 8
5 12 0 100 100 10
6 24 12 40 60 10
7 24 24 60 80 0
8 24 36 80 100 4
9 24 48 100 20 6
10 24 0 20 40 8
11 36 12 60 100 8
12 36 24 80 20 10
13 36 36 100 40 0
14 36 48 20 60 4
15 36 0 40 80 6
16 48 12 80 40 6
17 48 24 100 60 8
18 48 36 20 80 10
19 48 48 40 100 0
20 48 0 60 20 4
21 0 12 100 80 4
22 0 24 20 100 6
23 0 36 40 20 8
24 0 48 60 40 10
25 0 0 80 60 0

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur
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Mevcut ¢alismada ruseym protein hidrolizatlarinin serbest amino asit, DPPH siipiirme
aktivitesi, TFI ve %DH analizlerinin istatistiksel sonuglar1 incelenerek optimize
ozelliklere sahip 6rnek belirlenecektir. Ruseym protein hidrolizatlar1 i¢in birincil yanit
(response) parametresi olarak serbest amino asit degeri belirlenmistir. Bu sebeple
serbest amino asit degeri birincil etken olarak degerlendirilmektedir. Literatiir taramasi
yapildiginda amino asitlerin, bitkilerde biiyiime ve gelismeyi destekledigi, stres
kosullarinda bitkinin dayanimina katki sagladigi arastirmalar ile kanitlanmistir
(Barneix ve Causin, 1996; Khan vd., 2019; Paul vd., 2019). Serbest amino asitler tarim
disinda pek ¢ok sektor icin de Onemli bir 6gedir, 6rnegin hayvan beslenmesinde
hayvan mamalarina serbest amino asit takviyesi yapilmaktadir. Blaza ve digerlerinin
(1982) yiiriittiigi calismada biiyiime donemindeki Labrador cinsi kopeklerin
mamalarma %0,57 veya %0,74 metiyonin ilave edilmesinin biiylime performansini

(vicut agirligini) arttirdig1 raporlanmustir.

S/N yanit tablosunda bulunan delta degeri bir faktoriin en biiyiik degeri ile en kiigiik
degeri arasindaki farki vermektedir (Khanna ve Davim, 2015). Delta degeri en biiyiik
olan faktor, optimum degeri diger faktorlerden daha ¢ok etkilemektedir. S/N, yanittan
istenen degerin cikarilmasi ile belirlenen bir degerdir. “S” (sinyal, signal) istenen
degeri, “N” (glriiltii, noise) ise istenmeyen degeri gostermektedir. S/N oranina ait 3
farkli kategori bulunmaktadir: Daha kiiciik olan daha 1yi, daha biiyiik olan daha 1yi ve
nominal olan daha iyi seklindedir (Kumar vd., 2015). Serbest amino asit, DPPH
siipiirme aktivitesi, TFI ve %DH analizlerinin istatistiksel sonuglar1 incelenerek

optimum Ornek belirlenmistir.

Ruseym protein hidrolizatlarinda maksimum % serbest amino asit verimi, TFi, DPPH
stiplirme aktivitesi ve %DH degeri istendigi i¢in “daha biiylik olan daha iyi” kriteri
uygulanmistir. Secilen bu kritere gére S/N orant Denklem 3.6’da gosterilmektedir.

Denklem 3.6’da sunulan “n” degeri 6l¢iim sayisini ifade ederken “y” ise mevcut

calismada bagimhi degisken i¢in Olgiilen degeri gostermektedir.

2(%)) 56

S—

= 101log4g (

n
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3.12.1. Varyans Analizi (ANOVA)

ANOVA, faktorlerin goreceli dnemini tahmin etmede kullanilmaktadir. ANOVA
tablosunda serbestlik derecesi, katki yiizdesi ve varyans degerleri yer almaktadir.
Katki ylizdesi optimum sonucu etkileme yiizdesi olarak tanimlanabilir. Katki ytlizdesi
en yiiksek olan faktoriin, optimum deger icin diger faktorlerden daha etkili oldugu

anlamina gelmektedir (Khanna ve Davim, 2015).

Faktorlerin S/N oranlarin hesab1 “Minitab ®18” (State College, PA, ABD) yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Faktorlerin optimum sonuglarini belirlemek igin yanit ve

ANOVA tablolar1 kullanilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

Bu caligmada serbest amino asit degerinin birincil optimizasyon kriteri olarak
belirlendigi ve ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde Taguchi yaklasiminin

uygulandig1 bir tasarim yiiriitiilmiis elde edilen bulgulara bu boliimde yer verilmistir.

4.1. Ruseymin ve Ruseym Protein Izolatinin Kompozisyonel Analizi

Mevcut projede kullanilan endiistriyel bugday ruseyminin kompozisyonel analiz
sonuclart Tablo 4.1°de verilmistir. Tablo 4.1°deki verilere gore bugday ruseyminin
yaklagik olarak %5,6 nem, %21,5 protein ve %4 kiil igerdigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla mevcut ¢alismada ruseym protein hidrolizatlari elde etmek i¢in kullanilan
baslangi¢ materyali olan ruseymin yiiksek protein degerine sahip oldugu gézlenmistir.
Bugday ruseymine ait kompozisyonel veriler literatiirdeki veriler ile kiyaslandiginda
sonuclarin benzerlik gosterdigi bulunmustur. Karami ve digerlerinin (2019) yiirtittigl
calismada kullandig1 bugday ruseym 6rneginin nem degerinin %10,6, kiil miktarinin

%3,6 ve protein igeriginin %26,2 oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.1: Endiistriyel bugday ruseyminin besin kompozisyonunun dagilimi

Bugday Ruseymi Bilesimi (%)

Nem 5,6+0,4
Protein 21,5+1,7
Kiil 4,0+0,2

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ruseym kullanilarak AE-IC yontemiyle elde edilen ruseym protein izolatinin
kompozisyon analiz sonuglar1 Tablo 4.2’de yer almaktadir. Ruseym protein izolati
%78,3 protein, %3,1 kiil ve %1,4 nem icerigine sahiptir. Rahbari ve digerlerinin (2015)

yuriittiigii ¢alismada elde edilen ruseym protein izolatinin kompozisyonu %85,3
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protein, %4,7 kiil ve %3,2 nem degeri seklinde olup mevcut ¢aligmadaki sonuglarla

benzerlik gostermektedir.

Bugday ruseyminden protein izolati elde edilmesi siireci siirli  verimlilik
gostermektedir (<%10). Bu ¢alismada uygulanan AE-IC protein izolasyon ydntemiyle,
100 gramlik ruseym numunesinden yaklasik 5-10 g ruseym protein izolat1 elde
edilmistir. Ancak L25 deneme desenindeki her bir ruseym protein hidrolizat
orneklerinin hazirlanmasinda kullanilan cam reaktoriin ultrasonik sistemin etkin
caligabilmesi i¢in (cam reaktorde ultrason probunun karisimin i¢ine daldirilabilmesi
icin) ruseym karisiminin en az 1300 gramlik kiitleye sahip olmasi gerekmektedir. Bu
nedenle, cam reaktor ultrasonik sistemin etkin ¢alisabilmesi i¢in, en az 120 g ruseym
ornegi ve 1200 ml saf su kullanilmas1 gerekmektedir. Bu sebeple mevcut projede L25
deneme desenindeki her bir 6rnegin hazirlanabilmesi i¢cin 120 g ruseym protein izolati
elde edilmesi hedeflenmekte olup, protein izolasyon yonteminde her seferinde 100 g
ruseym kullanilmasit durumunda, bu islemin yaklasik 12-24 kez tekrarlanmasi
gerekmektedir. Cam reaktorde 120 g ruseym yerine dogrudan ruseym protein izolati
kullanildiginda, 25 6rnekten olusan L25 deneme deseninin her biri i¢in yaklasik 1200
ile 2400 g ruseym kullanilmasi gerekmektedir. Bu gereklilikler dikkate alindiginda,
mevcut projede ruseym protein izolat1 hazirlama siirecinin zaman ve maliyet agisindan

dezavantaj olusturdugu sonucuna varilmistir.

Buna bagli olarak hidrolizat iiretimi i¢in protein izolatlar1 yerine dogrudan ruseym
kullanilarak cam reaktorde hidroliz denemeleri yapilmis ve serbest amino asit igerigi
(%), hidroliz derecesi vb. karakteristik 6zelliklerin kabul edilebilir diizeyde olmasi
nedeniyle (sonuglar gosterilmemistir) caligmanin ilerleyen safhalarinda ruseym

protein izolat1 yerine ruseym kullanilmistir.

Tablo 4.2: Ruseym protein izolatinin nem, kiil ve protein (%) igerigi

. .+ . | Ruseym Protein
Analizin Ismi izolat1 (%)
Protein 78,26+0,50
Kil 3,05+0,46
Nem 1,41+£0,27

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Mevcut c¢aligmada protein hidrolizatlar1 eldesinde ultrason destekli enzimatik
hidrolizden yararlanilmigtir. Bu amagla oncelikle farkli siirelerde US 1 ve US 2
ultrasonik muameleleri uygulanmistir. Ardindan seliilaz enzimi kullanilarak seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin gibi liflerin parcalanmasi ve proteolitik hidrolizin kolaylagmasi
saglanmistir. Bunu takiben sirasiyla Alkalaz ve Flavourzyme kullanilarak proteoliz
gerceklestirilmistir. Bir sonraki asamada kaba filtre kagidiyla siizme ve santrifiij
uygulanarak protein hidrolizatlar1 dispersiyon halinde elde edilmistir. Son asamada
ultrafiltrasyon teknigi kullanilarak protein hidrolizatlar1 boyut dagilimlarma baglh
olarak fraksiyonlamistir. Taguchi optimizasyon metodu kullanilarak ruseym protein
hidrolizatlarinin tiretimi i¢in kullanilan ultrasonik muamele siireleri, proteolitik enzim
konsantrasyonlar1, ultrafiltrasyon isleminde hacimsel konsantrasyon orani
parametrelerinin etkinliginin belirlenmesi ve prosesin optimize edilmesi saglanmaistir.
L25 ortogonal dizi kullanilarak olusturulan deney tasarimi uygulanmistir. Elde edilen
25 farkli ruseym protein hidrolizatina serbest amino asit (%), TFi, %DH ve DPPH
siiplirme aktivitesi analizleri yapilmistir. Serbest amino asit (%) degeri, birincil
degerlendirme kriteri olarak se¢ilmis ve wveriler istatistiksel analizlerle
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda optimum parametreler belirlenmistir.
Belirlenen parametreler yeniden uygulanarak optimize protein hidrolizatlar1 elde
edilmistir. Olusturulan optimize protein hidrolizatlarina ve bu hidrolizatlarin etiivde
konsantre edilmis (45°C, 72 saat, 9,8 kat kiitlesel konsantrasyon) formuna serbest
amino asit (%), TFI, DH (%) ve DPPH siipiirme aktivitesi ile seker, Briks, organik

karbon, kiil ve protein igerigi analizleri yapilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

Literatiirde farkli frekansta ultrasonik muamelelerin, protein hidrolizatlar1 eldesinde
uygulandig1 caligmalar bulunmaktadir. Dabbour ve digerlerinin (2019) yiiriittiigii
calismada 220 W giicte ¢ift frekansli (20 ve 40 kHz) ultrasonik muamele ile ay¢icegi
kiispesi protein hidrolizatlar1 elde edilmistir. Calismada ultrasonik muamelenin
aycicegi kiispesi protein hidrolizatlar1 antioksidatif aktiviteyi ve amino asitlerin
salinmasin1 olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir. S6z konusu c¢alismada,
sonikasyon dalgalarinin karigimda kavitasyon etkisi olusturdugu ve bu etkinin
proteinlerin bozulmasina ve proteinin yapisinda degisikliklere yol acabilecegi
bildirilmistir. Ultrasonik islem ile protein yapisinda meydana gelen degisimler
sonucunda proteinin hidrofobik gruplarinin agiga ¢ikacagi ve bu sekilde proteinin

¢cozlnlirliigiini arttiracagl diisiiniilmektedir. Ayni zamanda ultrasonun kavitasyon
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veriminin arttirllmast amaciyla ultrasonik frekanslarin sayis1 arttirilabilecegi

anlasilmaktadir (Zhu vd., 2020).

RUSEYM PROTEIN .
HIiDROLIZATLARININ
Flavourzyme
HAZIRLANMA SURECIH

e, Santrifiij

Itrafiltrasyon

Selilaz

Sekil 4.1: Ruseym protein hidrolizatlarinin hazirlanma stireci

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Jin ve digerlerinin yiiriittiigli (2014) calismada ise ¢oklu frekansli ultrasonun misir
gluten ununun enzimolizi ve yapisal Ozellikleri iizerine etkileri incelenmistir. Bu
amagla dnce misir gluten ununun bulundugu reaktoriin alt (68+2 kHz) ve {ist tabanina
(2842 kHz) farkli ultrasonik problar yerlestirilmistir. Bunu takiben Alkalaz enzimi ile
proteolitik hidroliz iglemi uygulanmistir ve ¢oklu frekanslh ultrasonik muamelelerin
numunelerde hidroliz derecesini arttirdigi rapor edilmistir. Literatiirde ¢oklu frekanslh
ultrasonik muamelelerin, proteolitik enzimlerin hidroliz verimini arttirmasi1 amaciyla
kullanimina iliskin baska ¢alismalar da yer almaktadir (Ding vd., 2022; Ge vd., 2023).
Mevcut ¢alismada 26 kHz (200 W) ve 20 kHz (400 W) frekans ve gii¢ (parantez i¢inde
verilmistir) saglayan olmak tizere 2 farkli ultrasonik muamele uygulanmistir. Bu
sekilde proteinlerin enzimatik hidrolizi oncesi uygulanan ultrasonik muamele ile
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proteinin yapisinda ve konformasyonunda degisikliklere yol acarak proteolitik
enzimlerin daha etkin ¢aligmasi amacglanmistir. Gergeklestirilen diger bir ¢calismada
BSA (bovine serum albumin, sigir serum alblimini) ¢ozeltileri kullanilarak ultrasonik
muamelenin etkisi incelenmistir. Elde edilen verilere gére BSA’nin 90 dakikalik
ultrasonik muamele sonrasi pargacik boyutunun 3,4 kat arttigt ve BSA’nin ikincil

yapisinda degisiklik oldugu raporlanmistir (Giilseren vd., 2007).

Proteinlere ultrasonik muamele uygulanmasiyla birlikte disiilfiir baglarinin kirilldigi ve
numunede serbest disiilfiir igeriginin arttig1 bildirilmistir. Aym1 zamanda kiikiirt
kimyasinda degisiklikler ortaya ¢iktig1 bulgulanmistir (Giilseren vd., 2007). Ultrasonik
kavitasyon bdolgesinde tiretilen kesme enerjisine sahip dalgalar, proteinlerin disiilfiir
baglarini kirarak proteinin stabilizasyonunu azaltmaktadir. Buna ek olarak ultrasonik
muamelenin hidrojen baglarin1 zayiflattig1 bildirilmistir. Boylelikle protein hidrolizi
Oncesi uygulanan ultrasonik muamelesi, proteinin ¢oziiniirliiglinii arttirarak proteolitik
hidrolizi kolaylastirmaktadir (Hu vd., 2013b; Pan vd., 2020). Buna ek olarak
proteinler ultrasonik muamele sonrasi kismi denatiirasyona ugramaktadir (Yanjun vd.,
2014). Ote yandan, s6z konusu yapisal degisikliklerin  proteinlerin

parcalanabilirliginin yaninda yiizey aktivitesini de iyilestirdigi anlagilmistir.

Mevcut ¢calismada L25 deneme desenindeki ultrasonik muameleler yapilmis, Alkalaz
ve Flavourzyme enzimleriyle proteinler hidrolize ugratilmis ve ultrafiltrasyon
isleminde hacimsel konsantrasyon gerceklestirilerek elde edilen ruseym protein
hidrolizatlarina DPPH siipiirme aktivitesi, TNBS, TFI ve serbest amino asit analizleri

(%) uygulanmistir. Tablo 4.3 ve 4.4°te elde edilen analiz sonuglarina yer verilmistir.
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Tablo 4.3: Ultrasonik muamelelerin ardindan, Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri
kullanilarak elde edilen L25 desenindeki ruseym protein hidrolizatlarina uygulanan

DPPH siipiirme aktivitesi, TFI ve DH degeri analiz sonuglari

RUSEYM PROTEIN HiDROLIZATLARI

Deney TFi DPPH DH
No. (mg GAE.100 g7 (mg TE.100 g) (%)
1 133,3+4,5 23,7+0,5 16,6+0,2
2 124,5+3,2 24,4+0,3 14,0+0,3
3 134,4+0,8 23.3+1,3 16,1+0,7
4 134,1+11,7 24,8+0,1 16,7+0,6
5 134,4+8,3 25,240,9 17,9+1,5
6 147,1£1,3 25,2402 14,7+0,7
7 159,4+0,8 18,9+1,1 22,1404
8 158,3+6,1 33,9+1,0 15,9+0,8
9 175,6+13,9 39,3+0,0 15,9+1,2
10 148,5+7,5 26,4+1,0 17,1+0,5
11 185,0+5,6 32,6%0,3 19,0+0,5
12 155,4+4,3 31,0+0,3 16,9+0,2
13 201,1+4,4 30,1£0,3 20,3+0,2
14 142,3£8,3 36,7+0,6 14,240,4
15 150,9+5,1 32,340, 1 16,2+0,5
16 160,2+4,8 21,0+0,2 16,4+0,2
17 173,8+12,5 36,2+0,2 17,6+0,3
18 145,5+4,0 33,0+0,6 17,940,6
19 207,1£5,9 35,0£0,5 21,7+0,3
20 160,9+4,4 33,8+0,0 17,6+0,2
21 159,9+6,1 32,4+0,1 19,1+0,1
22 143,7+11,7 30,5+0,3 20,2+1,2
23 159,4+1,3 35,0+0,3 17,2+0,2
24 149,4+2,1 29,4+1,3 11,9+0,2
25 179,9+2,1 25,620,3 19,2+1,1

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

67



4.2. Ruseym Protein Hidrolizatlarinin Serbest Amino Asit Icerigi

Bugday ruseymine farkli siirelerde (0-48 dk) US 1 ve US 2 ultrasonik muameleleri
uygulanmistir. Bunu takiben seliilaz (%0,1 w/w) ile seliiloz, lignin ve hemiseliiloz gibi
karbonhidrat yapilar1 parcalanmis, ardindan Alkalaz (2 AU/ml, %0-100) ve
Flavourzyme (lg enzim/5 g protein, %0-100) ile proteolitik hidroliz
gerceklestirilmistir. Bir sonraki asamada protein hidrolizatlarinin fraksiyonlanmasi
amaciyla ultrafiltrasyon (0-10 kat hacmen konsantrasyon) islemi yapilmistir. Ruseym
protein hidrolizatlar1 elde edilmesinde L25 Taguchi tasarim yonteminden
yararlanilmigtir. Materyal-metot bdliimiinde Tablo 3.1°de belirtildigi sekilde US 1-US
2 ultrasonik muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme konsantrasyonlari ve
ultrafiltrasyon yontemiyle gerceklestirilen fraksiyonlama islemi faktor segilerek, farkl
seviyelerde denenmistir. Serbest amino asit (%) analizi L25 Taguchi tasarimi
dogrultusunda elde edilen 25 farkli ruseym protein hidrolizatt {izerinde
gerceklestirilmistir. Ruseym protein hidrolizatlarimin  serbest amino asit (%)
sonuclarinin degerlendirilmesi amaciyla “daha biliylik daha iyidir” parametresi

secilerek, her bir faktoriin serbest amino asit (%) degerine katki orani belirlenmistir.

Tablo 4.4’te L25 Taguchi tasarimina gore elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin
serbest amino asit (%) degerlerine yer verilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
ruseym protein hidrolizatlarinin serbest amino asit degerleri %0,59-1,36 araliginda
degerler almistir. U¢ numarali deneme US 1 muamele siiresi 12 dk, US 2 muamele
stiresi 36 dk, Alkalaz (2 AU/ml %100 olmak iizere) konsantrasyonu %60 oraninda,
Flavourzyme (1 g enzim/5 g protein %100 olmak iizere) konsantrasyonu %60 oraninda
ve ultrafiltrasyon yontemiyle 6 kat hacmen konsantre edilerek tiretilen bugday ruseymi
protein hidrolizatlar1 en diisiik serbest amino asit (%) degerini (%0,59) vermistir. En
yiiksek serbest amino asit (%) degerini (%1,36) ise 19 numarali deneme olan US 1
muamele siiresi 48 dk, US 2 muamele siiresi 48 dk, Alkalaz %40 oraninda,
Flavourzyme %100 oraninda ve ultrafiltrasyon ile fraksiyonlama uygulanmamais olan
rugeym protein hidrolizatlar1 vermistir. Ruseym protein hidrolizatlarinda faktorlerin
(US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme konsantrasyonlar1 ve
ultrafiltrasyon hacimsel konsantrasyon orani) farkli seviyelerde uygulanmasi sonucu
elde edilen serbest amino asit (%) sonucunun en diisiik ve en yliksek degerler arasinda
yaklasik 2 kata karsilik gelen bir farklilik s6z konusudur. Boylelikle faktorlerin

optimum seviyeleri belirlenerek, ruseym protein hidrolizatlarinin hazirlanmasi
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sonucunda serbest amino asit (%) degerinin optimize edilebilecegi anlasilmaktadir.

Tablo 4.4’te verilen ruseym protein hidrolizatlarinin serbest amino asit degerlerine
bakilarak, hidrolizatlarda hidroksi prolin amino asidi bulunmadigi goriilmektedir.
Tablodaki veriler dogrultusunda, glutamik asit, arginin, alanin, valin ve lizin amino
asitlerinin, diger amino asit tilirlerine kiyasla ruseym protein hidrolizatlarinda daha
yiiksek oranlarda bulundugu goriilmektedir. Sistein amino asidinin 25 farkli ruseym
protein hidrolizatlarindan sadece 2 6rnekte (17 ve 19 numarali 6rnekler) bulundugu
belirtilmistir. Yang ve digerlerinin (2017b) yaptig1 ¢alismada bugday ruseymi protein
hidrolizi 6ncesi 28 ve 40 kHz gift frekansli (60W.L! ultrasonik gii¢ yogunlugu)
ultrasonik 6n islem uygulanmistir. Bir sonraki adimda Alkalaz ile enzimatik hidroliz
gerceklestirilerek ruseym protein hidrolizatlari elde edilmistir. S6z konusu ¢alismada
toplam hidrofobik serbest amino asitlerin konsantrasyonu 121,9 pg.ml! oldugu
bulunmustur. Sirastyla Ala, Val, Met, Ile, Leu, Phe, Thr ve Pro serbest amino asitlerin
konsantrasyonlart %1,425, %0,873, %0,866, %0,676, %2,115, %1,59, %3,598 ve
%1,044 seklindedir. S6z konusu calismada ruseym protein hidrolizatlarinda serbest
amino asit konsantrasyonunun mevcut ¢alismada elde edilen konsantrasyondan daha
fazla oldugu goriilmektedir. S6z konusu farkliliklara kismen protein ekstraksiyonun

ve farkli ultrasonik muamelelerin etkiledigi diisiiniilmektedir.
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Tablo 4.4: L25 Taguchi yontemine gore hazirlanmis ruseym protein hidrolizatlarinin serbest amino asit degerleri (%)

Ruseym Protein Hidrolizatlarinin Serbest Amino Asit Degerleri (% w/w)

Amino Asit 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Hidroksi prolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
Histidin 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,03 0,00 0,00 0,037 0,00 0,038 0,033 0,034
Asparagin 0,06 0,05 0,05 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,000 0,05 0,079 0,078 0,077
Serin 0,08 0,07 0,00 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,000 0,07 0,084 0,087 0,081
Glutamin 0,07 0,09 0,08 0,08 0,08 0,10 0,01 0,08 0,000 0,09 0,041 0,021 0,035
Arginin 0,16 0,13 0,00 0,11 0,16 0,16 0,15 0,14 0,000 0,13 0,041 0,000 0,085
Glisin 0,08 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,045 0,08 0,042 0,035 0,034
Aspartik asit 0,04 0,00 0,00 0,03 0,03 0,01 0,04 0,04 0,000 0,00 0,063 0,052 0,059
Glutamik asit 0,06 0,03 0,06 0,07 0,05 0,05 0,13 0,06 0,023 0,04 0,123 0,139 0,142
Treonin 0,06 0,05 0,05 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,075 0,05 0,079 0,077 0,077
Alanin 0,13 0,11 0,11 0,13 0,13 0,13 0,12 0,12 0,117 0,11 0,115 0,120 0,113
Prolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,023 0,00 0,025 0,016 0,023
Sistein 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
Lisin 0,11 0,09 0,08 0,11 0,11 0,11 0,10 0,10 0,000 0,08 0,113 0,111 0,114
Tirozin 0,00 0,03 0,00 0,00 0,04 0,04 0,00 0,04 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
Metionin 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,031 0,00 0,029 0,029 0,030
Valin 0,10 0,09 0,09 0,10 0,10 0,10 0,09 0,10 0,099 0,08 0,103 0,100 0,102
1zol6sin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,067 0,00 0,069 0,067 0,067
Losin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,127 0,00 0,130 0,128 0,128
Fenilalanin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,055 0,00 0,054 0,052 0,058
Triptofan 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,014 0,00 0,013 0,013 0,012
Toplam 0,95 0,82 0,59 0,99 1,05 1,05 0,91 0,95 0,71 0,78 1,24 1,16 1,27

70



Tablo 4.4’tin Devami

Rugeym Protein Hidrolizatlarinin Serbest Amino Asit Degerleri (% w/w)

Amino Asit 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Hidroksi Prolin | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00
Histidin 0,017 | 0,032 0,033 0,036 0,03 0,039 0,029 0,03 0,03 0,030 0,00 0,03
Asparagin | 0,057 | 0,076 0,076 0,082 0,06 0,083 0,067 0,06 0,07 0,070 0,05 0,07
Serin 0,061 | 0,080 0,075 0,088 0,07 0,091 0,066 0,08 0,09 0,075 0,07 0,09
Glutamin 0,022 | 0,030 0,041 0,045 0,11 0,061 0,039 0,07 0,13 0,013 0,07 0,01
Arginin 0,043 | 0,027 0,054 0,063 0,14 0,026 0,042 0,08 0,17 0,094 0,13 0,14
Glisin 0,023 | 0,039 0,027 0,032 0,08 0,046 0,023 0,07 0,09 0,034 0,07 0,06
Aspartik asit | 0,040 | 0,060 0,037 0,061 0,01 0,066 0,032 0,03 0,02 0,046 0,01 0,06
Glutamik asit | 0,108 | 0,144 0,101 0,125 0,04 0,139 0,088 0,07 0,05 0,136 0,04 0,18
Treonin 0,048 | 0,076 0,075 0,082 0,06 0,087 0,067 0,07 0,07 0,070 0,05 0,08
Alanin 0,094 | 0,113 0,112 0,121 0,11 0,125 0,101 0,12 0,14 0,107 0,11 0,13
Prolin 0,016 | 0,024 0,018 0,017 0,00 0,030 0,015 0,00 0,00 0,018 0,00 0,02
Sistein 0,000 | 0,000 0,000 0,004 0,00 0,004 0,000 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00
Lisin 0,093 | 0,109 0,108 0,118 0,09 0,123 0,095 0,10 0,11 0,100 0,09 0,12
Tirozin 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,04 0,000 0,000 0,00 0,04 0,000 0,03 0,00
Metionin 0,025 | 0,028 0,031 0,029 0,00 0,035 0,028 0,00 0,02 0,026 0,00 0,00
Valin 0,065 | 0,101 0,100 0,107 0,09 0,114 0,090 0,09 0,11 0,094 0,09 0,10
izolosin 0,043 | 0,068 0,067 0,073 0,00 0,075 0,061 0,00 0,00 0,063 0,00 0,00
Losin 0,109 | 0,126 0,131 0,136 0,00 0,139 0,120 0,00 0,00 0,120 0,00 0,00
Fenilalanin | 0,044 | 0,054 0,053 0,054 0,00 0,064 0,049 0,00 0,00 0,050 0,00 0,00
Triptofan 0,009 | 0,008 0,011 0,015 0,00 0,014 0,011 0,00 0,00 0,010 0,00 0,00
Toplam 0,92 1,19 1,15 1,29 0,92 1,36 1,02 0,87 1,13 1,16 0,81 1,09
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Tablo 4.5’te L25 Taguchi deney tasarimima gore hazirlanan ruseym protein
hidrolizatlarinin serbest amino asit (%) analiz verimine ait S/N oranlarinin yanit
tablosu verilmistir. Faktorler “Varyans kaynaklar1”, her bir faktoriin seviye sayinin bir
eksigi “SD” degeri (Serbestlik Derecesi), faktdriin % serbest amino asit sonucunu
etkileme yiizdesi “Katki Oran1” seklinde tanimlanmaktadir. Her bir faktore iligkin elde
edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi, “p degeri” araciligiyla

degerlendirilmektedir.

Tablo 4.5’te sunulan verilere gore bugday ruseymi protein hidrolizatlar tiretilirken US
1 muamele siiresi %39,7, US 2 muamele siiresi %5,7, Alkalaz konsantrasyonu %15
Flavourzyme konsantrasyonu %11,9 ve ultrafiltrasyon hacimsel konsantrasyonu %19
oraninda serbest amino asit (%) degerini etkiledigi belirlenmistir. Ultrasonik
muamelelerde uygulanan gii¢ ve frekans degerleri farkli oldugundan, bu faktorlerin
rugeym protein hidrolizatlar1 tiretim siireci tizerindeki etkileri de farklilik gdsterdigi
diistiniilmektedir. Tablo 4.5’teki bulgular, ruseym protein hidrolizatlarinin iiretiminde
% serbest amino asit degerine US 1 muamele siiresi faktoriiniin anlamli diizeyde etkide

bulundugunu gostermektedir (p <0,05).

Ruseym protein hidrolizatlarinin iiretiminde kullanilan Taguchi modelinin mevcut
calismaya uygunlugu, Tablo 4.4’te belirtilen verilere gore %91,27 giiven aralig1 (R?)
ile degerlendirilmistir. Serbest amino asit degeri (%) esas alindiginda, elde edilen
sonuglar bu modelin ¢alisma kapsaminda gegerli ve uygun oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Tablo 4.5: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme konsantrasyonlart ve
ultrafiltrasyon isleminde gergeklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
stirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin serbest amino asit (%) igerigine

ait S/N oranlariin varyans analizi dagilimi

Varyans Kaynaklari SD Katki Oram F-Degeri P-Degeri

US1 4 39,72% 4,55 0,046
US 2 4 5,69% 0,65 0,656
Alkalaz 4 14,96% 1,71 0,307
Flavourzyme 4 11,93% 1,37 0,385
Ultrafiltrasyon 4 18,96% 2,17 0,236

Hata 4 8,73%

Toplam 24 100,00%

Sapma R?

0,138615  91,27%

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.2°de ruseym protein hidrolizatlarinin iiretiminde serbest amino asidin (%) ana
etki grafigine yer verilmistir. L25 deneme deseninde olan tiim ruseym protein
hidrolizatlarinin serbest amino asit igerigi (%) verileri uygun istatistiksel yontemler
kullanilarak analiz edilmis ve her bir faktoriin optimum seviyesi grafikte gosterilmistir.
Serbest amino asit igerigi (%) verileri esas alinarak gerceklestirilen optimizasyon
islemleri sonucunda, Sekil 4.2'de gosterildigi lizere US 1 muamele siiresi 36 dk, US 2
muamele siiresi 24 dk, Alkalaz oran1 %40, Flavourzyme oran1 %100 ve ultrafiltrasyon
ile fraksiyonlama yapilmayan faktor seviye degerleri optimum parametreler olarak

belirlenmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda US 1 ve US 2 muamele siireleri arttik¢a serbest
amino asit igerigi (%) degerinin de arttifi ancak optimum ultrasonik muamele
siiresinin  lizerindeki seviyelerde serbest amino asit degerinde bir azalma
gozlemlendigi belirtilmistir. US 1 ve US 2 muamele stireleri 60 dk olarak denenmis ve

60 dakikadan daha az ultrasonik muamele siiresi (0-48 dk) uygulanan hidrolizatlara
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kiyasla serbest amino asit igerigi (%) degerinin daha diisiik oldugu bulunmustur
(sonuglar gosterilmemistir). Uzun siireli ultrasonik muamelenin ruseym protein
hidrolizatlarinda serbest amino asit degerini olumsuz etkiledigi belirlenmis; bu
nedenle her 2 muamele i¢in (US 1 ve US 2) maksimum ultrasonik muamele siiresi 48

dk ile siirlandirilmgtir.

Hidroliz derecesinin artis1 dolayli olarak serbest amino asit degerini de arttirmaktadir
(Sajib vd., 2020). Boylelikle optimum ultrasonik muamele siiresinin iizerinde
uygulanmast hem %DH degerini hem de serbest amino asit degerini olumsuz

etkileyecegi diistinlilmektedir (Siewe vd., 2021).

Ultrasonun proteinin ikincil ve ti¢linciil yapisinda degisimlere yol agarak nispeten daha
fazla pargalanma bolgesi agi8a ¢ikardigi ve enzim ile temasini kolaylastirarak %DH’yi
arttirdig1 rapor edilmistir (Wang vd., 2017). Ancak optimum ultrasonik muamele
stirelerinin tizerinde uygulanan ultrason seviyelerinde proteinin agregasyonuna neden
oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak ultrasonik muamele siiresinin optimumun {izerine
cikmasiyla birlikte proteinin yapisindaki katlanmalarin degistigi ve enzimatik

proteoliz igsleminin bu durumdan olumsuz olarak etkilendigi onceki caligmalarda

raporlanmistir (Wu vd., 2018; Li vd., 2021; Wang vd., 2017; Jia vd., 2010)
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Sinyal/Giirtltd Oranlarinin Ana Etki Grafigi

Veri Anlamlandirma
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Sekil 4.2: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz- Flavourzyme konsantrasyonlari ve
ultrafiltrasyon isleminde gergeklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
stirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarmin serbest amino asit (%) igerigi

icin tasarim parametrelerinin ana etkilerinin degerlendirilmesi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Literatiirde ruseym proteinlerinin enzimatik hidrolizine katki saglamasi amaci ile
ultrasonun kullanildig1 calismalar yer almaktadir (Tian vd., 2024; Qu vd.,2012; Jia vd.,
2010). Ornegin kolajen proteinine enzimatik hidroliz uygulamasi énce ultrasonik
muamele uygulanmis ve ultrason uygulamasimin hidroliz derecesini arttirdig1

raporlanmistir (Vidal vd., 2018).

Li ve digerleri (2021) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada Plackett-Burman (PBD) ve
Yiizey Yanit Metodolojisi (Response Surface Methodology, RSM) tasarim yontemleri
kullanilarak %DH temel alinmis ve optimum sonuglar saglayan seviyeler
belirlenmistir. Maksimum %DH verimi %41,3 seklinde belirlenmistir. Istiridye
protein hidrolizatlarinin (nétr protez ve Flavourzyme ile proteoliz gergeklestirilmistir)
yaklasik 10 dk boyunca, 70 °C'de 1sitma ve ultrasonik muamele farkli siralamalarla
denenerek serbest amino asit (%) icerigi ol¢iilmiistiir. S6z konusu ¢alismada istiridye
protein hidrolizatlarinin %41,3 gibi yiiksek DH degerine sahip olmasina ragmen

serbest amino asit degeri maksimum %0,9 olarak bulunmustur. Mevcut ¢alismada
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maksimum DH degerinin %17,2 olmasina karsin maksimum serbest amino asit igerigi
%1,36 olarak oOlgiilmiistiir. Mevcut calismada kullanilan ham maddenin ruseym
olmasi, farkli optimizasyon tekniklerinin (Taguchi) uygulanmasi, hidroliz uygulama
sicakligi, siiresi, enzim ve diger kosullarin farkli olmas1 mevcut ¢alismadaki serbest
amino asidin s6z konusu ¢aligmadan nispeten daha yiiksek olmasinin sebepleri olarak

distiniilmektedir.

Protein hidrolizatlarinin tarim endiistrisinde kullanimi, meyve verimini arttirma, bitki
bliylimesini tesvik etme gibi olumlu etkiler saglamistir (Paskovi¢ vd., 2024). Tarim
uygulamalari sirasinda {iriin verimi, kritik bir 6nem tasimakta ve verimin artiginda
biyolojik uyaricilarin katki sagladigr diistiniilmektedir (Barneix and Causin, 1996;
Bulgari vd., 2019; Khan vd., 2019; Ottaiano vd., 2021; Paul vd., 2019; Shahrajabian
vd., 2021). Mpai ve digerlerinin (2022) yiiriittiigli arastirmada ticari olarak satilan
amino asit bazli protein hidrolizatlari olan Phytostim® kullanilarak 2 farkli marul
¢esidinin biiyiime ve verim degisimi incelenmistir. Calismada kullanilan Phytostim®,
Moringa oleifera Lam bitkisinin enzimatik yoOntemle iiretilmis protein
hidrolizatlaridir. Calismanin ¢iktilarina gore Phytostim® protein hidrolizatlarinin
optimum diizeyde kullanilmasi1 “Lara’’ ve “Elisa’’ seklinde isimlendirilen 2 farkli
marul ¢esidi i¢in bitki biiytimesini (kok uzunlugu, gévde kalinlig1 vb.) iyilestirdigi
rapor edilmistir. S6z konusu ¢aligmada bitki biiylimesinde ve verim diizeyindeki
artisin nedeni, kullanilan amino asit bilesiginin bitkilerde biiyiime ve gelisme
siirecinde dogrudan katki saglamasina atfedilmektedir. Literatiirde amino asit bazh
karigimlarin benzer sonuglart marul, roka gibi sebzelerde vererek biiyiime ve verimin
artisinda rol oynadig: caligmalar yer almaktadir (Abdelgawad vd., 2018: Carillo vd.,
2019; Caruso vd., 2019; Khan vd., 2019; Shahrajabian vd., 2021). Benzer sekilde
mevcut ¢alismada elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin marul gibi bitkilerin
bliylimesini olumlu yonde tesvik edecegi ve hidrolizatlarda bulunan serbest amino
asitlerin (hidrolizatlarda serbest amino asit igerigi %0,59-1,36) polipeptitlere kiyasla
bitkinin kok ve yapraklarindan daha hizli emilerek bitkinin biiyiime ve gelismesine
destek olacagi diisliniilmektedir. Bu sebeple bu calismada elde edilen ruseym protein
hidrolizatlarinin s6z konusu calismadaki gibi marul bitkisinin yetistirilmesinde
kullanilmast sonucu, bitkinin biiylime ve gelisimde olumlu etki edecegi

ongoriilmektedir.
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4.3. Ruseym Protein Hidrolizatlarinin TNBS Yontemi ile Belirlenen Hidroliz

Derecesi Degerleri

L25 Taguchi tasarimina gore hazirlanan 25 farkli protein hidrolizatina TNBS yontemi
ile %DH degeri belirlenmistir. Ruseym protein hidrolizatlarinin %DH sonuglarinin
degerlendirilmesinde “daha biiylik daha iyidir” parametresi secilmis ve her bir

faktoriin %DH analiz soncuna katki orani belirlenmistir.

Tablo 4.1°de L25 Taguchi tasarim yontemi kullanilarak elde edilen 25 farkli ruseym
protein hidrolizatinin %DH degerlerine yer verilmistir. Elde edilen bulgulara gore
hidroliz derecesi degerleri %11,9-22,1 arasinda degiskenlik gostermektedir. En diisiik
%DH degeri goriilen 24 numarali ruseym protein hidrolizatlart US 1 muamele siiresi
0 dk, US 2 muamele siiresi 48 dk, Alkalaz %60 oraninda, Flavourzyme %40 oraninda
ve ultrafiltrasyon yontemiyle 10 kat hacmen konsantre edilerek iiretilen 6rnektir. En
yiiksek %DH degerini ise 7 numarali deneme olan US 1 muamele siiresi 24 dk, US 2
stiresi 24 dk, Alkalaz %60 oraninda, Flavourzyme %80 oraninda ve ultrafiltrasyon
uygulamasinin gercgeklestirilmedigi ruseym protein hidrolizatlar1 vermistir. Ruseym
protein hidrolizatlarina uygulanan farkli faktér ve seviyeler sonucunda DH’nin en
yiiksek ve en diigiik degerleri arasinda yaklasik 2 kat diizeyinde farkliligin bulundugu
gozlemlenmektedir (%11,9 ve %22,1). Elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirilerek optimum seviyelerin belirlenmesiyle, en yiiksek %DH degerine

ulagilabilecegi diistintilmektedir.

Tablo 4.1°de sunulan veriler kullanilarak bir sonraki asamada, Tablo 4.6’da goriilen
ruseym protein hidrolizatlarinin %DH analiz verimine ait S/N oranlarinin varyans
analizi dagilim tablosu olusturulmustur. Ruseym protein hidrolizatlarinin elde
edilmesinde faktorlerin DH degerine katkist US 1 muamele siiresi %7,4, US 2
muamele siiresi %8,7, Alkalaz konsantrasyonu %#4,1 Flavourzyme konsantrasyonu
%25,6 ve ultrafiltrasyonda hacimsel konsantrasyonu %39,8 olarak belirlenmistir.
Tablo 4.6’da sunulan verilere gore, ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilme
stirecinde DH degerine ultrafiltrasyon etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (p>0,05).

Son agamada, Tablo 4.6’de sunulan verilere gore, ruseym protein hidrolizatlarinin elde
edilmesinde kullanilan Taguchi modelinin mevcut c¢alismaya uygunlugu

degerlendirilmis ve %85,61 giiven araliginda sonuglar elde edilmistir. Elde edilen
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bulgular, %DH degeri temel alindiinda s6z konusu modelin mevcut ¢alismaya uygun

oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.6: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz- Flavourzyme konsantrasyonlari ve
ultrafiltrasyon isleminde gergeklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
stirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin %DH igerigine ait S/N

oranlarinin varyans analizi dagilimi

Varyans Kaynaklari DF Katki Oranm1  F-Degeri  P-Degeri

US1 4 7,43% 0,52 0,731
US 2 4 8,73% 0,61 0,680
Alkalaz 4 4,08% 0,28 0,875
Flavourzyme 4 25,58% 1,78 0,295
Ultrafiltrasyon 4 39,79% 2,77 0,048
Hata 4 14,39%
Toplam 24 100,00%
Sapma R*

2,21212  85,61%
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.1°de sunulan verilere goére L25 deneme deseninde olan tiim ruseym protein
hidrolizatlarinin %DH degeri degerlendirilerek bir sonraki agamada her bir faktore ait
optimum seviyenin gosterildigi, Sekil 4.3’teki grafik olusturulmustur. Sekil 4.3’te
Taguchi tasarim optimizasyonunda elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin
hidroliz derecesi bulgular1 i¢in tasarim parametrelerinin ana etki grafigi goriilmektedir.
Elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin %DH verileri esas degerlendirildiginde,
Sekil 4.3’te gosterildigi US 1 muamele siiresi 48 dk, US 2 muamele siiresi 24 dk,
Alkalaz konsantrasyon orant %100, Flavourzyme konsantrasyon orami %100 ve
ultrafiltrasyon ile hacimsel konsantrasyon yapilmayan faktor seviyeleri optimum

diizeyler olarak belirlenmistir.

Ruseym protein hidrolizatlarinda %DH verileri degerlendirildiginde Flavourzyme ve
Alkalaz enzimlerinin maksimum diizeyde kullanildig1 seviyeler (%100) optimum
secilmigtir. Deneme deseni olusturulmadan Once literatiirdeki bilgiler 1s181inda

Flavourzyme-Alkalaz enzimleri ile 0On denemeler yapilmistir (sonuglar
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gosterilmemistir). On denemede Flavourzyme igin 2,4 ve 6 saat inkiibasyon siireleri
ve farkli enzim konsantrasyonlar1 (1 g enzim/5-10-20 g protein) degerlendirilmistir.
Benzer sekilde Alkalaz igin de farkl siire (1 ve 2 saat) ve enzim konsantrasyonlari
(1,25-2-2,4 AU/ml) ile deneme yapilmistir. En 1iyi sonu¢ veren enzim
konsantrasyonlar1 (Alkalaz: 2 AU/ml, 2 saat, Flavourzyme: 1 g enzim/5g protein, 6
saat) maksimum seviye seklinde (%100) belirlenmistir. Serbest amino asit igerigi (%)
degeri temel alindiginda US 1 muamele siiresi 36 dk, US 2 muamele siiresi 24 dk iken
%DH degeri esas alindiginda ise US 1 muamele siiresi 48 dk, US 2 muamele siiresi 24
dk olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere gore serbest amino asit ve %DH degerleri
icin benzer ultrasonik muameleler gerektigi anlasilmaktadir. Literatiirde agirlikli
olarak %DH degerinin arttirilmasi amaciyla ultrasonik muamele yapilmaktadir (Vidal
vd., 2018). Bunun nedeni %DH degerinin artmas1 dolayli olarak serbest amino asit
igerigi de arttiracagi diisliniilmektedir. Buna ek olarak %DH degerinin artisiyla birlikte
olusan kiiciik peptitler, protein hidrolizatlarinda ¢oziiniirliiglin artis1 gibi bazi

fonksiyonel ozellikler kazandirmaktadir (Ge vd., 2000).
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Sinyal/Giiriiltii Oranlarinin Ana Etki Grafigi

Veri Anlamlandirma
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Sekil 4.3: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz- Flavourzyme konsantrasyonlari ve
ultrafiltrasyon isleminde gerceklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
siirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin %DH analizi i¢in tasarim

parametrelerinin ana etkilerinin degerlendirilmesi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Hidroliz derecesinin artis1 genellikle serbest amino asit miktarmin da artigina neden
olmaktadir. Enzimatik parcalanma etkinligini gelistirmek i¢in bir¢ok farkli teknik
mevcuttur. Bu teknikler arasinda ultrasonik muamele 6n plana ¢ikan uygulamalardan
biridir (Wang vd., 2018b). Ultrason uygulamasi diger tekniklerden farli olarak
kimyasal islem gerektirmeyen, yesil teknoloji irlintidiir (Yao vd., 2020).

Opheim ve digerlerinin (2016) yiiriittiigii calismada balik unu, bitkisel bazli protein
(bugday, soya, misir vb.) ve somon protein hidrolizatlar1 (SPH) etlik pili¢lerde 3 farkli
diyet seklinde uygulanarak hayvan gelisimine etkileri incelenmistir. Ilgili ¢alisma
sonucuna gore etlik piliglerde SPH iceren diyetlerin, balik unu ve bitkisel protein bazli
diyetlere kiyasla biliylime performansin1 (piliglerin kiitlesel artis1) iyilestirdigi
belirlenmistir. Balik unu ve bitkisel proteinlerin hidroliz olmadig1 gerekgesiyle
peptitlerinin molekiiler agirliginin SPH’ye kiyasla daha biiyiik oldugu, bu sebeple SPH
tiiketen pili¢lerin SPH proteinlerini daha kolay sindirerek kiitle artisinda etkili oldugu
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diisiiniilmektedir. Mevcut ¢calismada ruseym protein hidrolizatlarinin maksimum DH
degeri %17,2 olmasina ragmen SPH’nin DH degerleri %37,3 ve %40,8dir. Soz
konusu ¢alismada SPH’nin iiretiminde kullanilan Atlantik somonunun i¢ organlari
enzimatik aktivasyon sebebiyle hizli bozulabilen bir yapiya sahip olup mikrobiyolojik
risk tasimaktadir. Buna karsin ruseym, Atlantik somonunun i¢ organlarina kiyasla
enzimatik aktivitesi daha stabil ve bu sebeple uzun raf Omrii olan bir protein
kaynagidir. Buna ek olarak balik kaynakli yemlerle beslenen tavuklarda, tavugun
tiikketilmesi esnasinda balik kokusu ve tadinin algilandigina yonelik ¢alismalar
mevcuttur (Mielnik vd., 2002; Salmon vd., 1984; Poste, 1990). Boylelikle etlik
piliclere SPH verilmesi sonucu pili¢lerin etinde tiiketici tarafindan balik kokusu ve tadi
hissedilebilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yerine bitkisel protein hidrolizatlarinin

kullanimiyla bu sorunun ortadan kalkma ihtimali bulunmaktadir.

Tuz stresi altindaki fasulye bitkilerine uygulanan kabak ¢ekirdegi protein
hidrolizatlarinin etkileri incelenmistir. Saksi1 deneylerinde tuzluluk stresiyle birlikte
doku saglig1 ve yaprak fotosentezinde gorev alan klorofil miktar1 olumsuz yonde
etkilenmistir. Kabak c¢ekirdegi protein hidrolizatlarinin bitkinin yapraklarina
uygulanmasi ile bitkilerdeki s6z konusu olumsuz etkilerin azaldigi bildirilmistir. Buna
ek olarak tuz stresi uygulanan bitkilerde protein hidrolizatlar1 uygulamasi biiyiime ve
verimi olumlu yonde etkiledigi raporlanmistir. Kabak ¢ekirdegi protein
hidrolizatlarinin hidroliz derecesinin %47 oldugu ve toplam protein igeriginin %65’ini
serbest amino asitlerin olusturdugu bildirilmistir (Sitohy vd., 2020). Mevcut ¢alismada
proteinlerin hidrolizi 6ncesi ultrasonik muameleler uygulanmasina ragmen ruseym
protein hidrolizatlarinin %DH degerinin (%11,9-22,1) s6z konusu c¢alismadakine

kiyasla 6nemli 6l¢iide daha az oldugu goriilmektedir.

Protein hidrolizatlar1 tarim endiistrisinde fayda saglamanin yani sira alerjik etki
gosteren gidalarda alerjik etkilerin azaltilmasinda veya ortadan kaldirilmasinda protein
hidrolizatlarindan yararlanilmistir (Kasera vd., 2015). Gidalarin igerdigi proteinlerin
bir kismu alerjik etki (Inek siitii: Alfa-kazein, Tavuk yumurtasi: Ovalbiimin, Karides:
Tropomiyosin) gostermektedir (Francis vd., 2020). Alerjik etki gosteren proteinlerin
genellikle 10-70 kDa araliginda oldugu tespit edilmistir (Lehrer vd., 1996). Ancak Van
Beresteijn ve digerlerinin (1994) yiiriittiigii calismada proteinlerin 3-5 kDa molekiiler
agirhigin altinda olan peptitlerinin genellikle alerjik etki gostermeyecegi bildirilmistir.

Buna karsin literatiirde yaklasik 1 kDa biiyiikliigiinde olan peptitlerin alerjik etki
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gosterdigi calismalar yer almaktadir (Cui vd., 2023). Gida alerjilerinin insan ve
hayvanlarda azaltilmasina yonelik olarak, protein yerine protein hidrolizatlari
kullanimu, alerjik etkiyi tamamen ortadan kaldirmasa da bu etkinin minimize edilmesi
amaciyla uygulanmaktadir. Boylelikle protein hidrolizatlarinin bebek mamalarimin
iiriin zenginlestirilmesinde, hayvan yemlerinde hipoalerjik ve besleyici diyet olarak
kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Proteolizin alerjeniteyi azaltmadaki etkisine
ornek olarak, Goksu ve digerlerinin (2022) yiiriittiigli calisma gosterilebilir. S6z
konusu calismada findik kremasi elde edilmesinde biyoaktif findik protein
hidrolizatlar1 (%1 w/w) kullanilmis ve bu uygulama iiriiniin potansiyel alerjenligini

yaklagik %80 oraninda azalttig1 bildirilmistir.

Bebeklerde 6zellikle dogumdan itibaren ilk 12 ay, inek siitii basta olmak {izere birgok
gida alerjik etki gostermektedir. Bu etkilerin goriildiigli bebeklerin beslenmesinde,
inek siitli yerine siit protein hidrolizatlar1 verilmektedir. Hidrolize siitiin kullanimina
ek olarak, bebeklerde beslenmenin desteklenmesi amaciyla mama formiillerinde
hidrolize bitkisel proteinler yer almaktadir (Hudson, 1995). Bugday proteini
hidrolizatlarinin alerjik etki gosterdigi raporlanmistir (Bouchez-Mahiout, vd., 2010).
Ruseymin, bugday tanesinin yapisinda bulunmasi nedeniyle ruseym protein
hidrolizatlarinin da alerjik etki gosterecegi Ongoriilmektedir. Bu sebeple mevcut
caligmada elde edilen optimize ruseym protein hidrolizatlar1 3 veya 5 kDa kaset ile
ultrafiltrasyon cihazindan gegirilerek alerjik etkisi minimize edilmis bir {irlin elde
edilebilecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen ruseym protein hidrolizatlarini igeren
hidrolize protein iirlinlerinin besleyici 6zellikleri ve alerjik riskin azaltilmasi sebebiyle
gerek bebek mamalarinin zenginlestirilmesinde gerekse kedi ve kdpek gibi hayvan
diyetlerinde alternatif bir protein kaynagi olarak kullanilabilecekleri diistiniilmektedir.
Protein hidrolizatlar1 kullaniminin veteriner hekimlikte 6zellikle kedi ve kdpeklerin
beslenmesinde gida alerjenleri ve inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ile basa ¢ikmada

kullanilan bir tedavi yontemi oldugu rapor edilmistir (Marks vd., 2002).

Saglikli, Omega 3 ve protein igerigi zengin potansiyel bir alternatif balik bazli
atistirmalik iiriini elde edilmesi amaciyla Goémez-Guillén ve digerleri (2023)
tarafindan bir ¢alisma gerceklestirilmistir. S6z konusu ¢alismada gri deniz levreginden
balik yag1 ve balik protein hidrolizatlar1 (Alkalaz enzimi kullanilmistir) elde edilerek
k-karragenan ve yumurta akiyla karistirilmistir. Ardindan karigim kurutulup toz forma

doniistiiriilerek omega 3 ve protein igerigi yliksek toz iirlin elde edilmistir. Sonraki
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asamada balik etleri tuz ilavesi, pargalama, karistirma uygulamalar1 sonrasi balik
kiymasi1 hamuruna doniistiiriiliip daha 6nce elde edilen yiliksek omega 3 ve protein
igerigine sahip toz iiriin ile homojenize edilmistir. Sonrasinda homojenize {iriin
kaliplara konularak 1liml1 bir 1s1l igleme tabi tutulmustur (40 dk- 60°C). Son asamada
birka¢ damla aycicek yagi ile 90°C’de, 1 dk pisirilerek yemeye uygun hazir {iriin
olusturulmustur. Arastirmada elde edilen omega 3 ve protein igerigi yliksek potansiyel
bir alternatif balik bazli atistirmalik iirlinii ile duyusal analiz ger¢eklestirilmistir. Elde
edilen verilerine gore alternatif balik atistirmaligi {riinliniin  genel kabul
edilebilirliginin yiiksek oldugu belirtilmistir (5 iizerinden 4,2 + 0,3). Benzer sekilde
rugeym protein hidrolizatlarinin yulaf, kuru {iziim gibi gidalar kullanilarak protein
barlar1 elde edilecegi ve saglikli alternatif bir atistirmalik olarak tiiketilmesinin

miimkiin oldugu diistinilmektedir.

Ruseym endiistride yaygin bulunan bir yan iiriindiir. Ornegin FAO verilerine gore
2022 yilinda diinyada 808 milyon ton bugday iiretilmis ve endiistriyel olarak bugdayin
islenmesi sonucunda yaklagitk 16 milyon bugday ruseymi elde edilmektedir.
Tiirkiye’de ise 2022 yilinda yaklasik 395 bin ton bugday ruseymi elde edilmistir.
Yiiksek miktarda elde edilebilen yan iiriin olmasi nedeniyle, ruseymin séz konusu

amaglar dogrultusunda kullanimi cazip hale gelmektedir.

4.4. Ruseym Protein Hidrolizatlarinin DPPH Siipiirme Aktivitesi Degerleri

L25 Taguchi tasarimina gore hazirlanan 25 farkli ruseym protein hidrolizatina DPPH
siipiirme aktivitesi analizi yapilmis ve elde edilen veriler degerlendirilmistir. Ruseym
protein hidrolizatlar1t DPPH siiplirme aktivitesinin degerlendirilmesinde “daha biiyiik
daha iyidir” yaklasimi seg¢ilmistir. Boylelikle her bir faktdriin DPPH siipiirme

aktivitesi degerine katki oran1 belirlenmigtir.

Tablo 4.1’de L25 Taguchi deney tasarimina gore hazirlanan ruseym protein
hidrolizatlarinin DPPH siiplirme aktivitesi degerleri yer almaktadir. Ruseym protein
hidrolizatlarmin DPPH siipiirme aktivitesi sonuclar1 18,9-39,3 mg TE.100 g’
araliginda degiskenlik gostermektedir. Yedi numarali deneme US 1 muamele siiresi
24 dk, US 2 muamele siiresi 24 dk, Alkalaz konsantrasyonu %60 oraninda,
Flavourzyme konsantrasyonu %80 oraninda ve ultrafiltrasyon cihazi ile hacimsel

konsantrasyon islemi uygulanmayan bugday ruseymi protein hidrolizatlar1 en diisiik
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DPPH siipiirme aktivitesi degerini verdigi goriilmektedir. Dokuz numarali deneme
olan US 1 muamele siiresi 24 dk, US 2 muamele siiresi 48 dk, Alkalaz konsantrasyonu
%100 oraninda, Flavourzyme konsantrasyonu %20 oraninda ve ultrafiltrasyon
yontemiyle 6 kat hacmen konsantre edilerek iiretilen ruseym hidrolizatlar1 ise
maksimum DPPH siipiirme aktivitesi degerini vermistir. Faktorlerin (US 1-US 2
muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme konsantrasyonu, ultrafiltrasyonda hacimsel
konsantrasyon orani) farkli seviyelerde uygulanmasiyla elde edilen ruseym protein
hidrolizatlarinda DPPH siipiirme aktivitesi analiz sonuglarina gore en yliksek ve diisiik
degerleri arasinda yaklasik 2 kat diizeyinde farkliligin bulundugu gozlemlenmektedir.
Faktorlerin optimum seviyelerinin belirlenmesiyle elde edilen ruseym protein

hidrolizatlarinda maksimum DPPH siipiirme aktivitesinin saglanacagi anlagilmaktadir.

L25 Taguchi tasarimina gore hazirlanan ruseym protein hidrolizatlarinin DPPH
siiptirme aktivitesine iliskin S/N varyans degerleri Tablo 4.7°de sunulmustur. Bu
verilere gore ruseym protein hidrolizatlarinin iiretiminde DPPH siiplirme aktivitesini
etkileyen faktorler arasinda US 1 muamele siiresi %54 ile en yliksek etkiye sahipken,
Flavourzyme konsantrasyonu %18, US 2 muamele siiresi %16,8, Alkalaz
konsantrasyonu %14 ve ultrafiltrasyon hacimsel konsantrasyonu %13,2 oraninda etkili
olmustur. Tablo 4.7°deki veriler incelendiginde ruseym protein hidrolizatlarinin

tiretiminde US 1 faktdriiniin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.7°deki bulgular dogrultusunda, ruseym protein hidrolizatlarinin {liretiminde
kullanilan Taguchi modelinin mevcut calismaya uygunlugu %92,96 giiven araligi
cergevesinde degerlendirilmistir. Modelin gegerliligi, DPPH siipiirme aktivitesi degeri
temel alinarak yiiriitiilen analizlerle test edilmis olup elde edilen sonuglar modelin bu

calismada uygulanabilir ve giivenilir oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.7: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz- Flavourzyme konsantrasyonlar1 ve
ultrafiltrasyon isleminde gerceklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
siirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin DPPH siipiirme aktivitesi

degerine ait S/N oranlarinin varyans analizi dagilimi

Varyans Kaynaklari DF Katki Oramm  F-Degeri  P-Degeri
US1 4 30,96% 4,40 0,049
US 2 4 16,84% 2,39 0,210
Alkalaz 4 14,01% 1,99 0,261
Flavourzyme 4 17,99% 2,55 0,193
Ultrafiltrasyon 4 13,16% 1,87 0,280

Hata 4 7,04%

Toplam 24 100,00%

Sapma R?

3,51118 92,96%

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde DPPH siipiirme aktivitesinin ana
etki grafigi Sekil 4.4’te sunulmustur. DPPH siipiirme aktivitesi, deneme desenindeki
tim rugseym protein hidrolizatlar1 i¢in denenerek faktorlerin optimum seviyeleri
belirlenmistir. DPPH siiplirme aktivitesi temel alinarak ruseym protein
hidrolizatlarinin optimizasyon ¢aligsmasi neticesinde US 1 muamele siiresi 36 dk, US
muamele 2 siiresi 48 dk, Alkalaz konsantrasyonu %100, Flavourzyme konsantrasyonu
%20 ve ultrafiltrasyon yontemiyle 4 kat hacimsel konsantrasyon optimum seviye

parametreleri olarak belirlenip Sekil 4.4'te gdsterilmistir.

DPPH siipiirme aktivitesi acisindan, US 1 ve US 2 islemlerinde uygulanan muamele
sire faktorleri nispeten uzun siirede olup optimum siire seviyeleri olarak
degerlendirilmistir. Ultrason uygulamasi sonucu antioksidan 6zellikteki maddelerin
serbest kaldigt ve bunun sonucu olarak DPPH siiplirme aktivitesinin arttig1

distiniilmektedir.
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Sinyal/Guriiltii Oranlarinin Ana Etki Grafigi

Veri Anlamlandirma
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Sekil 4.4: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme konsantrasyonlari ve
ultrafiltrasyon isleminde gergeklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
stirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin DPPH siiplirme aktivitesi i¢in

tasarim parametrelerinin ana etkilerinin degerlendirilmesi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Protein hidrolizatlarinin DPPH siiplirme aktivitesi, numunede bulunan proteinlerin
amino asitlerinin dizilimine ve bilesimine bagli oldugu bildirilmistir. Proteinlerin
hidroliziyle birlikte, proteinin 3 boyutlu yapisinda gizli kalan amino asit kalintilar1 ve
antioksidan aktiviteye sahip yan zincirler agiga ¢ikmaktadir (Chen vd., 2012; Tian vd.,
2020). Boylelikle protein hidrolizatlarinin proteinlere kiyasla daha yiliksek DPPH
siipiirme aktivitesi gosterdigi diisiiniilmektedir. Mevcut ¢alismada Flavourzyme ve
Alkalaz enzimleri ile ruseym proteinleri hidroliz edilerek DPPH siipiirme aktivitesinin
artis sagladig ileri siirlilmektedir. Literatiirde protein hidrolizatlarinin antioksidatif
ozelliklerini gelistirmek amaciyla ultrasonik uygulamalarin yapildigi ¢aligmalar yer
almaktadir (Liu vd., 2022b; Fadimu vd., 2021). Mevcut c¢alismada ruseym
proteinlerinin hidrolizi Oncesi ultrasonik muameleler uygulanmigtir. Ultrasonik
muamele ile protein hidrolizi dncesi proteinin 3 boyutlu yapisinda agilmalar meydana
getirilerek, proteinlerde hidrolizin kolaylasmasi ve antioksidatif maddelerin agiga

cikmast saglanmistir (Ashraf vd., 2020). Mevcut calismada L25 Taguchi tasarimina
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gore ultrasonik muamele uygulanmayan ruseym protein hidrolizatlarinin (25 numara)
DPPH siipiirme aktivitesinin 25,6 mg TE.100 g oldugu belirtilmektedir. Ruseym
protein hidrolizatlarindan maksimum DPPH siipiirme aktivitesi gésteren numunesine
(9 numara) uygulanan US 1 ve US 2 muamele siirelerinin sirasiyla 24 dk, 48 dk oldugu
belirtilmektedir (39,3 mg TE.100 g!). Boylelikle ultrasonik muamele uygulanan ve
ultrasonik muamele uygulanmayan Ornekler arasinda DPPH siiplirme aktivitesi

acisindan farklilik oldugu gozlemlenmektedir.

Tian ve digerlerinin (2020) yiiriittiigii arastirmada soya protein hidrolizatlarina 20 kHz
frekansta, 140 W veya 450 W giiciinde 10-30 dk arast ultrasonik muameleler
uygulanmistir. Sonrasinda 6rneklerde DPPH siipiirme aktivitesi ol¢iilmiistiir. Hidroliz
siiresi artttkca DPPH siipiirme aktivitesi degerinde Onemli bir artis oldugu
belirtilmistir. Maksimum DPPH siipiirme aktivitesi degerini 150 W ve 10 dk ultrasonik
muamelenin uygulandig1 soya proteini hidrolizatlar1 vermistir. Mevcut ¢alismada s6z
konusu ¢alismadan farkli olarak ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde 20
kHz (200 W) ve 26 kHz (400W) frekans ve gii¢ saglayan 2 farkli ultrasonik muamele
uygulanmistir. Bunun yani sira mevcut calismada ultrasonik muamele hidroliz
isleminden once gerceklestirilirken s6z konusu ¢alismada hidroliz sonrasi ultrasonik

muamele yapilmistir.

Hayta ve digerlerinin yiiriittiigi ¢calismada (2020) ise piring kepegi kullanilarak
ultrason (400 W, 24 kHz) destekli enzimatik protein hidrolizi yapilmistir. RSM
deneysel tasarimi kullanilarak maksimum antioksidatif etki gdsteren piring kepegi
protein hidrolizatlar1 elde edilmesi amacglanmistir. Optimize piring kepegi protein
hidrolizatlarmda DPPH siipiirme aktivitesi 8,2 mg TE.100 g oldugu bildirilirken
mevcut calismada ruseym protein hidrolizatlarinin maksimum DPPH siipilirme
aktivitesi 39,3 mg TE.100 g™ olarak bulunmustur. Mevcut ¢alismada ultrafiltrasyon
ile fraksiyonlanmasinda 50 kDa kasetten istifade edilmistir. Yiriitiilen calismalarda
kisa zincirli peptit fraksiyonlarinin uzun zincirli peptitlere kiyasla antioksidatif
aktivitesinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (He vd., 2013). Boylelikle s6z konusu
caligmadaki gibi daha kiiciik por biiylikliigline sahip kasetlerin (1-5-10 kDa) kullanimu,
protein hidrolizatlarinin DPPH siipiirme aktivitesini arttirabilecegi diigiiniilmektedir.
DPPH siipiirme aktivitesi gosteren biyoaktif peptitlerin genelde 1 kDa’dan daha diisiik
molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmistir (Sonklin vd., 2018). Pirin¢ kepeginin

protein iceriginin (%10,6) diisiik olmas1 nedeniyle hidroliz 6ncesi protein izolasyonu
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yapilmistir. Ancak ruseymin protein igerigi (%21,5) ile pirin¢g kepeginin protein
iceriginin arasinda yaklasik olarak 2 kat diizeyinde farkliligin bulunmas1 gerekgesiyle
ve uygulanan denemeler sonucunda, ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde

On igslem olarak protein izolasyon yontemi tercih edilmemistir.

Ruseym proteinlerinin hidroliz {iriinleri antioksidatif etki gostermektedir. Ruseym
protein hidrolizatlarinin sahip oldugu antioksidatif etkileri farkli sektorlerde
uygulanmasina olanak saglamaktadir. Gida sektoriinde istenmeyen tat ve kokularin
onlenmesinde, lipit oksidasyonunun geciktirilmesi ya da bu riskin tamamen ortadan
kaldirilmas1 amaciyla antioksidanlar kullanilmaktadir (Lin ve Liang, 2002). Gida
endiistrisinde kullanilan sentetik antioksidanlarin yerine rugseym protein hidrolizatlar
kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir. Boylelikle ruseym protein hidrolizatlarinin sahip

oldugu antioksidatif etki sayesinde giday1 koruyabilecegi diisiiniilmektedir.

Protein hidrolizatlar1 sahip olduklar1 antioksidan aktivite sebebiyle gidalarda serbest
radikallerin olusumunu engellemek amaciyla kullanilabilmektedir (Li vd., 2019;
Padial-Dominguez vd.,2020; Zhou vd., 2013b). Yiiriitilen bir ¢aligmada kirmizi
fasulye kullanilarak {iretilen protein hidrolizatlari, yogurt 6rnegine eklenmis ve bu
islemin lipit oksidasyonunu geciktirdigi raporlanmistir. Kirmizi fasulye protein
hidrolizatlarinin sahip oldugu antioksidatif bilesiklerin yogurttaki lipit oksidayonu
saglayan maddeleri inhibe ederek lipit oksidasyonunu geciktirmede rol oynadigi tespit

edilmistir (Sarker vd., 2020).

Djellouli ve digerlerinin yiiriittigli ¢alismada (2020), elde edilen karides protein
hidrolizatlarinin glukozamin ile konjugasyonu vasitasiyla, hidrolizatlarin antioksidatif
ve antibakteriyel aktivitelerinin iyilestirilmesi amaclanmistir. S6z konusu ¢aligmada
karides kabugu ve karides pisirme suyu Enterococcus faecalis DM19 enzimi ile
proteinleri hidroliz edilmis ve sonrasinda hidrolizat dispersiyonlar1 kurutulmustur.
Ardindan kurutulmus karides protein hidrolizatlarina glukozamin ilave edilmistir.
Karides pisirme suyu protein hidrolizatlarinin glukozamin ile 1sitilmasi sonucu elde
edilen ornek yiiksek antioksidan aktivite gostermistir (yaklasik 30 mg Eq Askorbik
asit.g’"). Mevcut galismada elde edilen ruseym protein hidrolizatlarinin antioksidatif
aktivitesi (Maksimum 39,30 mg TE.100 g') s6z konusu ¢alismada glukozamin ile
1sitilmas1 sonucu elde edilen karides protein hidrolizatlar ile benzer sonug verdigi
goriilmektedir. Buna karsin glukozamin ile muamele yapilmayan karides protein
hidrolizatlarmin antioksidatif aktivitesinin (<10 mg Eq Askorbik asit.g”!) mevcut
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calismadaki protein hidrolizatlarina kiyasla onemli olgiide diisiik oldugu
anlasilmaktadir. Karides kabugu protein hidrolizatlarinin glukozamin ile 1sitilmasi
sonucu antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesiklerin {iretilmesine sebep oldugu
bildirilmistir. Antimikrobiyal o6zellikteki protein hidrolizatlar1 endiistriyel gida

tirtinlerinde sentetik antimikrobiyallerin yerine konulabilecegi diistiniilmektedir.

4.5. Ruseym Protein Hidrolizatlarinin Toplam Fenolik I¢erigi (TFI)

Bugday ruseymi protein hidrolizatlarinin iiretiminde Taguchi tasarimina gore L25
ortogonal dizi uygulanarak 25 farkli 6rnek elde edilmis ve 6rneklerin tamamina TFI
analizi uygulanmistir. TFI sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde “daha
biiylik olan daha iyi” parametresi kullanilarak faktorlerin optimum seviyeleri tespit

edilmistir.

Tablo 4.1°de L25 ortogonal dizisine gore iiretilen ruseym protein hidrolizatlarinin TFI
degerlerine yer verilmistir. Elde edilen verilere gére ruseym protein hidrolizatlarinin
TFi analiz sonuglar1 124,5-207,1 mg GAE.100 g! degerleri arasinda degistigi
belirlenmistir. Iki numarali deneme US 1 muamele siiresi 12 dk, US 2 muamele siiresi
24 dk, Alkalaz konsantrasyonu %40 oraninda, Flavourzyme konsantrasyonu %40
oraninda ve ultrafiltrasyon isleminde 4 kat hacmen konsantre edilerek hazirlanan
bugday ruseymi protein hidrolizatlari en diisiik TFI degerini gdstermistir. En yiiksek
TFI degerini ise 19 numarali deneme olan US 1 muamele siiresi 48 dk, US 2 muamele
stiresi 48 dk, Alkalaz konsantrasyonu %40 oraninda, Flavourzyme konsantrasyonu
%100 oraninda ve ultrafiltrasyon yontemiyle hacimsel konsantrasyonunun
yapilmadig1 ruseym protein hidrolizatlar1 vermistir. Ruseym protein hidrolizatlarinin
tiretiminde faktdrlerin farkli seviyelerde uygulanmasiyla TFI degerinin 6nemli oranda
degistigi goriilmektedir. Optimum faktdr seviyeleri secilerek en yiiksek TFI degerine

sahip ruseym protein hidrolizatlar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Proteinler ve fenolik bilesikler arasinda kovalent (disiilfiir baglar1) ve kovalent
olmayan baglar (hidrojen baglar1) bulunmaktadir. Ruseym proteinlerin hidrolizi
sirasinda bu baglarin kopmasiyla fenolik bilesikler serbest kalmaktadir (Aydemir ve
Yemenicioglu, 2013). Tablo 4.3 ve Tablo 4.4 teki L25 Taguchi tasarimi incelendiginde
serbest amino asit icerigi (%) en yiiksek olan ruseym protein hidrolizatlariin ayni

zamanda TFI degerinin maksimum olan numune oldugu gériilmektedir.
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L25 Taguchi tasarimi dogrultusunda hazirlanan ruseym protein hidrolizatlarinin TFI
verilerine iligkin S/N orani varyans analiz bulgular1 Tablo 4.8'de verilmistir. Tablo
4.8’de ruseym protein hidrolizatlarinin iiretiminde faktdrlerin TFI degerine katki orani
gosterilmektedir. Ruseym protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda TFI degerini US 1
muamele siiresi %42,2, US 2 muamele siiresi %3,2, Alkalaz konsantrasyonu %16,8,
Flavourzyme konsantrasyonu %6,1 ve ultrafiltrasyon hacimsel konsantrasyonu %27,3
oraninda etkiledigi bildirilmistir. Tablo 4.8’deki verilere bakilarak ruseym protein
hidrolizatlarinin tiretiminde US 1 muamele siiresinin istatistiksel olarak anlamh

oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.8’de uygulanan Taguchi analizinin, mevcut g¢alismayla %95,58 uyum
gosterdigi ve bu uyumun giiven araligi icerisinde degerlendirildigi belirlenmistir. Elde
edilen veriler, ruseym protein hidrolizatlarinin iiretiminde TFI analizinde Taguchi'nin

yiiksek diizeyde bir uyumluluk sagladigini gostermektedir.

Tablo 4.8: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme konsantrasyonlart ve
ultrafiltrasyon isleminde gerceklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
siirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarmin TFI degerine ait S/N oranlarinin

varyans analizi dagilimi

Varyans Kaynaklari DF Katki Oram F-Degeri P-Degeri
US1 4 42,17% 9,53 0,025
US 2 4 3,18% 0,72 0,622
Alkalaz 4 16,84% 3,81 0,112
Flavourzyme 4 6,12% 1,38 0,381
Ultrafiltrasyon 4 27.27% 6,17 0,053

Hata 4 4,42%

Toplam 24 100,00%

Sapma R?

10,7210 95,58%

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.5’te ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde TFI degerinin ana etki
grafigine yer verilmistir. L25 Taguchi tasarimina gore elde edilen ruseym protein

hidrolizatlarmin TFI degerleri analiz edilip, elde edilen verilere gore istatistiksel olarak
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her bir faktoriin optimum seviyesi grafikte gosterilmektedir. Ruseym protein
hidrolizatlarmin elde edilmesinde TFI degeri esas alindiginda US 1 muamele siiresi 48
dk, US 2 muamele siiresi 48 dk, Alkalaz konsantrasyon orani %100, Flavourzyme
konsantrasyon oranit %100 ve ultrafiltrasyon yontemiyle hacimsel konsantrasyon
yapilmayan faktor seviyeleri optimum parametreler olarak belirlenmistir. Ruseym
protein hidrolizatlarinin iiretiminde TFI degeri esas alindiginda US 1 ve US 2 muamele
siirelerinin maksimum seviyeleri optimum parametre seklinde belirlenmistir. Elde
edilen veriler 15181nda ultrasonik muamelenin ruseym protein hidrolizatlarinda fenolik

maddelerin serbest kalmasinda etkili rol oynadig1 diigiiniilmektedir.

Sinyal/Giiriiltii Oranlarinin Ana Etki Grafigi

Veri Anlamlandirma
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Sekil 4.5: US 1-US 2 muamele siireleri, Alkalaz-Flavourzyme konsantrasyonlari ve
ultrafiltrasyon isleminde gerceklesen hacimsel konsantrasyon oraninin optimizasyonu
siirecinde elde edilen ruseym protein hidrolizatlarmin TFI degeri igin tasarim

parametrelerinin ana etkilerinin degerlendirilmesi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Proteinlerle kovalent ve kovalent olmayan baglar olusturan fenolik bilesikler, protein
hidrolizi sirasinda koparak serbest kalmaktadir. Boylelikle protein hidrolizatlarinda
TFi degerinin protein izolatlarina kiyasla daha yiiksek olarak bulundugu rapor
edilmistir (Rezvankhah vd., 2021; Thamnarathip vd., 2016).
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Rezvankhah ve digerleri tarafindan yiiriitiilen aragtirmada (2021) mercimek proteinleri
Flavourzyme ve Alkalaz enzimleri ile farkli siire-konsantrasyonlarda (%1-2 w/w
enzim-substrat) uygulanarak mercimek protein hidrolizatlar1 elde edilmistir.
Mercimek protein konsantresinin TFI degeri 171 mg GAE.100 g! oldugu tespit
edilmistir. Mercimek proteinlerinin hidrolizi sonrast TFI degerinin arttig
belirtilmistir. Alkalaz enzimi %2 konsantrasyonda 180 dk uygulanarak elde edilen
mercimek protein hidrolizatlarinin TFI degeri 323 mg GAE.100 g™ iken Flavourzyme
%?2 konsantrasyonda 180 dk uygulanarak hazirlanan hidrolizatlarin TFi degeri ise 298
mg GAE.100 g oldugu tespit edilmistir. Son olarak Alkalaz (2 saat) ve Flavourzyme
(1 saat) %2 konsantrasyonlarda uygulanarak elde edilen mercimek protein
hidrolizatlarmin TFI sonucu maksimum deger olan 384 mg GAE.100 g! oldugu tespit
edilmistir. Mevcut projede ruseym protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda enzimatik
muamele siiresi (Alkalaz 2 saat, Flavourzyme 6 saat) ilgili calismadan daha uzun
sekilde uygulanmistir. Buna ragmen mevcut projede hidrolizatlarin TFI degerlerinin
(124,5-207,1 mg GAE.100 g') s6z konusu calismadaki TFi degerine kiyasla daha
diisiik oldugu gériilmektedir. Protein kaynaklarmin farkli olmasi TFI sonuglarmin

farkliligina yol agtig1 diistiniilmektedir.

Sonbahar ananas ¢igegi bitkisinin yetistirilmesinde topraga diisiik konsantrasyonda
(107 ile 10 7 M) Kahverengi alg’den (Ecklonia maxima) izole edilen 2 farkli fenolik
madde (floroglusinol ve eckol) uygulanmistir. Fenolik madde muamelesinin sonbahar
ananas ¢icegi bitkisinde sogan verimini, koklenmeyi arttirdig1 ve bitkinin fitokimyasal
igerigi lizerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (Masondo vd., 2015). Ruseym
protein hidrolizatlarinda yiiksek oranda fenolik i¢erik (maksimum 207,1 mg GAE.100
g!) bulunmaktadir. Bu sebeple ruseym protein hidrolizatlar1  bitkilerin
yetistirilmesinde kullanilmas1 numunelerde bulunan serbest amino asitlerin ve fenolik

bilesiklerin bitkinin gelisimine katki saglayabilecegi ongoriilmektedir.

Elde edilen verilere gore optimum faktdr seviyeleri segilerek en yiiksek TFI degerine
sahip rugeym protein hidrolizatlar1 elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen
optimum faktor seviyeleri denenerek hazirlanan rugseym protein hidrolizatlari,
bitkilerde hidrolizatlarin kullanimiyla biiylime ve gelisimine destek olabilecegi 6n
goriilmektedir. Buna ek olarak fenolik maddeler kozmetik endiistrisinde
kullanilmaktadir. Chen ve digerlerinin yiiriittiigli (2021a) projede piring proteini

hidrolizatlarmin TFI degeri ortalama 206 mg GAE.100 g! oldugu belirtilmistir. Piring
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protein hidrolizatlarinin kozmetik sektdriinde kullanilabilecegi bildirilmistir. Mevcut
calismada ruseym protein hidrolizatlarmin TFI degerinin (124,5-207,1 mg GAE.100
g’ piring protein hidrolizatlarinin TFI degeri ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
Bu sebeple ruseym protein hidrolizatlarinin da kozmetik sektoriinde kullanim

potansiyeli bulundugu anlasilmaktadir.

L25 Taguchi tasarimina gore hazirlanan ruseym protein hidrolizatlarinda serbest
amino asit, TNBS, DPPH siipiirme aktivitesi ve TFI degerleri esas alinarak faktorlerin
optimum seviyelerinin gosterildigi ana etki grafikleri verilmistir. Tablo 4.9°da sunulan
verilere gore US 1 muamele siiresi serbest amino asit ve DPPH siipiirme aktivitesi
analizi i¢in optimum siire 36 dk iken %DH ve TFI analizleri i¢in maksimum ultrasonik
muamele siiresi olan 48 dk optimum siire olarak belirlenmistir. US 2 muamele siiresi
serbest amino asit ve %DH analizleri i¢in 24 dk, DPPH siipiirme aktivitesi ve TFI
analizleri i¢inse 48 dk optimum siire olarak bulunmustur. Alkalaz konsantrasyonu
sadece serbest amino asit analizi i¢cin %40 iken diger %DH, DPPH siipiirme aktivitesi
ve TFI analizleri i¢in %100 oraninda kullanim1 optimum konsantrasyon orani olarak
belirlenmigtir. Flavourzyme konsantrasyonu DPPH siipiirme aktivitesi analizi i¢in
%20 oraninda, serbest amino asit, %DH ve TFI analizleri icin %100 oraninda
kullammi1 optimum sonucu vermektedir (On denemelerde, %100 enzim
konsantrasyonunun iizerinde enzim kullanilmis olmasina ragmen, en yiiksek serbest
amino asit degeri yine %100 konsantrasyonda elde edilmis ve bu deger birincil
optimizasyon kriterini karsilamistir). Optimize ruseym protein hidrolizatlar1 elde
ederken serbest amino asit, %DH ve TFI analizleri icin ultrafiltrasyon islemi ile
hacimsel konsantrasyonun yapilmamasi optimum sonucu verirken, DPPH siipiirme
aktivitesi analizi i¢in ultrafiltrasyon yontemiyle 4 kat hacmen konsantrasyon optimum
sonucu vermektedir. Buna ek olarak ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde
serbest amino asit ve TFI analizleri icin istatistiksel olarak US 1 muamele siiresi
faktorii onemli iken %DH degeri icin ultrafiltrasyon hacimsel konsantrasyon faktorii

istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

Serbest amino asit, %DH, DPPH siipiirme aktivitesi ve TFI gibi tim analiz
parametreleri i¢in Taguchi modelinin mevcut calismada uygulanabilir oldugu ve

modelin yliksek giiven aralig1 degerlerini (genellikle>%85) sagladig1 goriilmektedir.
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Tablo 4.9: 125 Taguchi tasarimina gore hazirlanan ruseym protein hidrolizatlarinin

optimize faktor seviyeleri ve aldigi maksimum degerler (Kons: Konsantrasyon, Maks:

Maksimum)
US1|US2| Alkalaz F}gzgzra/me Ultrafiltrasyon Mak
siiresi | siiresi Kons. enzirr.l 1 i Hacmen D:g:r.
(@) | (@) | @AUMmD | I Kons.
Serbest
Amino Asit 36 24 40% 100% - 1,36
(%)
Hidroliz o o
Derecesi (%) 48 24 100% 100% - 22,1
]Tjgfilgo(glg) 36 | 48 100% 20% 4 393
21215(?(%0 gy | 48] 48 100% 100% - 207,1

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.6. Optimize Ruseym Protein Hidrolizatlar1 ve Konsantresi

L25 Taguchi tasarimi kullanilarak optimize ruseym protein hidrolizatlarinin
hazirlanmasinda serbest amino asit (%) verimi esas alinmig ve faktorlerin optimum
seviyeleri belirlenmistir. US 1 muamele siiresi 36 dk, US 2 muamele siiresi 24 dk,
Alkalaz konsantrasyon orani %40, Flavourzyme konsantrasyon orant %100 ve
ultrafiltrasyon ile hacimsel konsantrasyon yapilmayan faktor seviyeleri ile optimize
rugeym protein hidrolizatlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan optimize ruseym protein
hidrolizatlar1 Sekil 4.6’da gosterildigi sekilde etiivde (Memmert, dogal konveksiyonlu
etiiv, IN30, Almanya, Biichenbach) konsantre edilmistir. Etiivde hava sirkiilasyonu
saglamasi amaciyla flap agiklig1 %80 seklinde ayarlanmistir (72 saat, 45°C). Optimize
ruseym protein hidrolizatlar1 etiivde 9,8 kat kiitlesel konsantre edilmistir. Optimize
ruseym protein hidrolizatlarina ve hidrolizatlarin konsantresine kiil, Briks, protein,
organik karbon, TNBS, TFI, DPPH siipiirme aktivitesi ve serbest amino asit analizleri

yapilmistir. Elde edilen analiz degerler Tablo 4.10°da yer almaktadir.
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Tablo 4.10: Taguchi analizi sonucu elde edilen faktorlerin optimum seviyelerine gére hazirlanmis optimize ruseym protein hidrolizatlari

ve hidrolizat konsantresinin analiz sonuglari

Kiil Briks Protein Organik DH TFI (mg DPPH (mg ie;:;elit
) ) ) ) ) -1 -1

(%) (%) (%) Karbon (%) (%) GAE.100¢g") TE.100¢g7) Asit (%)
Optimize
l]ff;i‘;:f Ruseym 500  77:06 18400 4,240,1 17,5+0,7 226,849,6 28,6+1,5 1,240,1
Hidrolizatlar:
Optimize
Edilmis Ruseym
Protein 5,1+0,1 74,0+£4,3  23,4£3,1 29,7+0,5 18,8+1,4 2291,8+13,8  340,8+20,0 9,8+0,6
Hidrolizat
Konsantresi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.6: Taguchi analizi sonucu elde edilen optimum faktoér seviyelerine gore
tiretilen optimize ruseym protein hidrolizatlar1 ve hidrolizatlarin etiivde konsantre

(45°C, 72 saat, %80 Flap ac¢iklig1) edilmesi sonucu elde edilen 6rnek
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Optimize rugseym protein hidrolizatlarinin protein ve Briks degerleri sirasiyla %1,81
ve %7,7 oldugu tespit edilmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlarinin
konsantresinin protein ve Briks oranlari sirasiyla %23,4 ve %74 olarak bulunmustur.
Bugday ruseymi magnezyum, demir, ¢inko, potasyum, fosfor ve kalsiyum
elementlerince zengin bir kaynaktir (Sramkova vd., 2009). Boylelikle ruseym protein
hidrolizatlarinin da bu mineral maddelere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Optimize
bugday ruseymi protein hidrolizatlarmin kiil igerigi %0,48dir. Optimize bugday
ruseymi protein hidrolizat konsantresinin kiil miktarinin ise %5,08 oldugu tespit

edilmistir.

4.6.1. Serbest Amino Asit ve Hidroliz Derecesi Degerleri

L25 deney tasariminda Taguchi analizi sonucu elde edilen optimum faktor
seviyelerine gore tretilen optimize ruseym protein hidrolizatlar1 ve hidrolizat
konsantrelerinin serbest amino asit (%) degerleri Tablo 4.10°da yer verilmistir.
Optimize ruseym protein hidrolizatlarinin toplam serbest amino asit degeri %1,24 iken
9,8 kat kiitlesel konsantre edildiginde toplam serbest amino asit degerinin %9,75

oldugu belirlenmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlarinin toplam protein
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kompozisyonun yaklasik %68,5’ini serbest amino asitler olusturmaktadir. Tablo
4.9°daki verilere gore optimize ruseym protein hidrolizatlarinin DH degeri %17,5,

hidrolizatlarin konsantresinin DH degeri ise %18,8’dir.

Tablo 4.11°de elde edilen verilere gore optimize ruseym protein hidrolizatlar1 ve
hidrolizat konsantrelerinin hidroksi prolin, arginin, lisin, tirozin, izoldsin serbest
amino asitleri icermedigi goriilmektedir. Bugday ruseyminde hidroksi prolin ve
asparagin, glutamin, triptofan amino asitleri hari¢ diger amino asitlerin tiimiiniin
mevcut oldugu bildirilmistir (Brestensky ve Patras, 2019). Ancak optimize ruseym
protein hidrolizatlarinin  hazirlanmasinda uygulanan ultrasonik ve enzimatik
muameleler sonucunda rugseym proteininin sahip oldugu arginin, lizin, tirozin, izoldsin
amino asitleri serbest forma ge¢medigi anlagilmaktadir. Optimize ruseym protein
hidrolizatlar1 ve hidrolizatlarin konsantrelerinde en yiiksek serbest amino asit oranin
valin amino asidi verirken (sirasiyla %1,87, %0,27), en diisiik serbest amino asit
oranini ise glutamin amino asidi vermistir (sirasiyla %0,019, %0,021). Buna ek olarak
tliml1 151l islem uygulanarak enzimatik protein hidrolizi gerceklestirilmesi sebebiyle

ruseym protein hidrolizatlarinda D-amino asitlerin olugsmadigi diisiiniilmektedir.

Tam tahilli bugdayin proteoliz islemi uygulanmadan serbest amino asit igerigi
Olctilmiistiir. Elde edilen verilere gore yiiksek serbest amino asit igerigi gdsteren amino
asitler sirastyla aspartik asit, serin ve alanin (sirasiyla 227, 99, 61 pg.g') olarak
bulunmustur (Mustafa vd., 2007). Mevcut calismada ruseym protein hidrolizatlar:
numunelerinde ultrasonik islem ve proteoliz uygulamalar1 yapilmasi nedeniyle tam
tahilli bugday ile karsilastirildiginda ruseym protein hidrolizatlarinin serbest amino
asit degerleri (aspartik asit %0,04, serin %0,05, alanin %0,14) 6nemli dl¢iide daha
yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.11: L25 Taguchi analizi sonucu elde edilen optimum faktor seviyelerine gore
tiretilen optimize ruseym protein hidrolizatlar1 ve hidrolizat konsantresinin (9,8 kat

kiitlesel olarak konsantre edilmistir) serbest amino asit (%) analizi

Optimize Edilmis
Ruseym Protein
Hidrolizat Konsantresi

Optimize edilmis Ruseym
Protein Hidrolizatlar:

Amino Asit Ad1 Serbest Amino Asit Serbest Amino Asit
(% w/w) (% wiw)
Hidroksi Prolin 0,00000 0,00000
Histidin 0,29847 0,05911
Asparagin 0,46778 0,02414
Serin 0,54988 0,05259
Glutamin 0,01907 0,02157
Arginin 0,00000 0,00000
Glisin 0,64844 0,10443
Aspartik Asit 0,62316 0,03536
Glutamik Asit 1,24716 0,18112
Treonin 0,61068 0,04639
Alanin 1,11281 0,14225
Prolin 0,39352 0,02918
Sistein 0,02729 0,00000
Lisin 0,00000 0,00000
Tirozin 0,00000 0,00000
Metiyonin 0,26387 0,02221
Valin 1,86530 0,27149
1zol6sin 0,00000 0,00000
Losin 1,08905 0,13204
Fenilalanin 0,44389 0,07704
Triptofan 0,09130 0,03817
Toplam 9,75 1,24

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ugolini ve digerlerinin (2015) yaptig1 calismada yagsiz aygicegi unu ve izolati
kullanilarak protein hidrolizatlart (APH) elde edilip hidrolizatlar dondurarak
kurutulmustur. Tere otu ve marul bitkilerine APH eklenip hidrolizatlarin bitkilerdeki
etkileri degerlendirilmistir. APH muamelesi sonrasi bitkilerin kuru agirliklar1 ve ana
kok uzunlugu Olciilmiistiir. Bitkilerde APH uygulamasmin oksin benzeri etki
gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen verilere gére APH’nin tarimda etkili kullanima
sahip olabilecegi bildirilmistir. Mevcut c¢alismada optimize ruseym protein

hidrolizatlarinin konsantresinin serbest amino asit icerigi %9,75 iken s6z konusu
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calismada %16,4 oldugu bildirilmis ve hidrolizatlarin hidroliz dereceleri benzer
olmasina ragmen (DH: APH%17-19, optimize ruseym protein hidrolizatlar1 %18,8)
serbest amino asit igeriginin APH’de daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeni s6z konusu calismada baslangic materyalin protein miktarinin daha fazla
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (protein igerigi: yagsiz aygigegi %31,1,
ruseym %21,5). APH’de en fazla bulunan serbest amino asitler sirasiyla glutamin,
arginin, 16sin olurken rugseym protein hidrolizatlarinin konsantresinde sirastyla valin,
glutamik asit ve alanin en ¢ok bulunan serbest amino asitlerdir. Ayrica s6z konusu
calisma ile mevcut proje arasindaki 6nemli farklardan biri enzimatik hidroliz 6ncesi

ultrasonik muamelenin yapilmasidir.

Ghelich ve digerlerinin (2022) yiiriittiigii ¢alismada Flavourzyme ve Alkalaz enzimleri
ayr1 ayr1 uygulanarak farkli ruseym protein hidrolizatlari elde edilmistir. Bunu takiben
ruseym protein hidrolizatlar1 dondurulmus yogurdun hazirlanmasi asamasinda ilave
edilip (%0-1,5), son adimda dondurulmus yogurda ait fizikokimyasal ve duyusal
ozellikler incelenmistir. Ruseym protein hidrolizatlarinin dondurulmus yogurda ilave
edilmesi tirlinlin dokusunu gelistirdigi, %0,5-1 oranlarinda konulan hidrolizatlarin
tirtin tadinin begenisi bakimindan kontrole kiyasla 6nemli bir fark olusturmadig: tespit
edilmistir. Mevcut ¢alismada s6z konusu arastirmadan farkli olarak optimize ruseym
protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde hem Flavourzyme hem de Alkalaz enzimleri
birlikte kullanilmis ve hidroliz Oncesi hidrolizatlara ultrasonik muamele
uygulanmistir. Buna ek olarak mevcut c¢alismada optimize ruseym protein
hidrolizatlarina uzun siireli enzimatik muamele (Alkalaz 2 saat, Flavourzyme 6 saat)
uygulanmasina ragmen DH degeri %17,51 iken ilgili ¢alismada hidrolizatlarin elde
edilmesi amaciyla uygulanan kisa siireli (30 dk) Alkalaz enzimi muamelesi sonucunda
%28,26 oraninda yiiksek DH degeri elde edilmistir. DH degerleri arasinda olusan bu
farkin nedeni, ilgili ¢calismada mevcut ¢alismadan farkli olarak protein izolatlarina

hidroliz uygulanmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Amino asitlerin kalsiyum ile olusturdugu kompleksin diger kalsiyum takviyelerine
(kalsiyum laktat, kalsiyum glukonat) kiyasla daha iyi stabilite ve biyoyararlanima
sahip oldugu raporlanmistir (Rosado vd., 1993; Wang vd., 2018a). Sentetik kalsiyum
takviyelerinin biyoyararlaniminin diisiik oldugu ve kalsiyum emiliminin zayif oldugu
bildirilmistir (Bronner ve Pansu, 1999). Amino asidin yani sira peptitler kullanilarak

peptit-kalsiyum selat olusturulmast miimkiindiir. Wang ve digerlerinin (2018a)
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ylriittigli arastirmada ruseym proteinleri Alkalaz kullanilarak hidrolize edilmistir.
Bunu takiben hidrolizatlar enstriimental cihazlarla (HPLC vb.) saflastirilmistir.
Saflastirilmis peptitin (Phe-Val-Asp-Val-Thr) amino asit dizisi belirlenerek kalsiyum
baglama kapasitesinin hidrolizatlarin kalsiyum baglama kapasitesine oranla énemli
Olciide (%86,37 oraninda) arttig1 rapor edilmistir. Buna ek olarak ruseym proteininin
biyoaktif peptitlerin elde edilmesi i¢in iyi bir kaynak olabilecegi ve bu sebeple s6z
konusu bitkisel proteininin fonksiyonel gida iirlinlerinde degerlendirilebilecek bir

bilesen oldugu 6ne stiriilmistiir.

4.6.2. DPPH Siipiirme Aktivitesi ve TFI Degerleri

L25 Taguchi tasarimina gére optimize edilen ruseym protein hidrolizatlarinin DPPH
siiplirme aktivitesi ve TFI degeri sirasiyla 28,64 mg TE.100 g!, 226,78 mg GAE.100
gl oldugu tespit edilmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlarmin konsantresinin
DPPH siipiirme aktivitesi 340,76 mg TE.100 g™ ve TFI degeri 2291,77 mg GAE.100

glolarak bulunmustur.

Glutamik asit ve aspartik asit amino asitlerinin DPPH siipiirme aktivitesi diger amino
asitlere kiyasla yiiksek olup gii¢lii antioksidatif etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Udenigwe ve Aluko, 2011). Konsantre ruseym protein hidrolizatlarinda toplam
serbest amino asit kompozisyonunun yaklasik %20’sini glutamik asit ve aspartik asit
olusturmaktadir. Zhu ve digerleri (2006b) tarafindan yiiriitiilen aragtirmada Alkalaz
enzimi ile bugday ruseymi protein hidrolizatlar1 elde edilerek antioksidan ve serbest
radikal giderici aktiviteleri incelenmistir. Ilgili ¢aligmada bugday ruseymi protein
hidrolizatlarinin antioksidatif aktivitesi linoleik asit emiilsiyonunda Olciilerek a-
tokoferol ve BHT maddeleri ile kiyaslanmistir. S6z konusu ¢alismanin sonuglarina
gore ruseym protein hidrolizatlarinin antioksidatif aktivitesinin o-tokoferole yakin
oldugu ancak BHT ’nin antioksidatif aktivitesi ile kiyaslandiginda 6nemli dl¢iide diisiik

oldugu bildirilmistir.

Ruseym albiimin protein hidrolizatlari papain enzimi kullanilarak, ultrasonik muamele
destegiyle hidrolizatlar elde edilmistir. Optimum DPPH siipiirme aktivitesini saglamak
i¢in hidroliz kosullar1 ve ultrasonik gii¢ degerleri (140-180 W), Box-Behnken tasarimi
(BBD) ve RSM kullanilarak optimize edilmistir. ilgili galismanin optimizasyon

sonucunda en iyi DPPH siiplirme aktivitesi degerini veren parametrelerin 180 W
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ultrasonik gii¢, 20 dk hidroliz siiresi ve %2 substrat konsantrasyonu seklinde oldugu
raporlanmistir (Tian vd., 2024). Mevcut ¢alismada ruseym protein hidrolizatlarinin
elde edilmesi amaciyla 26 kHz (200 W) ve 20 kHz (400 W) frekans ve gii¢c saglayan

olmak tizere 2 farkli gli¢ yogunluguna sahip ultrasonik muamele uygulanmaistir.

Gorgii¢ ve digerlerinin yiriittiigii (2019) arastirmada RSM ve Merkezi Kompozit
Tasarim (CCD) kullanilarak susam kepegi ile ultrason destekli (528-836 W) protein
hidrolizi gergeklestirilmistir. Bu amag¢ kapsaminda Viskozim L ve Alkalaz enzimleri
kullanilmistir. Susam kepegi hidrolizatlarinda ultrason destekli enzimatik muamele
edilen &rneklerde TFI degerleri incelendiginde 382-603 mg GAE.100 g arasinda
degiskenlik gosterdigi bildirilmistir.

4.6.3. Seker ve Organik Karbon I¢erigi

L25 Taguchi tasarimina gore optimize edilmis ruseym protein hidrolizatlar1 ve
hidrolizatlarin konsantresinde seker igerigi Tablo 4.12°de verilmistir. HPLC-RID
detektor kullanilarak analiz edilen Orneklerde glikoz, fruktoz, maltoz ve sakaroz
bilesenleri tespit edilmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlarinda ¢oktan aza
dogru stikroz, fruktoz, glikoz ve maltoz igerikleri sirastyla %4,13, %0,46, %0,43,
%0,08 seklinde belirlenmistir. Optimize ruseym protein hidrolizatlarinin konsantresi
icin ¢oktan aza dogru siikroz, glikoz, fruktoz ve maltoz igerikleri sirasiyla %28,02,
%0,55, %0,51, %0,30 olarak belirlenmistir. Belirlendigi gibi optimize rugseym protein

hidrolizatlarina kiyasla hidrolizatlarin konsantresi daha fazla seker igerigine sahiptir.

Baglangicta mevcut projede ruseym Ornegi yerine ruseym protein izolat1 kullanimi
degerlendirilmistir. Verim, zaman ve ekonomik sebeplerden otiirii direkt olarak
ruseym kullanilarak protein hidrolizatlar: elde edilmesine karar verilmistir. Buna ek
olarak ruseymde bulunan seker vb. bilesikler protein izolasyonu islemiyle
uzaklastirlmaktadir. Ancak ruseym protein hidrolizatlarinin tarim endiistrisinde
kullaniminda sekerlerin bitki i¢cin 6nemli karbon-enerji kaynagi olma, topragin
mikrobiyal aktivitesini, toprak verimini ve bitki sagligin1 olumlu yonde etkileme gibi
ozellikler tasimasi nedeniyle bu bilesikler istenmektedir (Ugolini vd., 2015; Wang ve
Ruan, 2013). Buna ek olarak optimize ruseym protein hidrolizatlarinin biyoteknoloji
alaninda kullanim potansiyeli olarak azot kaynagi olmasinin yani sira C elementine de

sahip olmas1 6nemli oldugu diigiiniilmektedir. Boylelikle baslangi¢c materyali olarak
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rugeym protein izolatt yerine, ruseym kullanim1 karbonca zengin protein
hidrolizatlarinin (konsantre hidrolizatta organik karbon %29,68) elde edilmesine
olanak saglamistir. Elde edilen optimize ruseym protein hidrolizatlarinin seker

iceriginin (konsantre hidrolizatta siikroz %28,02) yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.12: L25 Taguchi analizi sonucu elde edilen optimum faktor seviyelerine gore
tiretilen ruseym protein hidrolizatlar1 ve hidrolizatlarin konsantresinin (9,8 kat

konsantre) seker icerigi

Glikoz Fruktoz Maltoz Siikroz
(%) (%) (%) (%)

Ruseym Protein

. . 0,43+0,02 0,46+0,03 0,08+0,01 4,13+0,12
Hidrolizat1

Ruseym Protein
Hidrolizat 0,55+0,00 0,51+£0,01 0,30+0,01 28,02+2,96
Konsantresi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Maillard reaksiyonu, indirgen sekerlerin karbonil gruplari ile amino asitler, proteinler
veya diger azot igeren bilesiklerde bulunan birincil amino gruplari arasinda meydana
gelen, enzimatik olmayan bir esmerlesme seklinde tanimlanmaktadir (Martins vd.,
2000). Literatiirde BSA proteini ve glikoz kullanilarak gergeklestirilen bir ¢alismada,
Maillard reaksiyonu sonrasi kahverengilesme kinetiginin 60 °C’de, 100 °C’ye kiyasla
yaklagsik 15 kat daha diisiik oldugu ve sicaklik artisiyla birlikte esmerlesme derecesinin
arttig1 belirlenmistir (Ajandouz vd., 2008). Bu sebeple mevcut ¢alismada Protein
hidrolizatlarinin etiivde konsantre edilmesi siirecinde 45°C sicaklikta Mailllard
reaksiyonu iriinlerinin olugmayacagi ya da olugsa bile ithmal edilebilecek diizeyde

diisiik miktarlarda olusacagi ongoriilmektedir.

Sekil 4.6’da bugday ruseyminden ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesi ve
sonrasinda yapilan analizleri 6zetleyen akim semas1 yer almaktadir. Ruseym protein
hidrolizatlarinin elde edilmesi i¢in dncelikle ruseym 6rnegine ultrasonik ve enzimatik
muameleler uygulanmistir. Bunu takiben santrifiij edilmis ve ultrafiltrasyon ile
hacmen konsantre edilmistir. Elde edilen ruseym protein hidrolizatlarma DPPH
siiplirme aktivitesi, %DH, TFI, serbest amino asit analizleri uygulanmustir. Bir sonraki

asamada elde edilen veriler degerlendirilip birincil degerlendirme kriteri olan serbest
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amino asit igerigine gdre optimize ruseym protein hidrolizatlar1 elde edilmis ve
kiitlesel konsantrasyon uygulanmistir. Son asamada optimize ruseym protein
hidrolizatlarina ve konsantresine kiil, seker, Briks, DPPH siipiirme aktivitesi, %DH,

serbest amino asit igerigi, TFI, organik karbon analizleri uygulanmstir.
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Ruseym-su
karisimina US 1 (26
kHz, 200) W) ve US
2 (220 kHz, 400 W)

seklinde 2 farkhi
ultrasonik muamele
uygulanmigtir

Hazirlanan ruseym
protein
hidrolizatlarina
santrifiij uygulanmis
ve ultrafiltrasyon
islemi ile hacmen
konsantrasyon
yapilmustir

Ruseym protein
hidrolizatlarina
uygulanan DPPH
siiptirme aktivitesi,
%DH, TFI, serbest
amino asit sonuclarina
gore varyans analizi
uygulanmis ve ana etki
grafikleri belirlenmistir

Ultrasonik
Muameleler
Elde edilen ruseym
karisimina sirasiyla
Enzimatik seliilaz, Alkalaz ve
Muameleler Flavourzyme ile
enzimatik muamele
yapilmis ve ruseym
protein hidrolizatlar
hazirlanmistir

Santrifiij ve
Ultrafiltrasyon
Uygulamasi

L25 Taguchi tasarimina
gore hazirlanan rugeym
protein hidrolizatlarina
DPPH siipiirme
aktivitesi, %DH, TF1i,
serbest amino asit
analizleri yapilmistir

DPPH Siipiirme
Aktivitesi, DH, TFI,
Serbest Amino Asit

Analizleri

Istatistiksel Analiz
ve Optimum
Seviyelerin
Belirlenmesi
Optimize ruseym
protein hidrolizatlar1 ve
konsantresine (kiitlesel)
kil, seker, Briks, DPPH
siipiirme aktivitesi,
%DH, serbest amino
asit ierigi, TFI,
organik karbon
analizleri yapilmistir

erbest Amino Asit
Kriterine Gore

Hazirlama ve

Analizler

Sekil 4.7: Ruseym protein hidrolizatlarinin eldesinde ve sonrasinda yiiriitiilen

caligmalarin akim semasi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu calismada degirmencilik endiistrisinde yan iiriin olarak elde edilen bugday ruseymi
kullanilarak L.25 Taguchi tasarimina gore ultrasonik muamele, enzimatik proteoliz
islemleri uygulanmistir. Sonraki agsamada ultrafiltrasyon ile numuneler hacmen
konsantre edilerek hazirlanan ruseym protein hidrolizatlarma DPPH siipiirme
aktivitesi, TFI, %DH ve serbest amino asit i¢erigi analizleri yapilmistir. Serbest amino
asit icerigi birincil kriter segilerek hazirlanan ruseym protein hidrolizatlar1 ve
konsantre edilmis formuna analizler yapilmis ve ruseym protein hidrolizatlarinin farkl

sektorlerde kullanim potansiyeline iligkin literatiir degerlendirmesi yapilmistir.

Bugday ruseymine L25 Taguchi tasarim yontemine gore proteoliz uygulanmis ve
serbest amino asit i¢erigine gére optimize ruseym protein hidrolizatlar: elde edilerek
farkli sektorler i¢in potansiyel bir iiriin elde edilebilirligi degerlendirilmistir. Bu amag
dogrultusunda ruseym Ornegine ultrasonik ve proteolitik muameleler uygulanmis ve
bunun yaninda iiriin performansini iyilestirmek i¢in 1sitma, sogutma, asidifikasyon, pH
modiilasyonu, membran prosesleri gibi islemlerden yararlanilmistir. Bu sekilde elde
edilen iiriin, nispeten yliksek serbest amino asit igerigine sahip olup, tarim, hayvan
beslenmesi, gida ve gida takviyeleri iiretimi gibi ¢esitli sektorlerde potansiyel kullanim

alanlarina sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Mevcut ¢alismada ruseym protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde 26 kHz (200 W)
ve 20 kHz (400 W) frekans ve gii¢ (parantez i¢inde verilmistir) saglayan olmak tizere
2 farkli ultrasonik muamele uygulanmistir. Literatiirde proteoliz 6ncesi uygulanan
ultrasonik muamelenin %DH degerini arttirdig1 calismalar bulunmaktadir (Vidal vd.,

2018)

L25 Taguchi tasarimina gore elde edilen 25 farkli ruseym protein hidrolizatlarinda
DPPH siipiirme aktivitesi, toplam fenolik icerigi, serbest amino asit i¢erigi ve hidroliz
derecesi Ol¢lilmiistiir. S6z konusu her bir analiz i¢in ana etki grafigi hazirlanmistir.
Ana etki grafiklerinde, ruseym protein hidrolizatlar1 hazirlanirken maksimum verimin
alinmasi i¢in ilgili analize uygun olarak optimize faktor seviyeleri belirlenmistir.
Mevcut calismada L25 Taguchi tasarimima goére hazirlanan ruseym protein

hidrolizatlarinin serbest amino asit igerigi esas alinarak ana etki grafigi
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olusturulmustur. Ana etki grafiginde yer alan optimum faktor seviyelerine gore ruseym
protein hidrolizatlar1 hazirlanmis ve konsantre edilmistir. Optimize ruseym protein
hidrolizatlarina ve konsantresine kiil, seker, Briks, DPPH siipiirme aktivitesi, %DH,
serbest amino asit icerigi, TFI, organik karbon analizleri uygulanmustir. Elde edilen

analiz verileri, literatiirdeki benzer ¢aligmalarla karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

Ruseym protein hidrolizatlarinin DPPH siipiirme aktivitesi ana etki grafiginde sunulan
ultrasonik muamele siiresi, proteolitik enzim konsantrasyonlar1 ve ultrafiltrasyon
hacmen konsantrasyonunun optimum parametrelerine gore hazirlanacak ruseym
protein hidrolizatlarinin yiiksek antioksidatif i¢erigine sahip olacagi 6ngoriilmektedir.
Boylelikle bu kosullar altinda hazirlanan ruseym protein hidrolizatlarinin kozmetik
sektorlinde degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira biyoteknolojide
fermantasyon uygulamasinda besin kaynagi olarak zengin karbon igerigi ve nispeten
yiiksek antioksidatif etkisi nedeniyle DPPH siiplirme aktivitesinin optimum faktor
seviyelerine gore hazirlanacak ruseym protein hidrolizatlarinin kullanildigi yeni bir

proje gerceklestirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Benzer sekilde TFI degeri esas alinarak belirlenen optimize faktdr seviyelerinde
ruseym protein hidrolizatlart hazirlanarak tarim endiistrisinde bitkilerin biiyiime ve
gelismesi iizerindeki etkilerinin incelendigi calisma yapilabilmektedir. Literatiirde
fenolik maddelerin bitkilere uygulanmasiyla birlikte, bitkide koklenmeyi arttirdig: ve
verimi olumlu acidan etkiledigi ¢alismalar yer almaktadir (Masondo vd., 2015).
Fenolik maddeler tarim endiistrisinin yani sira kozmetik sektoriinde gibi farkh

sektorler i¢in de dnemli bilesenlerdir.

Kisacasi bu ¢alismada, ruseym protein hidrolizatlarinin iiretiminde serbest amino asit
igerigi birincil optimizasyon kriteri olarak belirlenmistir. Bu dogrultuda elde edilen
optimize hidrolizat 6rnekleri ilgili analizlerle karakterize edilmistir. Benzer sekilde,
diger analizler i¢in belirlenen faktor seviyelerine gore tiretilen optimize ruseym protein
hidrolizatlarinin farkli kullanim alanlarinda degerlendirilebilecegi ve bu kapsamda

yeni arastirmalarin yiiriitiilebilecegi ongoriilmektedir.
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