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OZET

KANOLA KUSPESINDEN YESIL TEKNOLOJILERLE
PROTEIN HIDROLIiZATI URETIM SURECLERININ
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KARAKTERIZASYONU
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Bu calisma, soyadan sonra en ¢ok ekilen ikinci yagli tohum yan iiriinii olan kanola
kiispesinin  daha ekonomik ve c¢evresel acidan sirdiiriilebilir  sekilde
degerlendirilmesini amaclamaktadir. Kanola kiispesi proteinlerinin hidroliziyle
yiiksek katma degerli iirliinler elde etmek i¢in enzimatik muameleler, ultrasonik
islemler ve ultrafiltrasyon gibi yesil teknolojiler kullanilmistir. Bu siire¢, hem kaynak
verimliligini artirmak hem de cevresel etkileri azaltmak amaciyla tasarlanmis olup,
Taguchi L25 ortogonal dizisi ile 25 farkli deney kombinasyonu hazirlanarak optimize
edilmistir. Deney tasarimi kapsaminda Ultrasonik muamele 1 (26 kHz, 0-48 dk),
Ultrasonik muamele 2 (20 kHz, 0-48 dk)), Proteaz 1 (Alcalase, 2,4AU/ml, 20-100%),
Proteaz 2 (Flavourzyme, 1000L, 20-100%), Ultrafiltrasyon (hacmen konsantrasyon,
0-10x) olmak fiizere bes farkli faktor bes farkli seviyede degerlendirilmistir. Bu
yontem, parametrelerin sistematik analizini saglayarak en uygun kosullarin
belirlenmesine olanak tanimaktadir. Calismada, serbest amino asit miktari, hidroliz
derecesi (TNBS yoOntemi), toplam antioksidan madde (DPPH metodu) ve toplam
fenolik madde (Folin-Ciocalteu yontemi) analizleri, istatistiksel yontemlerle (ANOV A
ve Taguchi analizi) optimize edilmistir. Birincil yanit degiskeni serbest amino asit
miktar1 olarak secilmis ve optimizasyon sonuglarina uygun numune hazirlanmistir.
Hazirlanan numunenin fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri toplam protein tayini
(Kjeldahl yontemi), amino asit dagilimi, hidroliz derecesi, organik karbon analizi

(Walkley-Black metodu), toplam fenolik madde tayini, toplam antioksidan madde



miktari, kiil tayini ve kuru madde tayini gibi analizlerle kapsamli sekilde
degerlendirilmistir. Serbest amino asit miktar1 analizi sonrasi yapilan optimizasyon ve
analizde, faktorler arasinda en belirgin etkiyi Flavourzyme muamelesinin gosterdigi
ve bu islemin %52,7 oraninda etkisi oldugu tespit edilmistir. S/N (Sinyal-Giiriiltii
Orani, Signal-to-Noise Ratio) oranlar1 degerlendirilerek yapilan analizlerde, yliksek
S/N (“the bigger the better”, daha yiikksek o kadar iyidir) oranlarinin daha iyi
performansi isaret ettigi gozlemlenmistir. Serbest amino asit miktar1 baz alinarak
hazirlanan optimum yanit kosullari, ultrasonik muameleler i¢in (20 ve 26 kHz)
sirasiyla 48 ve 24 dakika, Proteaz 1 muamelesi i¢in %40, Proteaz 2 muamelesi igin
%80°dir. Ayrica, serbest amino asit miktarini artirmada etkisinin gozlemlenememesi
nedeniyle ultrafiltrasyon islemi uygulanmamistir. Optimum seviyelerin birlesimiyle,
deneysel tasarimda elde edilen en yiiksek serbest amino asit miktari (%1,16) asilmig
ve optimize numunede bu deger %1,42 olarak bulunmustur. Hacmen 10,7 kat
konsantre edilen optimize numunede ise serbest amino asit miktar1 %12,72'ye
cikmistir. Optimum numune iizerinde yapilan analizlerle, optimize hidrolizat ve
konsantre numunelerin karakterizasyonu detayli sekilde belirlenmistir. Optimize
hidrolizat numunesinde hidroliz derecesi %25,3, toplam antioksidan madde miktari
30,75 TE mg/100g, toplam fenolik madde miktar1 387,5 g GAE/100g, toplam azot
igerigi %2,63, organik karbon oran1 %5,01, organik madde orani %0,49 ve kuru madde
orani %7,4 olarak 6l¢iilmiistiir. Konsantre numunede ise bu degerler sirastyla %28,1,
337,3 TE mg/100g, 4503,6 GAE/100g, %28,6, %30,2, %4,8 ve %79,5 olarak
belirlenmis, boylece konsantrasyon isleminin bilesenlerin zenginlesmesi tizerindeki
etkisi net bir sekilde ortaya konmustur. Bu calisma, tarimsal ve endiistriyel {iretimde
kimyasal girdilere bagimliligi azaltarak dogal kaynaklarin etkin kullanimini
destekleyen cevre dostu ve yenilik¢i ¢oziimler sunmayr hedeflemektedir. Kanola
kiispesi gibi tarimsal yan irlinlerin degerlendirilmesi hem ekonomik hem de
stirdiiriilebilirlik agisindan biiyiik bir potansiyel tagimakta olup, yesil teknolojilerin
kullanimt ile gevresel etkilerin azaltilmasina ve katma degeri yiiksek {irlinlerin elde

edilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kanola kiispesi, yan iiriin, protein, enzim muamelesi, ultrason,

ultrafiltrasyon.



ABSTRACT
OPTIMIZATION OF PROTEIN HYDROLYSATE
MANUFACTURING PROCESSES FROM CANOLA MEAL
WITH GREEN TECHNOLOGIES AND CHARACTERIZATION
OF THE PROTEIN HYDROLYSATES
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This study aimed to valorize canola meal, the second most widely cultivated oilseed
byproduct after soybean meal, using more economical and environmentally
sustainable approaches. Green technologies such as enzymatic treatments, ultrasonic
processes, and ultrafiltration were employed to obtain high-value products through the
hydrolysis of canola meal proteins. This process was designed to increase resource
efficiency and reduce environmental impacts. A total of 25 different experimental
combinations were optimized using the Taguchi L25 orthogonal array. In the
experimental design, five factors were assessed at five different levels: Ultrasonic
treatment 1 (26 kHz, 0-48 min), Ultrasonic treatment 2 (20 kHz, 0-48 min), Protease
treatment 1 (Alcalase, 2.4 AU/ml, 20-100%), Protease treatment 2 (Flavourzyme,
1000L, 20-100%), and Ultrafiltration (volume concentration, 0-10x). This method
allows for a systematic analysis of parameters and helps in identifying the optimal
conditions. In addition, free amino acid content, hydrolysis degree (TNBS method),
total antioxidant content (DPPH method), and total phenolic content (Folin-Ciocalteu
method) were optimized through statistical methods (ANOVA and Taguchi analysis).
The primary response variable selected was free amino acid content, and a sample was
prepared based on the optimization results. The physicochemical and functional
properties of the prepared sample were comprehensively evaluated through various
analyses, including total protein determination (Kjeldahl method), amino acid
distribution, degree of hydrolysis, organic carbon analysis (Walkley-Black method),
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total phenolic content, total antioxidant content, ash content, and dry matter content.
After free amino acid content determination, the most significant effect among the
factors was observed to be the Flavourzyme treatment, which had an impact of 52.7%.
In the analyses performed by evaluating the S/N (Signal-to-Noise Ratio) ratios, it was
observed that higher S/N ratios indicated better performance. Based on free amino acid
content, the optimum response conditions were determined as follows: for ultrasonic
treatments (20 and 26 kHz), 48 and 24 minutes, respectively; for Protease treatment 1,
40%; and for Protease treatment 2, 80%., ultrafiltration was not further administered
since its effect on increasing free amino acid content was not significant. By combining
the optimum levels, the highest free amino acid content obtained in the experimental
design (1.16%) was surpassed, with the optimized sample demonstrating a value of
1.42%. In the optimized sample, which was concentrated 10.7 times in volume, the
free amino acid content increased to 12.72%. The characterization of the optimized
hydrolyzed and concentrated samples was carried out based on similar tests. In the
optimized sample, the degree of hydrolysis was 25.3%, the total antioxidant content
was 30.75 TE mg/100 g, the total phenolic content was 387.5 g GAE / 100g, the total
nitrogen content was 2.63%, the organic carbon ratio was 5.01%, the organic matter
ratio was 0.49%, and the dry matter content was 7.4%. In the concentrated sample,
these values were found to be 28,1%, 337.3 TE mg/100g, 4503.6 GAE/100g, 28.6%,
30.2%, 4.8%, and 79.5%, respectively, clearly demonstrating the impact of the
concentration process on the enrichment of these components. Consequently, a method
to provide environmentally friendly and innovative solutions that support the efficient
use of natural resources while reducing dependency on harsh chemicals was generated.
The utilization of agricultural byproducts such as canola meal holds great potential in
both economic and sustainability terms, and the use of green technologies will
contribute to reducing environmental impacts and obtaining high-value-added
products.

Keywords: Canola meal, by-product, protein, enzymatic treatment, ultrasound,

ultrafiltration.
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BIRINCi BOLUM
GIRiS

Diinya genelindeki hizli niifus artisi, gida giivenligini saglama ve siirdiirtilebilir tarim
uygulamalarina olan ihtiyaci arttirmistir. Bu kapsamda, tarim sektorii kaynak yonetimi
ve etkin liretim stratejileriyle daha fazla verimlilik arayigina girmistir. Kanola bitkisi,
yiiksek yag verimi ve besin degeri ile onemli bir tarimsal iiriin olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Ancak, isleme sonrasi elde edilen kanola kiispesi ¢ogunlukla hayvan yemi olarak
degerlendirilmekte ve ekonomik degerinin biiylik bir kismi bu sekilde sinirh

kalmaktadir.

Yag1 alinmis kanola kiispesi, yaklasik %40 protein icerigiyle dikkat ¢eken bir tarimsal
yan iriindiir (Ayton, 2014). Bu yiiksek protein igerigi, hidroliz yoluyla elde edilen
polipeptitler, peptitler ve amino asitlerin, organik azot kaynagi olarak kullanimina
olanak tanimaktadir. Proteinlerin hidrolizi, kanola kiispesinin biyolojik degerini
artirarak, bir¢ok endiistriyel {irtinde kiispenin kullanimini siirdiiriilebilir bir sekilde
iyilestirmektedir. Elde edilen bu biyolojik bilesenler, birgok etkili ve ¢evre dostu iiriin
tiretme alternatifleri sunmaktadir. Protein hidrolizatlari, gida endiistrisinden tibbi
beslenmeye, tarimdan endiistriyel uygulamalara kadar genis bir yelpazede kullanilarak
bir¢cok alanda 6nemli faydalar sunmaktadir. Protein hidrolizatlar1 gida iiriinlerinde
emiilsifiye edici, kopiirtiicii ve jel olusturucu ozellikleriyle islevsellik saglarken
(Kristinsson ve Rasco, 2000; Tang vd., 2023) tarimsal uygulamalarda, toprak kalitesini
tyilestirme ve mikroorganizma aktivitelerini destekleme potansiyeline sahip olan bu
bilesenler, bitkilerin besin maddelerini daha verimli kullanmalarina da yardimci
olabilir (Maini, 2006; Schiavon vd., 2008). Ayrica biyoteknoloji ve kimya sektoriinde
de diisik maliyetli ve stabil bilesenler olarak c¢esitli siireglerde kullanilmaktadir

(Aguilar ve Sato, 2018).

Kiispeden kiigiik peptitler ve serbest amino asitler elde etmek amaciyla yapilan
endiistriyel kapasiteli hidroliz islemlerinde, giiglii asitler, bazlar ve yiiksek sicakliklar
iceren geleneksel kimyasal siireclerin siirdiiriilebilirlik ve nihai {iriiniin kimyasal
bilesimi agisindan c¢esitli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu geleneksel yontemlerin
yani sira, bu dezavantajlari asmak ve daha verimli bir hidroliz silireci saglamak
amaciyla, serbest amino asitlerin kalitesini koruyan enzimlerin kullanimi1 giderek daha
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yaygin hale gelmistir. Sirasiyla, endo ve ekzo-peptidazlar olarak bilinen Alcalase ve
Flavourzyme enzimlerinin kullanimi, 6n isleme sonrasi protein konsantreleri veya
izolatlar1 lizerinde genis bir sekilde incelenmis ve uygulanmistir (Parrado vd., 1991;
Villanueva vd., 1999). Bununla birlikte, ultrason 6n islemi de bu siirecin etkinligini
artirmak i¢in kullanilan bir teknoloji olarak 6ne ¢gikmaktadir. Ultrason, ses dalgalarinin
kullanilmas: yoluyla materyallerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini degistirmeye
yardimci olur (Giilseren vd., 2007). Bu durum enzimlerin proteinleri daha verimli bir
sekilde pargalamalarini saglar (Li vd., 2016). Ultrason 6n isleme, enzimatik hidroliz
stirecini hizlandirarak, daha diisiik enerji tiiketimi ve daha kisa islem stireleri ile
yiiksek kaliteli hidrolizatlarin elde edilmesine katkida bulunur. Enzimatik muamele
oncesinde uygulanan ultrasonik muamele, farkli teknolojilerin ve yontemlerin bir
araya getirilmesiyle sinerjik bir etki olusturabilir. Bu yaklasimda, ultrasonik islem
enzimatik reaksiyonlar1 daha etkili hale getirmek icin bir 6n hazirlik adimi olarak
kullanilmakta ve bu iki yoOntem birlikte c¢alisarak daha yiiksek verimlilik

saglamaktadir.

Ayrica mevcut durumda bitkisel ve hayvansal protein hidrolizatlarinin ¢ogu ithal
edilmekte ve bu durum yerel iiretim agisindan maliyetleri artirarak stirdiiriilebilir tarim
ve endiistriyel tiretim uygulamalarini (gida, gida takviyeleri, kozmetik, farmasotik vb.)
zorlastirmaktadir. Yerel endiistrinin proseslerinden alinarak degerlendirilecek kanola
kiispesinin degerlendirilmesi, bu sorunun ¢oéziimii i¢cin umut verici bir alternatif
sunmaktadir. Bu baglamda yerel liretimin tesvik edilmesine, ithalat bagimliliginin
azaltilmasma ve tarimsal siirdiiriilebilirligin artirilmasma katkida bulunulacaktir.
Ayrica, bu yaklagimin uzun vadede Tiirkiye’nin protein hidrolizatlar1 iiretiminde

thracat¢1 bir konuma gelmesini saglama potansiyeli tagimaktadir.



IKiNCi BOLUM

LITERATUR

Proteinler ve protein hidrolizatlari, gida bilimi, tarim, biyokimya, ila¢ ve kozmetik gibi
bircok disiplinde onemli bir arastirma konusu olarak one ¢ikmaktadir. Literatiir
kisminda, amino asitler ve peptit baglarindan baslayarak, proteinlerin kimyasal ve
konformasyonel yapilari ile temel 6zellikleri incelenmekte, ardindan kanola bitkisi ve
kiispesinden e¢lde edilen protein hidrolizatlar1 tizerinde durulmaktadir. Protein
hidrolizatlarinin {iretim yontemleri, fiziksel 6n islemleri, konsantrasyon teknikleri ve
gesitli kullanim alanlari1 detayli bir sekilde ele alinarak, bu triinlerin biyoteknoloji ve

endiistrideki 6nemine vurgu yapilmaktadir.

2.1. Amino Asitler ve Peptit baglar

Proteinler, amino asitlerin peptit baglar1 araciligtyla bir araya gelerek olusturdugu
biiyiik makromolekiillerdir (Berg vd., 2002). Her amino asidin yapisi, Sekil 2.1'de
gosterildigi gibi, merkezi bir karbon atomuna bagl bir hidrojen atomu, bir amino
grubu (-NHz), bir karboksil grubu (-COOH) ve degisken bir yan zincir (R grubu)
olmak tizere dort temel gruptan olugsmaktadir. Tiim dogal proteinlerin yapisal iskeleti
bu temel yap1 ilizerine kuruludur. Ancak, alfa-karbona bagli olan degisken yan zincir
(R grubu), her amino asidin kimyasal 6zelliklerini belirler ve bu 6zellikler, proteinin
Ozglin yapisint ve islevlerini sekillendirir. Dolayisiyla, proteinin ozellikleri ve
fonksiyonlari, amino asitlerin dizilimi ve yan zincirlerin c¢esitliligi tarafindan

belirlenmektedir.



hidrojen

(.
amino grup I { karboksil grup

degisken grup

Sekil 2.1: Amino asitlerin genel yapis1

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Amino asitler, proteinlerin yapi1 taslari olarak bilinir ve proteinler genel olarak 20 temel
amino asidin birlesiminden olusan bir dizi kimyasal yap1 igermektedir. Bu 20 amino
asidin iginde, 9 tanesi esansiyel (lisin, metiyonin, treonin, fenilalanin, triptofan, valin,
izolosin, 16sin ve histidin), 11 tanesi ise non-esansiyel (alanin, asparajin, aspartik asit,
sistein, glisin, glutamin, glutamik asit, prolin, serin, tirozin, arjinin) amino asitlerdir
(Demirci, 2012). Ayrica amino asitler, yan zincirlerinin kimyasal yapisi ve su ile
etkilesimlerine gore apolar, polar ve elektrik yiiklii olarak siniflandirilmaktadir (Sekil
2.2). Apolar (hidrofobik) amino asitler, hidrokarbon igeren yan zincirleri nedeniyle
suyla etkilesime girmeyen glisin, alanin, valin, 16sin, izoldsin, metiyonin, prolin,
fenilalanin ve triptofandir; genellikle proteinlerin i¢ kisminda bulunmaktadirlar. Polar
(hidrofilik) amino asitler, yan zincirlerinde hidrojen bag1 yapabilen gruplar (OH, NH-,
SH) icerdigi icin suyla etkilesim kuran serin, treonin, tirozin, asparagin ve glutamindir;
bu amino asitler proteinlerin yiizeyinde yer alma egilimindedir. Elektrik yiiklii amino
asitler ise, suyla yiiksek ¢oziiniirliige sahip olup negatif yiikli (asidik) olan aspartik
asit ve glutamik asit ile pozitif yiiklii (bazik) olan lizin, arginin ve histidinden
olugsmaktadir. Bu ayrim, amino asitlerin proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini ve islevini

belirlemede Onemli rol oynamaktadir (Wimley vd., 1996; Biedermannova ve

4



Schneider, 2015; Panuszko vd. 2015). Bu temel amino asitler, protein sentezinde kritik
rol oynamakta ve organizmalarin saglikli isleyisini desteklemektedir. Ancak, dogada
ve laboratuvarlarda kesfedilen toplam amino asit sayisi, 20 amino asitle sinirli degildir.
Cesitli dogal kaynaklar ve kimyasal sentez yontemleri sayesinde 500'den fazla amino
asidin varlig1 bilinmektedir (Tserodze vd., 2023). Bu genis ¢esitlilik, hem standart
amino asitlerin ¢esitli modifikasyonlar1 ve tiirevleri hem de 6zel biyolojik islevler
goren dogal ve sentetik amino asitleri icermektedir. Ornegin, selenositin ve pirolysine
gibi baz1 6zel amino asitler, dogal protein yap1 taglarinin 6tesinde bulunur ve 6zel
biyolojik fonksiyonlara hizmet etmektedir (Johansson vd., 2005; Serrao vd., 2007).
Ayrica, mikroorganizmalar, bitkiler ve laboratuvar sentezleriyle iiretilen farkli amino
asitler, biyoteknoloji ve ila¢ sektorlerinde genis uygulama alanlarina sahiptir. Bu genis
amino asit ¢esitliligi, biyolojik ve endiistriyel siireclerdeki karmasiklig: ve cesitliligi

yansitamaktadir.
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Sekil 2.2: Temel amino asitler, kimyasal gosterimleri ve molekiiler agirhklar:

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.



Peptit bagi, kovalent bir bag olup, bir amino asidin karboksil grubunun karbonu ile
diger bir amino asidin amino grubunun azotu arasinda gerceklesen kimyasal bir bagdir.
Bu siiregte bir su molekiilii ayrilir, bu ayrilma bir dehidrasyon sentezi (kondensasyon
reaksiyonu) olarak bilinmektedir. Peptit bagi, proteinlerin ana yapisini olusturan
zincirlerin temel birimidir ve amino asitlerin birbirine baglanmasiyla dipeptit, tripeptit
veya polipeptit zincirlerinin olusumunu saglamaktadir. Bu zincirler, genellikle gok
uzun polipeptit zincirleri olarak tanimlanmakta ve bu uzunluk proteinlerin yapisal
gesitliligini miimkiin kilmaktadir. Peptit baglarinin belirli siralamasi, proteinlerin ti¢
boyutlu yapisin1 etkileyerek onlarin biyolojik ve fonksiyonel o6zelliklerini
belirlemektedir. Protein yapisindaki bu diizenlemeler, peptit baglarinin serbest
rotasyona izin vermemesi nedeniyle oldukg¢a stabildir ve proteinlerin katlanma
dinamiklerini de etkilemektedir (Nelson vd., 2008). Peptit baglari, bu nedenle
proteinlerin biyolojik aktivitesinde kritik bir role sahiptir ve bu baglarin yapisi ile
ozellikleri biyokimya ve molekiiler biyolojide genis ¢apta incelenmektedir (Berg vd.,

2002).

2.2. Proteinler

Proteinler, hiicrelerin temel yap1 taslarini olusturan ve canli organizmalardaki tiim
yasamsal fonksiyonlarda rol oynayan azot igeren makromolekiillerdir. "Protein"
terimi, Yunanca "proteios" kelimesinden tiiretilmistir; bu kelime "birincil" veya
"birinci derecede 6nemli " anlamina gelmektedir. Bu terminoloji, proteinlerin
biyolojik molekiiller arasindaki temel ve iistiin 6nemini vurgulamak amaciyla 1838
yilinda Jons Berzelius tarafindan Onerilmistir (Schlick, 2010). Proteinler, bir¢ok
onemli hiicresel faaliyeti yonetirler. Hiicrelerin boliinmesi ve yenilenmesi igin gerekli
yapi1 taglarin1 saglayarak bitylime ve gelismede kritik rol oynamaktadirlar. Enzimler,
biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandirarak hiicre i¢indeki metabolik siire¢leri
diizenlemektedir. Hormonlar, viicudun farkli bolgeleri arasinda sinyaller tasiyan
kimyasal habercilerdir ve ¢esitli fizyolojik siiregleri diizenlemektedir. Bagisiklik
sistemi tarafindan tiretilen antikorlar, viicuda giren yabanci maddelere kars1 savunma
saglamaktadir. Hemoglobin gibi tasiyici proteinler, oksijen (O2) ve karbondioksit
(CO2) gibi molekiilleri viicut i¢inde tasirken, hiicre zarinda yer alan tasiyici proteinler
hiicre i¢ine ve disina madde tasinmasinda gorev almaktadir. Depolama proteinleri,

onemli mineralleri depolamakta ve gerektiginde serbest birakmaktadir. Ayrica, keratin
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ve kolajen gibi yapisal proteinler, hiicrelere ve dokulara mekanik destek
saglamaktadir. Bu ¢ok yonlii islevler, canli organizmalarin hayatta kalmasi ve diizgiin

bir sekilde islev gérmesi i¢in kritik 6neme sahiptir (Berg vd., 2002).

2.3. Proteinlerin Kimyasal Yapisi

Proteinlerin kimyasal yapisinin anlasilmasi, biyomolekiillerin islevsel 6zelliklerinin
belirlenmesinde temel bir adimdir. Proteinler genellikle ortalama olarak %45-55
karbon, %20-25 oksijen, %15-17 azot, %6-8 hidrojen, %0-3 kiikiirt ve %0-0.8 fosfor
icerir. Ayrica, bazi proteinlerde demir ve bakir gibi iz elementler de bulunabilmektedir

(Demirci, 2012).

Proteinlerin temel yap1 taslar1 olan amino asitlerin diizenli dizilimi, peptit baglar
araciligiyla bir araya gelerek proteinlerin birincil yapisini olusturmaktadir. Bu yapz,
proteinlerin daha karmasik yapisal seviyelerine evrilmesine zemin hazirlamaktadir;
birincil yapi, amino asitlerin sirasini belirlerken, ikincil yapi, alfa sarmallar ve beta
tabakalar gibi diizenli yapilarin olusumunu saglamaktadir. Ugiinciil yapi, polipeptit
zincirinin katlanmastyla {i¢ boyutlu bir konformasyon kazandirirken, dordiinciil yap1
ise birden fazla polipeptit zincirinin birlesimiyle olugsmaktadir. Bu hiyerarsik yap1
seviyeleri arasindaki etkilesimler, hidrojen baglari, iyonik baglar, Van der Waals
kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi kuvvetler araciligiyla saglanmaktadir. Bu
etkilesimler, proteinlerin biyolojik aktivitelerini belirleyen temel unsurlardir. Sonug
olarak, proteinlerin kimyasal yapisi, onlarin biyolojik sistemlerdeki karmasik

islevlerini yerine getirmesinde kritik rol oynamaktadir (Chaffey vd., 2003).

2.4. Protein Konformasyonel Yapisinin Diizeyleri

Proteinlerin konformasyonel yapisinin farkli diizeylerini anlamak, proteinlerin
islevselligi ve biyolojik rolleri agisindan kritik bir 6neme sahiptir. Proteinler, amino
asitlerin belirli bir siralamayla dizildigi birincil yapidan baslayarak, ikincil yapida alfa
sarmallar ve beta tabakalar1 olusturarak daha karmagik yapilar kazanmaktadir.
Tersiyer yapi, bu peptit zincirlerinin {i¢ boyutlu konformasyonunu tanimlamakta ve
kuarterner yapi, birden fazla polipeptit zincirinin birleserek olusturdugu kompleks

yapiy1 ifade etmektedir (Rehman ve Botelho, 2019). Bu yapisal diizeyler, proteinlerin



dogru isleyisini ve biyolojik fonksiyonlarini belirleyen temel unsurlardir. Sekil 2.3

tizerinde proteinlerin konformasyonel yapisinin diizeyleri gosterilmistir.

2.4.1. Birincil (Primer) Yapi

Proteinlerin birincil yapisi, kovalent baglarla bir araya gelen amino asit molekiillerinin
dizilimini tanimlamaktadir. Bu yap1, peptit zincirindeki amino asitlerin sayisini ve
sirasini, peptit baglarinin 6zelliklerini ve miktarini kapsamaktadir. Ayrica, disiilfid
kopriileri ve diger kovalent baglarin pozisyonlari ve nitelikleri hakkinda bilgi
icermektedir. Ornegin, insiilin birincil proteinlere bir 6rnek teskil etmektedir ve bu
yapi, proteinin ii¢ boyutlu yapisini ve biyolojik islevlerini belirlemede kritik 6neme

sahiptir (Czech ve Corvera,1999; Velisek, 2013).

2.4.2. ikincil (Sekonder) Yap1

Sekonder yap1, polipeptidlerin belirli kisimlarinin yerel konformasyonlarini ifade eder.
Bu yapi, iki ana diizenlenme bi¢imi olan alfa heliks (a-heliks) ve beta tabaka (-
tabaka) igermektedir. a-heliks, zincirin kendi i¢inde belirli periyodik hidrojen baglar
olusturmasiyla meydana gelen sarmal bir yapidir; peptit omurgas: saga dogru
kivrilmaktadir (saat yoniinde). B-tabaka ise polipeptit zincirlerinin yan yana gelip
hidrojen baglar1 olusturdugu diizlemlerden olugmaktadir ve zincirler arasinda diiz ve
giiclii hidrojen baglar1 bulunmaktadir. Sekonder yapi, peptit omurgasindaki amino
asitlerin karbonil oksijen atomlari ile amido hidrojen atomlar1 arasinda olusan hidrojen
baglari ile stabilize edilmektedir. Ayrica, disiilfid baglar1 ve hidrofobik etkilesimler de
sekonder yapiin stabilizasyonunda rol oynayabilmektedir. a-heliks ve PB-tabakali
yapilar, proteinlerin konformasyonel yapisinda bulunmaktadir. Globiiler ve fibroz
proteinler, farkli oranlarda bu yapi birimlerini icermektedir. Ornegin, miyoglobin
genelde a-heliks icerirken, proteinaz o-kimotripsin genelde P-tabakali birimlere
sahiptir. Ancak ¢ogu protein, yiiksek oranlarda her iki yapi tiiriinii de igermektedir
(Demirci, 2012). Sekonder yapi, proteinlerin yerel diizenlenme bigimlerini
tanimlamakta ve bu yapilar, proteinlerin stabilitesini ve fonksiyonlarini belirlemede

onemli rol oynamaktadir.



2.4.3. Ugiinciil (Tersiyer) Yapi

Peptit zincirinin {i¢ boyutlu karmasik ve diizensiz katlanisi, tersiyer yapi olarak
adlandirilmaktadir. Proteinlerin islevselligi, tamamen bu ti¢ boyutlu konformasyona
baghdir; konformasyonunda bir degisiklik, proteinin islevini kaybetmesine neden
olabilmektedir. Bu karmagik yapilar, amino asitlerin yan gruplarinin (R-gruplarinin)
olusturdugu ¢esitli molekiiler etkilesimlerle stabil hale gelmektedir (Gatti, 2010). R-
gruplari, hem diizenli yapilar (6rnegin alfa sarmallar ve beta tabakalar1) olusturan
bolgelerin hem de diizenli olmayan, karmasik bolgelerin yapisini belirmektedir. Bu
etkilesimler arasinda hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari, iyonik baglar ve disiilfit
kopriileri bulunmakta, bu da proteinin genel yapisinin ve islevinin korunmasini
saglamaktadir. Laktat dehidrojenaz (LDH) tersiyer yapili bir protendir (Rossman vd.,
1975).

2.4.4. Dordiinciil (Kuarterner) Yapi

Farkli protein birimlerinin birbirleriyle etkilesimlerini ve bir arada bulunmalarini
tanimlayan yapi, proteinlerin birden fazla polipeptit zinciri igerdigi durumlarda
uzaysal diizenlemeyi ifade etmektedir. Bu yapi, polipeptit zincirlerinin bir araya
gelerek oligomerlesmesini saglamakta; bu tiir proteinler oligomer proteinler olarak da
adlandirilabilmektedir. Hemoglobin, dort alt birimden (iki alfa ve iki beta zincir)
olusan kuarterner yapili proteindir (Aharoni ve Tobi, 2018). Biyolojik olarak 6nemli
birgok protein, dimer, trimer, tetramer gibi cesitli yapilar olusturmaktadir. Ornegin,
fosforilaz b enzimi, 1ki Ozdes alt birimin bir araya gelmesiyle bir dimer
olusturmaktadir. Bu dimer, fosforilaz b'nin aktif formunu olusturmaktadir.
Fosforilasyon islemi sonucunda tetramer formuna (fosforilaz a) doniismektedir.
Fosforilaz b'nin alt birimleri ayr1 ayr1 aktivite gosterememektedir; bu birimlerin dogru

bir sekilde birlesmesi ve oligomerlesmesi gerekmektedir (Demirci, 2012).
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Sekil 2.3: Proteinlerin konformasyonel diizeyleri (birincil, ikincil, iiciinciil ve
dordiinciil yapilar)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

2.5. Protein Kaynaklari

Proteinler, viicudun temel yap1 taslari olarak hiicrelerin, dokularin ve organlarin
yapilandirilmasinda ve bir¢ok biyolojik islevin yerine getirilmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Protein kaynaklar1 genellikle hayvansal ve bitkisel kokenli olmasinin
yani1 sira, mikroalgler, bocekler, mikrobiyolojik yontemlerle (maya ve cesitli
bakterilerden) sentezlenen ve amino asit sentezi yoluyla iiretilen sentetik veya yapay
proteinleri de icermektedir (Dolganyuk vd., 2023). Hayvansal proteinler genellikle et
(domuz, si8ir, tavuk, sakatat), balik, siit ve yumurta gibi gidalardan elde edilirken,
bitkisel proteinler agirlikli olarak tahillar (bugday, musir, piring, yulaf vb.), baklagiller

ve yagl tohumlardan (soya fasulyesi, ay¢igegi, kanola tohumu vb.) saglanmaktadir.

Hayvansal kaynakli proteinler, yiiksek biyolojik degerleri ve kapsamli fonksiyonel
Ozellikleri nedeniyle detayli bir sekilde arastirilmakta ve gida sistemlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu proteinlerin iiretiminin ¢evresel etkileri dnemli
diizeydedir. Hayvanciligin kiiresel sera gazi emisyonuna olan tahmini etkisi %18
civarinda oldugu raporlanmistir (FAO, 2006). Arazi kullanimi degisikliginden
kaynaklanan karbon dioksit (COz), gevis getiren hayvanlarin enterik fermantasyonuyla
aciga ¢ikan metan (CHas) ve giibre yonetiminden salinan azot oksit (N20) sera gazi

emisyonlarinin baslica kaynaklaridir (Herrero vd., 2011). Bunun yani sira et {iriinlerine
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olan talep her gegen giin artmaktadir. Nitekim Birlesmis Milletler Orgiitii, diinya
niifusunun 2050 yilina kadar 9 milyarin iizerine ¢ikmasini beklemektedir. Bu artisin
onemli bir kismi1 et tiketiminin arttig1 3. diinya iilkelerinde gerceklesmesi
beklenmektedir. (Delgado 2003; BM 2013; Wouters vd., 2016). FAO/BM tahminine
gore, 2050 yilinda, 6zellikle hayvansal protein (et ve siit iiriinleri) i¢in kiiresel gida
talebi, 2013 yilindaki talebin iki kati olacagi ongoériilmektedir (FAO, 2013). Bu
nedenle, 6zellikle bitkisel protein kaynaklar1 ve diger alternatif protein kaynaklari
lizerine arastirmalar hiz kazanmistir. FAO verilerine gore, 2022 yilinda yenilebilir
bitkilerin toplam iiretimi, hayvansal gida kaynaklarinin toplam iiretiminden yaklagik 4
kat daha fazladir (FAOSTAT, 2022). Bu fark, bitkisel gidalarin genis iiretim yelpazesi
ve yliksek tiretim kapasiteleri nedeniyle ortaya ¢cikmaktadir. Dolayisiyla, kiiresel gida
sistemlerinde bitkisel {riinlerin hayvansal iriinlere kiyasla daha biiyiik bir yer
tuttugunu ve bu lriinlerin genellikle daha siirdiiriilebilir iiretim yontemlerine sahip
olabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte, hayvansal proteinin biiyiik bir
cogunlugu (%92), ancak bitkisel proteinin sadece %33'i gida uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Bitkisel proteinin daha diisiik kullanim orani, biiyiik olg¢iide
dogrudan insan tiiketiminde kullanimin sinirli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bitkisel proteinlerin 6nemli bir kismi isleme sirasinda kayba ugramakta veya yan iiriin
olarak degerlendirilmekte (Shepon vd., 2016), ayrica sindirilebilirlikleri hayvansal
proteinlere kiyasla daha diisiik olabilmektedir (Cutroneo vd., 2017). Buna karsilik,
hayvansal proteinin sadece %7's1, ancak bitki proteininin %26'ya kadar1 hayvan yemi
icin kullanilmakta veya atilmaktadir (FAOSTAT 2011). Atilan ve dolayisiyla tam
potansiyeliyle kullanilmayan bitki proteini miktari, diinya ¢apinda iretilen toplam
hayvansal protein miktarina esittir. Dikkate alinmas1 gereken bir diger dnemli husus
da iiretim maliyetidir. Hayvansal protein tiretimi, bitkisel proteine gore yaklasik 10 kat
daha maliyetlidir. Bu yiiksek maliyetler, yalnizca ekonomik agidan degil, ayni
zamanda cevresel siirdiiriilebilirlik agisindan da 6nemli dezavantajlar yaratmaktadir.
Hayvansal iiretim siirecleri, yem olarak kullanilan bitkisel {iriinlerin (6rnegin, misir ve
soya) biiyiik miktarda enerji, su ve diger kaynaklar tilketmesine neden olmaktadir.
Buna ek olarak, hayvancilik siirecleri daha fazla is giicii ve zaman gerektirirken, arazi
kullanim1 ve giibre kirliligi gibi ¢evresel etkiler de goz ardi edilemeyecek boyutlara
ulagsmaktadir. Bu durum hem ¢evresel hem de ekonomik agidan, bitkisel kaynakl
proteinlerin daha siirdiiriilebilir bir alternatif oldugunu ortaya koymaktadir (Zayas

1997; Lusk ve Norwood 2009).
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Bu nedenlerle, bitkisel protein kaynaklarmin degerlendirilmesi hem ekonomik
verimlilik hem de ¢evresel siirdiiriilebilirlik agisindan oldukga cazip bir secenek olarak
one ¢ikmaktadir. Bitkisel proteinlerin daha etkili kullanimi, atik miktarin1 azaltma ve
iiretim maliyetlerini diisiirme potansiyeline sahip olup, tarim ve gida sistemlerinde

daha stirdiirtilebilir ve verimli bir yaklagimin benimsenmesine katkida bulunabilir.

2.6. Kanola Bitkisi

Kanola, Brassicaceae (Cruciferae) familyasina ait olan en yaygin yagl tohumlu
bitkilerinden biridir. Brassica napus L. ssp. napus, Brassica juncea Czern. ssp. juncea,
Brassica rapa L. ssp. oleifera Metzg, Brassica rapa (L.) ssp. dichotoma (Roxb.)
Hanelt, Brassica rapa L. ssp. trilocularis gibi tiirleri bulunmaktadir (Daun, Eskin, &
Hickling, 2015). Kolza tohumu olarak nitelendirilen bu yagli tohum mahsulii yagdaki
erusik asit miktar1 %2'den az ve alifatik glukozinolat miktar1 ise yagsiz, nemsiz
kiispede 30 umol.g™'dan az olacak sekilde 1slah edilmistir (Przybylski ve Mag, 2002).
Laboratuvar hayvanlari iizerinde yapilan caligsmalar, erusik asidin yiiksek diizeylerde
bulunmasinin kalp kasinda yag birikimine, inflamasyona ve doku hasarina yol
acabildigini bu durum neticesinde ise kalp lezyonlarini artirdigini gostermektedir.
Ayni sekilde, alifatik glukozinolatin yiiksek diizeylerde bulunmasi ise midesi olmayan
hayvanlarda yiyeceklerin besin degerini ve lezzetini azalttig1 tespit edilmistir. Besin
degerini arttiran bu 1slah c¢aligmalar1 sonucunda eski tarz kolza tohumundan ayirmak
i¢in yeni bir isme ihtiya¢ duyulmustur. Bu sebeple “kanola” terimi (Canada-oil-low-

acid) kullanildiktan sonra “kanola” ticari marka haline getirilmistir (Downey, 2006).

Diinya genelinde 2023/2024 yili verilerine gore, en ¢ok kanola yetistirilen iilkeler
Kanada, Avrupa Birligi iilkeleri Almanya, Fransa, Polonya, Avustralya ve Cin'dir.
Kanada, diinya ¢apinda en fazla kanola {iretimi yapan iilke olarak one ¢ikmaktadir.
Buna karsilik, Ukrayna ve Hindistan'da kanola iiretiminde azalmalar gézlenmektedir.
Tiirkiye'nin kanola iiretimi ise y1llara gdre baz1 dalgalanmalar gostermektedir. Ulkenin
2023/2024 iiretim sezonunda yaklasik 1,550- 1,675 bin ton kanola {iretimi
gerceklestirilmistir. Bu miktar, Tiirkiye'yi diinya genelinde orta biiyiikliikte bir iiretici
olarak konumlandirmaktadir. Tiirkiye, ayn1 zamanda kanola ithalati ve ihracatinda da
hareketlilik gostermekte, ancak ihracat hacmi nispeten sinirli kalmaktadir (USDA,

2024).
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Bu donemde, diinya genelinde en fazla iiretilen yagli tohum, 422,26 milyon metrik ton
ile soya fasulyesi olmustur. Kanola ise ayn1 donemde 88,34 milyon metrik ton {iretim
ile soya fasulyesinden sonra en yiiksek liretim miktarina sahip yagli tohum olarak 6ne
cikmaktadir (USDA, 2024). Bu veriler, kanolanin tarimda énemli bir yagli tohum

oldugunu ve kiiresel tiretimde dikkate deger bir rol oynadigini gostermektedir.

Kanola tohumu, modern tarim ve gida endiistrisinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve
besin degeri ile endiistriyel uygulamalar agisindan potansiyel tasimaktadir. Kimyasal
bilesimi agisindan kanola tohumu, yliksek oranda doymamis yag asitleri, protein ve
cesitli mikro besin maddeleri igermektedir; bu oOzellikleri, onu gida ve yem
endiistrisinde degerli bir hammadde yapmaktadir. Isleme sonucunda elde edilen
kanola kiispesi ise yiiksek protein, lif ve kiil icerigine sahip olup, 6zellikle hayvan
yemlerinde kullanilmaktadir. Kanola tohumu %17-26 protein ve yaklasik olarak %40
yag icermektedir (Uppstrom, 1995). Proteinlerin %80’ini embriyoda bulunan depo
proteinleri olusturmaktadir. Proteinler genel olarak, albiiminler (suda ¢oziiniir
fraksiyonu olusturan), globulinler (tuz ¢ozeltilerinde ¢oziiniir fraksiyonu olusturan),
prolaminler (etanolde ¢oziiniir fraksiyon olusturan) ve glutelinler (bahsi gecen
¢oziiciilerde ¢oziinmeyen) olmak tizere 4 ana gruptan olusmaktadir. Kanola proteinleri
fraksiyonlama islemleri ile sedimantasyon katsayisina (S, bir makromolekiiliin
santrifiij alaninda ¢6kelme hiz1) gore ¢esitli fraksiyonlar olusturabilir. Bunlar kanola
proteinleri i¢in temelde 12S,7S; bolinmis 2S, 1.7S, 1.8S’dir. Kanola tohumunda
bulunan iki ana depo protein ailesi Napin ve Cruciferin proteinleridir. Napin (diisiik
molekiiler agirlikli, 12.5-14.5 kDa) 2S albiiminidir ve toplam proteinin %20’sini
olugturmaktadir. Cruciferin (yiiksek molekiiler agirlikli, 300-310 kDa) ise 12S
globulindir ve toplam proteinin %60’1n1 olusturmaktadir. (Hoglund vd., 1992; Aider
& Barbana, 2011). Agirlikli olarak albiimin ve globulin fraksiyonlar iceren kanola
tohumlarinda yag kiitlecikleri (“oil bodies”) ile ilgili olan bir baska protein tiirii de
oleosindir (disiik molekiiler agirlikli, 15-26 kDa) (Ghodsvalivd., 2005). Ayrica
kanola tohumlar1 tripsin inhibitdrleri, tiyoninler, LTP (lipit transfer proteini) gibi bazi
proteinleri de icermektedirler (Bérot vd., 2005). Kanola tohumu proteinleri iizerine
yapilan bir ¢alismada, incebagirsakta emilim isleminin 6lgtim degeri (“RID”, real ileal
digestibility) %84,0 + 8.8, bir 6giinden sonra aldig1 proteinin ne kadarinin sindirilip
emilerek viicut tarafindan kullanildigimi 6lgen deger (“NPPU”, Net Postprandial

Protein Utilization) %70,5 £ 9.6, sindirilen proteinin viicut tarafindan etkili bir sekilde
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kullanildigin1 gosteren deger ise (“PBV”, Postprandial Biological Value) %83.8 + 4.6
olarak bulunmustur. Elde edilen bulgular, kanola tohumu proteinlerinin yiiksek
besinsel degere sahip oldugu tespit edilmistir (Bos vd., 2007). Ayrica, kanola tohumu
proteini, dengeli bir amino asit bilesimine sahip olmasiyla dikkat ¢ekmektedir
(Makinen vd., 2012, Mariscal-Land in vd., 2008). Kanola ve iiriinlerindeki esansiyel
amino asitlerin seviyesi >400 mg/g proteindir. Kiikiirt iceren amino asitler (“S-AA”,
sulphur-containing amino acids), %3- 4 veya 40- 49 mg.g’ protein araliginda
bulunmaktadir. Bu veriler, kanola proteinlerinin, FAO/UNU/WHO tarafindan
belirlenen insan gereksinimlerine ait referans protein modeline daha yakin oldugunu
gostererek, kanolay1 baklagil kaynaklarina kiyasla daha zengin bir siilfiir igeren amino
asit (S-AA) kaynagi olarak konumlandirmaktadir. Siilfiir igeren amino asitler, protein
sentezi ve metabolizma i¢in kritik 6neme sahip oldugundan, kanola proteini beslenme
acisindan daha yiiksek biyolojik degere sahip bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadir (Bos
vd., 2007; Wanasundara vd., 2016).

2.7. Kanola Kiispesi

Kanolanin endiistriyel islenmesi, 6n isleme (temizleme, presleme, pul haline getirme
ve pisirme), mekanik presleme ve/veya organik coziiciiler kullanarak yagin elde
edilmesini igermektedir. Bu siireg, yiiksek protein igerigine sahip kiispenin (Sekil 2.4)
yan iriin olarak olusmasina sebep olmaktadir (CCC, 2019). Kanola kiispesinde
yaklasik %40 protein, %38 toplam lif, %7 kiil bulunmaktadir (Ayton, 2014). Kanola
kiispesi, yag ekstraksiyonunun yan iiriinii olarak elde edilen ve artan protein talebine
paralel olarak iiretim hacmi, besinsel ve fonksiyonel nitelikleri nedeniyle uygun bir
bitki proteini kaynagidir. Insan deneklerde yapilan galigmalar, kanolanin esansiyel
amino asit profili ve protein kullanim verimliligi acisindan siit ve yumurta
proteinleriyle karsilastirilabilir yiiksek kaliteli bir protein oldugunu gostermektedir
(Bos vd., 2007; Fleddermann vd., 2013).
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Sekil 2.4: Kanola kiispesi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur

2.8. Protein Hidrolizatlarmin Temel Ozellikleri

Protein hidrolizatlari, proteoliz siireciyle proteinlerin peptit baglarinin ayrilmasi
sonucu olusan, farkli uzunluklardaki peptitler ve serbest amino asitlerden olusan
tiriinlerdir. Boylece protein hidrolizatlari, karakteristik bir amino asit bilesimine ve
tanimlanmis molekiiler boyut dagilimina sahip olacak big¢imde iiretilebilmektedir
(Clemente, 2000). Protein hidrolizatlari, yiiksek sindirilebilirlikleri ve esansiyel amino
asitlerin mevcudiyeti sayesinde sindirim sorunlari veya protein emilim bozuklugu olan
kisiler i¢in ideal bir besin takviyesi olabilmektedir. Bu baglamda bebekler igin
hazirlanmis formiillerde de bu maddelerin kullanilmasi miimkiin olabilmektedir.
Ayrica protein hidrolizatlari, antioksidan, antimikrobiyal, antihipertansif ve
immiinomodiilatér ozellikler gosteren biyoaktif peptitler icermektedir (Clare ve
Swaisgood, 2000). Bu peptitler, protein tiirli, kullanilan enzim ve hidroliz derecesine
bagli olarak degisen yiiksek besin degeri ve verimli gastrointestinal absorpsiyon
saglayabilmektedir (Dong vd., 2008). Bunun yani sira protein hidrolizatlari; arttirilmis
¢oziiniirliik, pH degisiklikleri, metal iyonlar1 gibi ajanlar tarafindan gergeklestirilen
¢okelme proseslerine kars1 yiiksek direng ve 1sil kararlilik gibi bir dizi avantajlar
sergileyebilmektedir (Fox vd., 1982). Ayrica protein hidrolizatlar1 igerisinde bulunan
polipeptitler, peptitler ve amino asitler, organik azot kaynagi olarak kullanildig: gibi,
toprak kalitesini artirarak tarimda da bitkilerin azot alim verimliligini de
artirabilmektedir (Colla vd., 2014). Boylelikle hidrolizatlar, bitkilerin daha saglikli

biiylimesine ve verimli iriinler elde edilmesine yardimci olabilmektedirler. Protein
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hidrolizatlar1 kullanim1 kimyasal giibre girdisini ve dolayisiyla cevresel etkileri
azaltabilmektedir. Bu nedenle, protein hidrolizatlar1 siirdiiriilebilir  tarim
uygulamalarinda da 6nemli bir rol oynayabilmektedir (Maini, 2006; Schiavon vd.,
2008).

2.9. Protein Hidrolizati Elde Etmek i¢in Kullanilan Yontemler

Protein hidrolizati tiretimi, farkli tekniklerin uygulandigi karmasik bir siire¢ olup, son
yillarda bir¢ok yenilik¢i yontemle daha verimli hale getirilmistir. Geleneksel protein
hidroliz yontemleri arasinda asidik, bazik ve enzimatik hidroliz yer almakta olup bu
yontemler uzun siiredir kullanilmaktadir. Ancak gliniimiizde verimliligi artirmak ve
cevresel etkileri en aza indirmek amaciyla daha modern ve siirdiiriilebilir teknolojiler
de devreye girmektedir. Son donemde, mikrodalga destekli, yiiksek basingli ve
ultrasonik yontemler, dogrudan hidroliz teknikleri olarak degil, protein hidrolizini
kolaylastiran 6n islemler olarak 6ne ¢ikmaktadir (Phongthai vd., 2016; Chen vd., 2011,
Zhou vd., 2016). Bu yenilik¢i teknikler, protein yapilarin1 daha hizli ve etkin bir

sekilde bozarak hidroliz siireclerinin verimliligini artirabilir.

2.9.1. Kimyasal Hidroliz

Ticari olarak, protein hidrolizatlar1 hem asidik hem de alkali hidroliz yontemleriyle
elde edilmektedir. Kimyasal hidroliz, proteinlerin peptit baglarin1 kirmak igin gii¢lii
asitler veya bazlar kullanilarak gerceklestirilmekte ve bu islem sonucunda amino
asitler serbest birakilmaktadir. Ancak kimyasal hidrolizin en 6nemli yan etkilerinden
biri, serbest amino asitlerin rasemizasyonudur; yani L-formundaki enantiyomerlerin
D-formuna dontismesidir. Canli organizmalarin proteinlerinde dogal olarak yalnizca
L-formunda amino asit enantiyomerleri bulundugundan, D-formundaki amino
asitlerin kullanilabilirligi diismektedir. Bu durum, kimyasal hidroliz ile tiretilen protein
hidrolizatlarinin biyoyararliligin1 azaltabilir ve hatta potansiyel olarak toksik hale
getirebilir (Cavani vd., 2003; Lisiecka vd., 2011; Colla vd., 2015). Ayrica, kimyasal
hidroliz sirasinda bazi amino asitlerin parcalanmasi veya istenmeyen yan tirlinlerin

olusmasi da hidrolizatin kalitesini ve etkinligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir.
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2.9.1.1. Asidik Hidroliz

Asidik hidroliz, proteinlerin peptit baglarin1 pargalayarak serbest amino asitler elde
etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu siiregte en sik tercih edilen
kimyasal madde hem si1vi hem de gaz fazinda kullanilabilen ve islem sonrasi kolayca
buharlastirilabilen hidroklorik asittir (HCI). Hem sivi hem de gaz fazinda
kullanilabilen ve islem sonrasi kolayca buharlastirilabilme ozellikleri sayesinde
hidrolizat, sulandirma tamponunun kii¢iik bir hacmi i¢inde geri kazanilabilmektedir.
Genellikle 6 M HCI ile vakum altinda ve 100-160°C sicaklik araliginda, 18- 72 saat
arasinda degisen siirelerle gerceklestirilen hidroliz, protein yapisina ve hedeflenen
amino asitlere bagl olarak farkli verimliliklerde sonuglar vermektedir. Ornegin, serin
ve treonin kalintilarinin hidrolizi sirasinda sirasiyla %10 ve %5'lik kayiplar meydana
gelirken, triptofan tamamen yok olmaktadir. lle-lle, Val-Val, lle-Val gibi alifatik
kalintilar arasindaki baglar oldukga direnglidir ve %50-70 verimle hidrolize edilir. Bu
baglar i¢in 110°C'de 24 saat yerine 92 ila 120 saat gibi daha uzun siireler gerekebilir
(Fountoulakis vd., 1998).

Hidroklorik asidin (HCI) disinda; metan siilfonik asit (MSA; CH40sS), p-toluen
stilfonik asit (CiH1202S), siilflirik asit (H2SO4), fosforik asit (HsPOa4) ve nitrik asit
(HNO:s) gibi diger giiclii asitler de proteinlerin peptit baglarini1 pargalamak amaciyla
kullanilmaktadir (Fountoulakis vd., 1998). Bu asitler, amino asitlerin serbest
birakilmasini saglayarak protein hidrolizatlarinin {iretimine katkida bulunmaktadir.
Ancak, asidik hidroliz siirecinin bazi zorluklar1 da bulunmaktadir. Ornegin, serbest
amino asit igerigi artarken, belirli amino asitlerde 6nemli kayiplar gozlemlenmektedir.
(Darragh vd., 1996). Bu amino asit kayiplarini minimize etmek ve hidrolizin
etkinligini artirmak icin hidroliz siiresi ve sicaklik gibi parametrelerin dikkatle kontrol
edilmesi gerekmektedir. Tam amino asit geri kazanimi higbir zaman miimkiin olmasa
da bu yontem ticari protein hidrolizatlarinin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaya

devam etmektedir.

2.9.1.2. Alkali Hidroliz

Alkali hidroliz, proteinlerin ve diger organik bilesenlerin bazik kosullarda kimyasal
olarak pargalanmasini saglayan bir yontemdir. Ozellikle triptofanin bazik kosullarda

stabil kalmasi nedeniyle, bu amino asidin belirlenmesinde yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Yiiksek miktarda karbonhidrat iceren protein drneklerinde, asidik
hidroliz diisiik verimle sonuglanabilmektedir. Asidik kosullar, karbonhidratlarin
yapisint bozarak istenmeyen yan iriinlerin olusmasina ve proteinlerin hidrolizini
engellemeye neden olabilmektedir. Buna karsilik, alkali hidroliz karbonhidratlarin
bazik ortamda daha stabil olmasi ve triptofan gibi amino asitlerin korunmasi sayesinde
bu tiir ornekler i¢in daha uygun bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (Blackburn,
1978). Alkali hidroliz genellikle sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit
(KOH) veya nadiren baryum hidroksit (Ba(OH)2) kullanilarak ger¢eklestirilmektedir (
vd., 1998). Alkali hidroliz, proteinlerin ve diger organik bilesenlerin ayristirilmasinda
Oonemli bir yontem olmasmna ragmen, bazi amino asitlerin tahrip olmast ve

rasemizasyon gibi dezavantajlari bulunmaktadir.

2.9.2. Enzimatik Hidroliz

Enzimatik hidroliz, proteinlerin spesifik enzimler kullanilarak kontrollii bir sekilde
parg¢alanmasini saglayan bir yontemdir. Bu siiregte, proteinlerin yap1 tast olan peptit
baglari, enzimlerin 0Ozgiilliigline bagli olarak belirli amino asitler arasinda
hedeflenmekte ve par¢alanmaktadir. Bu, enzimlerin spesifik baglanma boélgelerine ve
substrat seciciligine gore ger¢eklesmektedir; yani her enzim yalnizca belirli bir dizide
veya belirli bir bag tiirlinde etkili olmaktadir. Bu 6zellik, siire¢ sirasinda proteinlerin
belirli bolgelerinin pargalanmasina olanak tanimakta ve bdylece istenilen 6zelliklere
sahip peptitlerin se¢ici olarak elde edilmesini saglamaktadir. Enzimatik hidroliz, asidik
veya alkali hidroliz yontemlerine kiyasla daha yumusak ve hassas kosullar altinda
gergeklestirilmekte, bu durum da protein yapisinin korunmasini desteklerken daha
kontrollii bir parcalanma silireci sunmaktadir. Enzimatik hidroliz, gida, ilag ve
biyoteknoloji endiistrilerinde biyolojik olarak aktif peptitler ve amino asitlerin
tretiminde yaygin olarak kullanilan, etkili ve tercih edilen bir yontemdir. Bu siirec,
daha diisiik rasemizasyon riski ve istenmeyen yan iirlinlerin olusumunu minimize
etmesi nedeniyle, elde edilen iirlinlerin biyoyararliligini ve etkinligini artirma avantaji
sunmaktadir. Ozellikle gida endiistrisinde, protein hidrolizatlarmin iiretiminde
kullanilan bu yontem, giivenli, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu olmasiyla 6ne

¢ikmaktadir (Du vd., 2022).
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Enzimatik hidroliz, tahillar, baklagiller, yagli tohum proteinleri gibi bitki proteinlerine
tam hidroliz ve sinirhi hidroliz olmak iizere iki amagla uygulanmaktadir. Tam
hidrolizde proteinler kii¢iik peptitler, peptonlar veya amino asitler haline gelirken;
sinirlt hidrolizde ise proteinlerden farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip polipeptitler
olusmaktadir. Uygun kosullarin (substrat, enzim, hidroliz ortami, zaman ve
konsantrasyonlarin) dikkatle secilmesiyle, hidrolizatlar farkli polipeptitlerden veya
kiiglik peptitlerle biiyiik polipeptitlerin karisimindan olusabilmektedir (Adler-Nissen,
1986).

Enzimler, ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize ederek genis bir fonksiyon
yelpazesi sunmaktadir. Bu fonksiyonlar arasinda proteinleri peptitlere pargalayan
proteolitik  enzimler  (proteazlar), karbonhidratlar1  sekerlere  doniistiiren
karbonhidrazlar, yaglar1 yag asitlerine pargalayan lipazlar, niikleik asitleri parcalayan
niikleazlar, su kullanarak baglari kiran hidrolazlar, oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarini katalize eden oksidazlar ve rediiktazlar, molekiiller arasinda grup
transferi yapan transferazlar, kimyasal baglari hidroliz kullanmadan kiran liyazlar ve
molekiiller i¢inde atomlarin veya gruplarin yeniden diizenlenmesini saglayarak izomer
olusumunu katalize eden izomerazlar yer almaktadir (Nelson vd., 2008). Bu tez

kapsaminda karbonhidraz ve proteazlar enzimatik hidroliz i¢in kullanilmistir.

Karbonhidrazlar, karbonhidratlar1  pargalayan enzimlerdir. Bu enzimler,
polisakkaritlerin (uzun seker zincirlerinin) daha kiiciik seker birimlerine
doniistiiriilmesine yardimci1 olmaktadir. Ornegin, seliilaz gibi karbonhidrazlar,
polisakkarit matris igindeki baglarin etkin bir sekilde par¢alanmasinda belirgin bir rol
oynayabilirler. Bu durum, protein gibi 6nemli hiicre arasi bilesenlerin serbest

birakilmasina olanak taniyabilmektedirler (Wang vd., 1999).

Piyasada bulunan endiistriyel enzimlerin %60’mn1 temsil eden proteazlar ise,
polipeptitlerin ve proteinlerin icerdigi peptit baglarinin hidrolizini katalize
etmektedirler (Singh vd., 2016). Proteazlar, kaynaklarina, katalitik etkilerine ve
katalitik etki bolgelerine goére smiflandirilabilir. Laboratuvar kosullarinda,
kaynaklarma gore ¢esitli ticari proteolitik enzimler kullanilarak enzimatik hidroliz
gergeklestirilmistir. Bu enzimler arasinda mikroorganizma kokenli enzimler olan
Alcalase, Flavourzyme, Neutrase, Protamex, Pronase ve Kojizyme; bitki kokenli
enzimler olan papain ve bromelain; ayrica hayvan kokenli enzimler olan pepsin,

tripsin, kimotripsin ve pankreatin yer almaktadir (Etemadian vd., 2021). Katalitik etki
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bolgelerine gore ise endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar olarak iki gruba ayrilabilir
(Rao vd., 1998). Sekil 2.5’te ekzopeptidaz ve endopeptidazlarin etki mekanizmasi
gosterilmistir. Endopeptidazlar polipeptit zincirlerinin i¢ kisimlara rastgele etki
gosterirken ekzopeptidazlar ise polipeptit zincirlerinin u¢ kisimlarma etki

gostermektedirler (Li vd., 2013).

Alcalase enzimi, giintimiizde Bacillus licheniformis kullanilarak daldirma tipi
beslemeli fermentasyon yoOntemiyle {retilmektedir (Tacias-Pascacio vd., 2020).
Alcalase enzimi, amino asit zincirinin ortasinda bulunan proteinleri hedef alarak peptit
baglarini pargalayan bir serin endopeptidaz olup, yiiksek substrat esnekligi ile dikkat
cekmektedir (Rawlings vd., 2014). Bu enzim, C-terminal amino asitlerinden peptit
baglarini parcalamaktadir (Vioque vd., 1999). Genis bir yelpazede amino asitleri
tanima yetenegine sahiptir, bdylece peptit baglarinin hidrolizini etkin bir sekilde
katalize etmektedir. Sonug¢ olarak, Alcalase proteinleri kiiciik pargalara ayirarak,
birgok kisa peptitten olusan bir protein hidrolizati {iretmektedir. Bu protein
hidrolizatlari, gida endiistrisinde fonksiyonel bilesenler olarak kullanilabilen biyolojik

olarak aktif peptitler icermektedir (Tacias-Pascacio vd., 2020).

Flavourzyme ise Aspergillus oryzae adli bir mantardan tiretilmektedir. Farkli bir etki
mekanizmasina sahip olup ve hem aminopeptidazlar hem de dipeptidil peptidazlar
(DPP) gibi ekzopeptidazlar ile endopeptidazlarin bir kombinasyonundan olugsmaktadir
(Shen vd., 2011). Flavourzyme, peptit zincirlerinin N-terminalindeki peptit baglarini
parcalayarak etki gosterirken, ayn1 zamanda endopeptidaz aktivitesi sayesinde protein
zincirinin i¢ kisimlarindaki peptit baglarini da kirabilir. Bu ¢ift fonksiyonlu yaps,
Flavourzyme enzimlerinin hem peptit zincirlerinin uglarindan hem de i¢ kisimlarindan
proteinleri pargalayabilmesini saglamaktadir. Bu 6zellik, proteinlerin daha homojen
bir sekilde hidrolize edilmesine olanak tanir ve spesifik peptitlerin elde edilmesini
kolaylastirmaktadir. Flavourzyme, gida endiistrisinde protein hidrolizatlarinin tat ve
besin degerini iyilestirmek icin yaygin olarak kullanilir ve biyoteknoloji ile ilag

sektorlerinde de fonksiyonel peptitlerin iretimi agisindan dnemlidir.

Nitekim, yapilan bir ¢alismada, piring kepegi proteininin hidrolizinde Alcalase ve
Flavourzyme bir arada kullanilmis ve bu kombinasyonun etkili oldugu gosterilmistir.
Optimum karigim oranlarinda, daha kii¢iik peptitlerin ve yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip protein hidrolizatlarinin elde edilmesi miimkiin olmustur (Hunsakul vd., 2022).
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Bu ¢aligma, her iki enzimin sinerjik etkisinin protein hidrolizatlarinin fonksiyonel ve

biyolojik 6zelliklerini artirmada 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Baska bir calismada ise, hurma tohumu unundan protein hidrolizatlar iiretmek i¢in
Alcalase, Flavourzyme ve Termolizin enzimleri kullanilmistir. Enzimler, tek basina
veya kombinasyon halinde uygulanmistir. Alcalase ve Flavourzyme kombinasyonu
ABTS, DPPH, hidroksil radikalleri ve ACE inhibitor aktivitesi agisindan en yiiksek
inhibisyon kapasitesi ve siipiirme performansi sergilemistir. Bu sonuglar, Alcalase ve
Flavourzyme kombinasyonunun protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerini

artirma potansiyelini desteklemektedir (Ambigaipalan vd., 2015)

Peptit Ekzopeptidaz @

Etki bolgesi
<

Peptit zincirlerinin ug

kisimlarina etki (Li et ]
al,, 2013)

Peptit

Endopeptidaz ]
Etki bolgesi

A

Peptit zincirlerinin i¢

kisimlarina rastgele
etki (Li et al., 2013)

Sekil 2.5: Ekzopeptidaz ve endopeptidazlarin etki mekanizmasi gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

2.10. Protein Hidrolizat1 Elde Etmek icin Kullanilan Fiziksel On Islemler

Protein hidrolizati iiretim siirecinde, proteinlerin enzimatik veya kimyasal yontemlerle
hidrolize edilmeden Once gerceklestirilen 6n islemler, nihai iiriiniin kalitesini ve
verimliligini 6nemli 6lgiide etkileyebilmektedir. Bu 6n islemler, proteinlerin hidroliz
siirecine uygunlugunu artirmak ve verimliligi desteklemek amaciyla c¢esitli
teknolojiler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bunlar arasinda ultrason, mikrodalga
islemi, yiiksek basing uygulamasi gibi fiziksel yontemler one c¢ikmaktadir. Bu 6n
islemler, proteinlerin yapisini degistirebilir ve hidroliz sirasinda enzimlerin etkisini

artirarak, hidrolizatin kalitesini ve verimliligini iyilestirebilmektedir.
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2.10.1. Ultrason Isleminin Temel Ozellikleri

Ultrason, insan igitme esiginin lizerinde olan frekansta yayilan ses dalgalar1 ve
mekanik titresimleri ifade etmektedir. Bu frekanslar, 20 kHz'in {izerindedir ve insan
kulaginin duyma kapasitesinin Otesindedir. Ses frekanslart Hertz (Hz) cinsinden
Olciiliir ve ultrasonik frekanslar, saniyede 20,000 veya daha fazla titresim
tiretmektedir. Ultrason, sivilar, katilar veya gazlar i¢inde yayilarak mekanik enerji
dalgalar1 seklinde hareket etmektedir. Ses dalgalari, bu ortamlarda sikisma ve
genlesme hareketleri yaparak ilerlemektedir (Povey vd., 1998; Pico, 2012).

2.10.1.1. Ultrasonik Cihazlarda Dalgalarin Uretilmesi

Ultrasonik cihazlarda, genellikle piezoelektrik ve magnetostriktif elemanlar
kullanilarak ultrasonik dalgalar tiretilmektedir. Piezoelektrik elemanlar, elektriksel
enerjiyi mekanik titresimlere doniistiirerek ses dalgalarini iiretirken, magnetostriktif
elemanlar ise manyetik alan etkisi altinda mekanik gerilme olusturarak ses dalgalarini
tiretilmektedir. Bu sensorler, ultrasonik cihazlarda ses dalgalarinin genligini artirmak
ve belirli frekansta yiiksek enerjili ses dalgalar1 olusturmak i¢in kullanilmaktadir.
Déniistiiriictiler, elektriksel veya mekanik enerjiyi etkili bir sekilde ses dalgalarina

doniistiirerek, ultrasonik sistemlerin performansini ve verimliligini arttirmaktadir (Pilli

vd., 2011).

2.10.1.2. Ultrasonun Etki Mekanizmasi

Ultrason uygulamalari, termal, mekanik ve kavitasyon etkileri araciligiyla
sonokimyasal reaksiyonlara, suyun sonolizine, kavitasyonel kabarcik olusumuna ve
proteinler ile peptitlerde fizikokimyasal degisikliklere neden olabilmektedir (Giilseren
vd., 2007; Kadam vd., 2013, Vardanega vd., 2014; Wali vd., 2017). Ultrasonun temel
mekanizmasi, Sekil 2.6’da gosterilen sivi igindeki kavitasyon (baloncuk olusumu)
olayina dayanmaktadir. Ultrasonik ses dalgalar1 sivi iginde negatif basing bolgeleri
olusturmaktadir. Bu negatif basing bdlgeleri, sivi igerisindeki gaz ve buharlarin

mikroskobik baloncuklar seklinde birikmesine neden olmaktadir. Bu baloncuklar, s1vi
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icindeki gaz ve buharin hizla siviya donligmesiyle biiyiimekte ve patlamaktadir
(Suslick, 1990).

kavitasyon O 1l s
alani

Sekil 2.6: Ultrasonik probun bir sivi icine daldirilmasiyla meydana gelen
kavitasyon olayimin gosterimi

Kaynak: BANDELIN electronic GmbH & Co. KG. (n.d.). Sonopuls 2020 ultrasonic
homogenisers: Instructions for the use and applications.

Baloncuklarin ani ¢okiisii, stvida yiiksek sicaklik (yaklagik 5000°C) ve yiiksek basing
(yaklasik 50 MPa) olusturarak siddetli mekanik kuvvetler ve mikro jetler tiretmektedir.
Bu durumun gelisim siireci, Sekil 2.7 deki sematik gosterimle agiklanmaktadir. Bu
kuvvetler, s1v1 i¢indeki proteinler ve diger molekiillerin fiziksel olarak parcalanmasina
ve ylizeylerin tahribine yol agmaktadir. Sonug olarak, protein molekiillerinin daha
kiigiik parcalara ayrilmasi ve hidroliz siirecinin hizlanmasi saglanmaktadir (Suslick,
1990; Flint vd., 1991) Ayrica, kavitasyon sirasinda olusan yiiksek sicakliklar kimyasal
reaksiyonlart hizlandirarak, ozellikle biyokimyasal siireclerde oOnemli bir etki
saglamaktadir. Bu mekanizmalar sayesinde, ultrason ¢esitli endiistriyel ve aragtirma
uygulamalarinda verimliligi artirmak ve {iriin kalitesini iyilestirmek i¢in etkili bir arag

olarak kullanilmaktadir.
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ULTRASONIK KAVITASYON

sikistirma stkistirma sikistirma sikistirma
genle5me genlesme genlesme genlesme genlesme
. . yaklasik
5000°C
50 MPa
kabarcik birka¢ dongu kararsiz baloncuklarin
olusumu boyunca kabarcik boyut ani gokusu
blyumesi

Sekil 2.7: Ultrasonik kavitasyon olayinin sematik gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

2.10.1.3. Ultrasonun Gida Endiistrisindeki Uygulamalari

Ultrasonik enerjinin en yiiksek verimi saglamasi ig¢in optimize edilmis kosullarda
caligmas1 esastir. Bu optimizasyon, ultrasonik teknolojisinin gida endiistrisindeki
etkinligini artirarak ¢esitli islemlerde kullanilmasini saglamaktadir. Ultrason on
islemi, gida bilesenlerinin 1s1l olmayan bir sekilde modifiye edilmesine olanak
tammmaktadir. Bu baglamda, sonikasyon uygulamalar1 homojenizasyon,
emiilsifikasyon, parcacik kiiciiltme, temizleme, kristalizasyon, pastorizasyon,
viskozite degisikligi, mikroorganizmalarin inaktivasyonu ve enzim aktivasyonu gibi
islemlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, dondurma, sivi berraklastirma,
kurutma ve filtrasyon gibi siireglerde de etkili bir sekilde uygulanarak gida iiriinlerinin
kalite, giivenlik ve fiziksel ozelliklerini artirmaya yardimci olmaktadir (Feng vd.,

2011; Chandrapala vd., 2012; Ashokkumar, 2015; Bot vd., 2017).
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2.10.1.4. Ultrason On isleminin Protein Hidrolizatlar icin Onemi

Ultrason 6n islemi, proteinlerin yapisal konformasyonunu degistirerek enzimlerin
peptit baglarina erisilebilirligini saglayan etkili bir yontemdir (Kadam vd., 2015). Bu
islem, proteinlerin parcalanma hizini artirmakla birlikte, yeni biyoaktif peptitlerin
salmmmim tesvik etmektedir (Uluko vd., 2013). Ultrason sirasinda olusan akustik
kavitasyon, proteinlerin hidrofobik bolgelerini agiga ¢ikararak enzimlerin daha verimli
calismasini saglamakta ve bu da hidroliz siirecini hizlandirmaktadir (Qingli vd., 2012).
Ek olarak, ultrasonik islem, proteinlerin a-heliks ve B-tabaka yapilarinda degisikliklere
yol agarak proteinlerin biyoaktivitesini artirmaktadir (Xue vd., 2017). Bu nedenle,
ultrason 6n iglemi, protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek igin

Onemli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir.

Ayrica akustik kavitasyon, ultrason isleminde verimi etkileyen en kritik faktorlerden
biridir (Leighton, 1995) ve ultrason frekanst bu siirecin verimini dogrudan
etkilemektedir (Liu vd., 2009). Farkli frekanslar, ultrasonik dalgalarin siddetini ve etki
alanin1 degistirerek kavitasyonun etkinligini artirmaktadir. Diisiik frekanslar daha
giiclii kavitasyon etkileri yaratirken, yliksek frekanslar daha hassas bir etki sunmakta,
bu da proteinlerin yapisinin agilmasini ve enzimlerin protein baglarina erigimini
kolaylagtirmaktadir (Chemat ve Khan, 2011; Yang vd., 2017). Bu nedenle, ¢oklu
frekans kullanimi, protein hidrolizini optimize etmek i¢in Onemli bir stratejidir

(Dabbour vd., 2021).

Ac1 bakla proteini {izerine yapilan bir ¢alismada, ytliksek giiclii (400 W) ve diisiik
frekansli (20 kHz) ultrason on isleminin, proteazlar (Alcalase ve Flavourzyme)
kullanilarak elde edilen hidrolizatlarin fizikokimyasal ve antioksidan ozellikleri
tizerindeki etkileri incelenmistir. Sonuglar, ultrason 6n igleminin protein yapisinda
onemli degisiklikler meydana getirdigini gostermistir. FTIR analizinde absorpsiyon
piklerinin daha yiiksek dalga boyuna kaydigi belirlenmis, CD analizlerinde ise a-
heliks yapisinda azalma ve [-tabaka yapisinda artis kaydedilmistir. Ayrica,
hidrolizatlarin fizikokimyasal 6zellikleri, ultrasonik islem siiresi ve kullanilan enzim
tipine bagl olarak degismis; partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve kristal i¢erigi tizerinde
onemli etkiler gbézlemlenmistir. Antioksidan aktivite agisindan ise, 10 dakikalik
ultrason uygulamasindan sonra hidrolizatlarda maksimum DPPH inhibisyonu (%50-

70) ve ABTS aktivitesi tespit edilmistir. Ultrasonik 6n islemin hidrolizat verimini
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onemli Ol¢iide artirdigt (p <0.05) ve hidrolizatlarin antioksidan potansiyelini

giiclendirdigi saptanmistir (Fadimu vd., 2021).

Ultrasonun, zayif ¢dziiniir proteinlerin ¢6zliniirliigiinii artirma yetenegi de literatiirde
genis bir sekilde belgelenmistir. Ornegin, O'Sullivan vd. (2016), ultrason isleminin
soya proteinlerinin suda ¢ozlinlirliigiini 6nemli 6l¢lide artirdigini géstermistir. Bu etki,
sonikasyon islemi sirasinda meydana gelen kabarcik kavitasyonuna atfedilmektedir
(Jambrak vd., 2009). Kavitasyon, ultrason dalgalarinin biyolojik ortamda kabarciklar
olusturmasiyla meydana gelir ve bu kabarciklarin ¢okmesi sonucunda protein yapilar
daha ¢oziinebilir hale gelmektedir. Ayrica, ultrasonik muamelenin protein yapisindaki
capraz baglarin kirilmasina neden oldugu ve bunun da substrat ile enzim arasindaki
etkilesimi artirabilecegi belirtilmistir (Li vd., 2016). Bu etkilesim artis1, protein
hidrolizatlarinin daha verimli bir sekilde {iretilmesine olanak tanimaktadir. Yapilan bir
calismada ultrasonik 6n muamelenin siit proteini konsantresi hidrolizatlarinin hidroliz
derecesi lizerine etkisi incelenmistir. Ultrason ile 6n isleme tabi tutulan numunelerdeki
hidroliz derecesi kontrol numunelerinden anlamli derecede (p<0.05) yiiksek oldugu
raporlanmistir (Uluko vd., 2014). Bu bulgular, literatiirde benzer sonuglari ortaya
koyan bir¢ok ¢alisma ile de desteklenmektedir (Chen vd., 2011; Uluko vd., 2013). Bu
ylizden istenilen etkilerin elde edilmesi i¢in, ¢esitli yontemlerin bir araya getirilerek

kombine bir yaklagim benimsenmesi ger¢ekei bir senaryo haline gelebilir.

2.10.2. Mikrodalga Isleminin Temel Ozellikleri

Mikrodalga (MW) 1sitma, protein hidrolizati hazirlama siireglerinde alternatif bir
yontem olarak dikkat cekmektedir. MW 1sitma, hizli 1sitma sistemleri arasinda yer
almakta ve bir¢ok islemde, 6zellikle protein hidrolizati liretiminde kullanilmak iizere
artan bir ilgi gérmektedir. MW reaktorleri genellikle kimyasal bilesim reaksiyonlari
icin kullanilmaktadir (Kostas vd., 2017). Mikrodalga isitmanin 6n islem olarak
kullanimi, peptit baglarinin erisilebilirligini  artirabilir ve proteinlerin  kismi
denatiirasyonunu saglayarak biyolojik aktiviteler ortaya cikarabilmektedir (Ketnawa
ve Liceaga, 2017). Modern mikrodalga sistemleri, hassas sicaklik kontrolii, 6rneklerin
homojen 1sitilmas1 ve istenmeyen yan reaksiyonlarin azaltilmasini saglamaktadir. Bu
sistemlerde, kapali kaplar altinda su bazli ¢ozeltileri 200°C’den yiiksek sicakliklara
1sitmak miimkiindiir (Gissibl vd., 2018). Yapilan bir ¢alismada mikrodalga enerjisinin
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peynir altt suyu protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesini (DH) ve stabilitesini

artirdig1 raporlanmistir (Uluko vd., 2015).

2.10.3. Yiiksek Basinc¢h Yontemlerin Temel Ozellikleri

Yiiksek hidrostatik basing (high hydrostatic pressure, HHP), "soguk islem" olarak da
bilinen ve gida isleme alaninda gelismekte olan bir teknoloji olarak, protein
hidrolizatlarinin tiretiminde 6nemli bir 6n islem olarak one ¢ikmaktadir. Bu teknoloji,
yapisal degisiklikler meydana getirerek, proteinlerin denatiirasyonunu ve agregat
olusumunu tesvik etmektedir (lametti vd., 1996). HHP, proteinlerin yapisina,
uygulanan basing araligina, sicakliga, pH degerine ve ¢oziicii bilesimine bagli olarak
karmagik bir denatiirasyon siireci gerceklestirir; bu siirecte, protein molekiillerindeki
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler degistirilebilmektedir (Palou vd., 1999).
Yiiksek basing, yiiklii gruplarin deprotonasyonuna ve tuz kopriilerinin ile hidrofobik
etkilesimlerin bozulmasina neden olarak, proteinlerin konformasyonel ve yapisal
degisiklikler yasamasina yol agmaktadir (Martin vd., 2002). Bu degisiklikler,
proteinlerin agregasyonunu ve jelasyonunu artirarak, daha kisa siirelerde yiiksek
kaliteli protein hidrolizatlari elde edilmesine olanak tanimaktadir. Sonug olarak, HHP,
protein hidrolizini optimize eden ve siirdiiriilebilir bir yaklasim sunan modern bir

tekniktir.

2.11. Protein Hidrolizati Konsantre Etme Yontemleri

Konsantrasyon, protein hidrolizatlarinin hacmini azaltarak hedef bilesenlerin
yogunlugunu artirmayr amaglayan oOnemli bir islemdir. Bu islem, {riiniin
taginabilirligini ve depolama stabilitesini iyilestirirken, ayn1 zamanda fonksiyonel
ozelliklerini koruma veya artirma potansiyeline sahiptir. Protein hidrolizatlarinin
konsantre edilmesinde kullanilan yontemler, uygulanan teknolojilere, proses

kosullarina ve hedef bilesenlerin 6zelliklerine bagh olarak ¢esitlilik gostermektedir.
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2.11.1. Protein Hidrolizatlarimin Ultrafiltrasyon Kullanilarak Konsantre

Edilmesi

Membranlar, iki faz1 secici bir sekilde ayirarak farkli bilesenlerin taginimini kisitlayan
ve konsantre fazlar elde etmek i¢in kullanilan yari gegirgen bariyerlerdir (Aslan,
2016). Membran teknolojileri, yiiksek verimlilik, basit ekipman gereksinimi, kolay
kullanim ve diisiik enerji tiiketimi gibi birgok avantaj sunarak, en 6nemli endiistriyel
ayirma tekniklerinden biri haline gelmistir. Bu teknolojiler, tarimsal gida iirtinleri ve
yan {lriinlerinden degerli bilesenlerin geri kazanilmasi da dahil olmak iizere bir¢ok

alanda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Li ve Chase, 2010).

Membran teknolojisi, kullanim amacina gore ters osmoz (“reverse osmosis”, RO),
ultrafiltrasyon (“ultrafiltration”, UF), mikrofiltrasyon (“microfiltration”, MF) ve
elektrodiyaliz (“electrodialysis”, ED) olmak tizere dort ana grupta incelenmektedir. Bu
yontemler arasindaki fark, membran g6zeneklerinin ¢aplarindan kaynaklanmaktadir.
Gozenek caplarinin ¢esitliligi, membranin gecirgen oldugu maddelerin tiiriinii ve
boyutunu etkilemektedir (Metin, 2013). Ultrafiltrasyon (UF) membranlarinda,
“gbzenek cap1” teriminden ziyade daha kapsamli oldugu i¢in genellikle “molekiiler
agirlik engelleme siir1”  (“Molecular Weight Cut Off?, MWCO) terimi
kullanilmaktadir (Koyuncu, 2018). MWCO, membranin belirli molekiiler agirlik
araliginda hangi maddeleri gecirebilecegini daha net bir sekilde tanimlar ve

membranin ayrim yetenegini daha kapsamli bir sekilde ifade etmektedir.

UF membranlari, molekiiler agirlik engelleme sinir1 (MWCO) 1.000 ile 1.000.000
Dalton (Da) arasinda degisen makromolekiilleri, ¢coziinmiis maddeleri ve kolloidleri 1-
10 bar hidrostatik basing farki ile tutan bir bariyer olarak islev gormektedir. Bu ayirma
stirecinin seciciligi, ayrilacak bilesenlerin boyutlari, yilizey yiikleri, membranin
ozellikleri ve hidrodinamik kosullarla dogrudan iliskilidir (Marth vd., 2001; Wang vd.,
2011).

Ultrafiltrasyon, protein hidrolizatlarinin konsantrasyonunu artirmak ve biyolojik
ozelliklerini iyilestirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan etkili bir teknolojidir
(Roslan vd., 2017; Ecker vd., 2019). Bu siireg, protein molekiillerinin belirli
fraksiyonlarinin segici olarak ayrilmasina olanak taniyarak, safsizliklarin giderilmesini
ve biyolojik aktivitenin artirlmasin1  saglamaktadir (Baldasso vd., 2011).

Ultrafiltrasyon, oOzellikle diisiik molekiiler agirliklt peptitlerin ve istenmeyen
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bilesenlerin uzaklastirilmasiyla protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerini
optimize ederken, daha saf ve konsantre iiriinlerin elde edilmesine imkan tanimaktadir.
Bu 0zellik, protein hidrolizatlarinin biyolojik aktivitesinin artmasmni ve o&zellikle
antioksidan o0zelliklerinin gili¢glenmesini saglamaktadir (He vd., 2013). Ayrica,
ultrafiltrasyon, esansiyel amino asitler ve BCAA'lar (dall1 zincirli amino asitler) gibi
biyolojik agidan 6nemli bilesenlerin daha yiiksek konsantrasyonlarda elde edilmesine
olanak tanimaktadir. Bu amino asitler, kas kiitlesinin korunmasi ve iyilestirilmesi gibi
onemli islevlere sahip olup, sporcu beslenmesi ve medikal beslenme alanlarinda biiyiik
oneme sahiptir. Kiiclik peptitler ve amino asitler, biyolojik olarak daha aktif oldugu
i¢in, ultrafiltrasyon sayesinde protein hidrolizatlarinin biyolojik etkinligi artirilabilir.
Bu cok yonlii kullanim alanlari, ultrafiltrasyonu sadece bir ayirma teknolojisi degil,
ayn1 zamanda protein hidrolizatlarinin degerini artiran stratejik bir yontem haline
getirmektedir. Boylece, biyoteknoloji, gida, ilag ve sporcu beslenmesi gibi ¢esitli
alanlarda protein hidrolizatlarinin etkin bir sekilde kullanilmasina olanak

saglamaktadir.

2.11.2. Protein Hidrolizatlarinin Buharlastirma ile Konsantre Edilmesi

Buharlastirarak konsantre etme islemi, ¢0Ozeltilerin hacmini azaltarak hedef
bilesenlerin konsantrasyonunu artirmak amaciyla yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem, 6zellikle su igerigi yiiksek ¢ozeltilerin yogunlastirilmasinda
etkili bir rol oynamaktadir. Ancak, buharlastirma islemi sirasinda bazi bilesenlerin
kayb1 veya yapisal degisimi de sdz konusu olabilmektedir. Ornegin, 1s1ya duyarli
vitaminler veya bazi ugucu bilesenler, buharlastirma siirecinde kismen kaybolabilir.
Bu nedenle, optimum buharlastirma kosullarinin belirlenmesi hem {iriin verimliligini

artirmak hem de bilesenlerin biitiinliigiinii korumak acisindan kritik 6neme sahiptir.

Evaporatorlerin buharlastirma yoluyla konsantre etme islemini gergeklestirebilmesi
icin ii¢ temel gereksinimin karsilanmasit gerekmektedir. Birincisi, ¢oziicliniin
buharlastirilabilmesi i¢in gereken yiiksek miktardaki 1sinin siviya etkin ve hizli bir
sekilde aktarilmasidir. Ikinci olarak, bu islem sirasinda olusan buharin, artik sividan
etkili bir sekilde ayrilmas1 saglanmalidir. Ugiincii ve en kritik gereksinim ise, tiim bu
siireclerin sermaye maliyetleri dikkate alinarak, miimkiin olan en diisiik enerji

tilketimiyle gergeklestirilmesidir. Bu gereksinimlerin dogru sekilde karsilanmast,
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buharlastirma siirecinin hem verimliligini hem de maliyet etkinligini 6nemli 6lgiide

artirmaktadir (Standiford, 2000).

2.11.3. Protein Hidrolizatlarinin Liyofilizator ile Konsantre Edilmesi

Liyofilizasyon, genellikle 1siya duyarli biyolojik materyallerin veya g¢ozeltilerin su
icerigini uzaklastirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu siireg, liriiniin stabilitesini
koruyarak, uzun stireli saklama ve nakliye i¢in uygun hale getirilmesini saglamaktadar.
Liyofilizasyon veya dondurarak kurutma, suyun dondurulup ardindan Ornekten
uzaklastirildig1 bir siirectir; bu siire¢ Oncelikle siiblimasyon (birincil kurutma) ve
ardindan desorpsiyon (ikincil kurutma) yoluyla gergeklestirilmektedir. Dondurarak
kurutma, suyun iiriiniin i¢inden dogrudan buhar fazina ge¢mesi yoluyla uzaklastirildigi

bir kurutma yontemidir (Akers vd., 1987).

Dondurarak kurutma veya liyofilizasyon, malzemeleri zarar vermeden kurutmanin
etkili bir yoludur. Bu yontem, dogrudan kati durumdan gaz fazina gegisi igeren
sliblimasyon olgusundan yararlanmakta ve {iriin dondurulduktan sonra vakum altinda
kurutulmakta veya bazen ¢6ziilmesine izin verilmemektedir. Liyofilizasyon,
rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte parenteral {irtinler (bir
maddenin viicuda sindirim yolu disinda damar i¢i, kas i¢i veya deri alt1 yolla verilmesi)
endiistrisinde daha da 6nem kazanmustir. Proteinler ve peptitlerin, klinik ve ticari

kullanim i¢in de dondurarak kurutma iglemi uygulanabilir (Nail vd., 2002).

2.12. Protein Hidrolizatlarinin Kullanim Alanlar

Protein hidrolizatlari, biyolojik ve fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle gida endiistrisi,
tarimsal ve bitkisel uygulamalar, hayvan besleme, farmasotik ve kozmetik endiistrisi,
biyoteknoloji ve endiistriyel uygulamalar, tibbi beslenme ve diyetetik alanlar1 gibi cok
cesitli alanlarda genis bir kullanim yelpazesine sahiptir. Son yillarda yapilan cesitli
arastirmalar, farkli kaynaklardan elde edilen protein hidrolizatlarinin hem besleyici
ozelliklere sahip oldugunu hem de igeriklerindeki biyoaktif peptitlerin etkisiyle
belirgin biyolojik islevler sergiledigini ortaya koymaktadir. Bu biyoaktif peptitlerin
antimikrobiyal (Salampessy et al., 2010), antioksidan (Udenigwe & Aluko, 2012),
kolesterol diigiiriicii (Udenigwe & Rouvinen-Watt, 2015), hipoglisemik (Nasri et al.,
2015) ve antikanser (Chalamaiah et al., 2018) gibi c¢esitli biyolojik aktiviteler
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gosterdigi bildirilmistir. Tiim bu 6zellikler, protein hidrolizatlarinin farkli sektdrler

acisindan oldukga degerli bir bilesen haline getirmistir.

2.12.1. Gida endiistrisinde kullanimi

Protein hidrolizatlari, gida endiistrisinde fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikleri nedeniyle
genis bir kullanim alanima sahiptir. Cesitli protein kaynaklarindan elde edilen bu
hidrolizatlar, gida irilinlerinin besin degerini artirirken, islevselligini  de
gelistirmektedir. Gida iirlinlerinin dokusunu degistirmek, kdpilirme, emiilsifiye etme,
jellesme ve su tutma kapasitesini artirmak gibi oOzellikler kazandirmak igin
kullanilmaktadirlar (Asaithambi, Singha ve Singh, 2023; Tang vd., 2023). Ayrica,
protein hidrolizatlar1 emiilgator olarak, yag ve su gibi bilesenlerin homojen bir sekilde
karismasini saglamakta ve emiilgator 6zelligi sayesinde mayonez, soslar, kremalar ve
igecekler gibi iiriinlerde 6nemli bir rol oynamaktadir (Gao vd., 2021; Tang vd., 2023).
Ayrica protein hidrolizatlar1 sahip olduklar1 biyoaktif peptitlerin antimikrobiyal ve
antioksidan ozelliklerinden dolay1 dogal gida koruyucu olarak kullanilmakta, gida

tirlinlerinin raf 6dmriinii uzatmakta ve gida giivenligini arttirmaktadir (Tkaczewska,

2020).

2.12.2. Tarimsal ve bitkisel uygulamalarda kullanimi

Artan gida, yem, yakait, lif ve hammadde talepleri, dogal kaynaklarin hizla tiikenmesine
ve eckosistemlerin bozulmasina neden olmakta, bu durum tarimsal iiretimde
stirdiiriilebilir yontemlerin benimsenmesini zorunlu hale getirmektedir. Bu kapsamda,
protein hidrolizatlari, siirdiiriilebilir tarimda 6nemli bir ¢6ziim olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Colla vd., 2014). Cesitli uygulama yontemleri ve formlariyla sunulan protein
hidrolizatlari, bitki biiyiimesini tesvik etmekte, abiyotik stres faktorlerine (tuzluluk, su
stresi, agir metal, sicaklik ve besin yetersizligi) kars1 direnci artirmakta ve genel bitki

sagligini iyilestirmektedir (Colla ve Rouphael, 2015).

Protein hidrolizatlari, bitkilerin besin alim kapasitesini yiikseltmekte, su tutma
yeteneklerini gelistirmekte ve fotosentetik aktivite, besin asimilasyonu ve kalite
parametreleri tizerinde olumlu etkiler saglamaktadir (Kauffman vd., 2007; Malécange
vd., 2023). Kegiboynuzu tohumlarindan elde edilen protein hidrolizatlariyla yapilan

bir ¢aligmada, kontrol grubuna kiyasla bitki boyunda, ¢i¢ek sayisinda ve meyve
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verimliliginde Onemli artislar gézlemlenmistir (Parrado vd., 2008). Bu bulgular,
biyostimiilantlarin siirdiirtilebilir tarim uygulamalarinda kimyasal giibre kullanimini

azaltma potansiyeline isaret etmektedir.

Genel olarak amino asitler ve peptitlerden olusan protein hidrolizatlari, yaprak
puskiirtme ve toprak sulama gibi yontemlerle uygulanabilmektedir. Yaprak piiskiirtme
yoluyla fotosentetik yiizeye dogrudan amino asit ve peptit saglanarak hizli emilim
saglanirken, toprak sulama kok gelisimini desteklemekte ve besin alimim
artirmaktadir (Colla vd., 2015). Serbest amino asitler ise ¢cimlenme, fotosentez, besin
alimi, hormon iiretimi ve biliylime siireclerinde kritik bir rol oynar (Shahrajabian vd.,
2022). Protein hidrolizatlari, ayn1 zamanda fenoller, karbonhidratlar, fitohormonlar ve
mineral elementler gibi diger faydali bilesikleri de icererek bitki biiylimesi ve

verimliligine katkida bulunmaktadir (Malécange vd., 2023).

Sonug olarak, protein hidrolizatlari, karbon ve nitrojen metabolizmasinin uyarilmasini
ve nitrojen asimilasyonunu optimize ederek bitki biliylimesini desteklemekte,

siirdtiriilebilir tarimin 6nemli bir araci olarak 6ne ¢cikmaktadir

2.12.3. Hayvan beslenmesinde kullanimi

Son yillarda, protein hidrolizatlarinin hayvan beslenmesindeki onemi artmaktadir.
Hayvansal yan iirlinlerin veya bitkisel proteinlerin kimyasal, enzimatik ya da
mikrobiyal hidroliziyle elde edilen peptitler, hayvanlarda besleyici ve diizenleyici
islevler sunmaktadir. Bu hidrolizatlar, biiylime performans: ve yem verimliligini
artirirken bagirsak sagligi gibi hayvan refahini destekleyici etkiler gosterebilmektedir.
Ozellikle biyoaktif peptitler antimikrobiyal, antioksidan ve immiinomodiilator
aktiviteler saglayarak saglik ve verimliligi optimize etmektedir (Hou vd., 2022).
Protein hidrolizatlari, hayvan beslenmesinde onemli faydalar saglamaktadir. Kisa
peptitler, bagirsaktaki amino asitlere kiyasla enterositlerde daha hizli emilmekte ve
kan dolasiminda daha dengeli bir amino asit karigimi olusturmaktadir (Wu,
2021). Hayvan beslemede %2-8 oraninda kullanilan hayvansal protein hidrolizatlari
(6rnegin, domuz bagirsagi, domuz mukozasi, somon i¢ organlari veya kiimes hayvani
dokusu hidrolizatlar1) ya da soya fasulyesi protein hidrolizatlarinin eklenmesi, siitten
kesilen domuzlar, gen¢ buzagilar, kulugka sonrasi kiimes hayvanlar1 ve baliklar gibi

geng hayvanlarda biiyiime performansini ve yem verimliligini artirabilmektedir (Hou
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vd., 2022). Siitte yapilan bir ¢aligmada ise serbest amino asitlerin, memelilerin
metabolizmasinda, biiylimesinde ve gelismesinde merkezi bir rol oynamakta ve
protein senteziyle birlikte biyolojik islev iistlenmekte oldugu gozlemlenmektedir (Yin
vd., 2016).

2.12.4. Farmasotik ve kozmetik endiistrisinde kullanimi

Protein hidrolizatlari, farmasotik ve kozmetik endistrisinde, icerdikleri biyoaktif
bilesenler, amino asitler ve peptitler nedeniyle genis bir uygulama alanina sahiptir. Bu
bilesikler, cilt sagligin1 destekleme, yara iyilesmesini hizlandirma ve yaslanma

belirtilerini azaltma gibi ¢esitli faydalar sunmaktadir.

Protein hidrolizatlar1, farmasotik ve kozmetik endiistrisinde antioksidan, antitirozinaz
(melanin tretimini inhibe eden madde) gibi ozellikleriyle dikkat c¢ekmektedir.
Antioksidan peptitler, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek cilt yaslanmasinm
yavaglatmakta ve oksidatif strese karsi koruma saglamaktadir. Kozmetik triinlerde
tirozinaz  inhibitorleri  olarak melanin  dretimini  diizenlemekte, bdylece
hiperpigmentasyon ve leke problemlerine karsi etkili bir ¢6ziim sunmaktadir.
Farmasotik alanda, Pseudomonas aeruginosa gibi patojenlerin biyofilm olusumunu
engelleme kapasitesi sayesinde enfeksiyon Onleyici tedavilerde kullanilmaktadir.
Ayrica demir selasyonu yetenekleri hem oksidatif hasar1 6nleme hem de cilt sagligini
desteklemede onemli bir rol oynamaktadir. Bu 6zellikler, protein hidrolizatlarim

dogal, giivenilir ve ¢ok yonlii bir bilesen haline getirmektedir (Karkouch vd., 2017).

Cesitli calismalarda, tahil protein hidrolizatlar1 ve bunlardan elde edilebilecek
peptitlerin antioksidan, antihipertansif ve antitiimor aktivitelere sahip oldugu
kesfedilmistir (Rizzello vd., 2012; Rizzello vd., 2016). Gida kaynakli peptitlerin ve
proteinlerin insan sagligina olumlu katkilart giiniimiizde kabul edilebilir duruma
gelmistir (Coscueta vd., 2019). Piring proteini hidrolizatlar1 iizerine yapilan bir
caligmada antioksidan aktivitelerini ve cilt yaslanma enzimlerinin inhibitor aktiviteleri
incelenmistir. Bu ¢alismada, piring proteini hidrolizatlarinin gelecekteki kozmetik
uygulamalar i¢in antioksidan, antihyaluronidaz ve antitirozinaz aktivitelerine sahip

oldugunu gostermistir (Chen vd., 2021).
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2.12.5. Tibbi beslenme ve diyetetik alanlarinda kullanimi

Protein hidrolizatlarinin tibbi beslenme ve diyetetik alanlarindaki kullanimi giderek
artmaktadir. Bu hidrolizatlar, proteinlerin enzimatik veya kimyasal yollarla
parcalanarak viicut tarafindan daha hizli emilebilen peptitler ve serbest aminoasitler
iceren iiriinlerdir. Ozellikle esansiyel aminoasitler (EAA) ve dalli zincirli aminoasitler
(BCAA) bakimindan zengin bir icerige sahip olan bu firiinler, saglik ve beslenme
alaninda 6nemli bir yer tutmaktadir. Esansiyel aminoasitler, viicutta sentezlenemedigi
icin diyetle mutlaka alinmasi gereken aminoasitler olup, kas protein sentezi, doku
onarimi ve metabolik siireglerde kritik rol oynamaktadir (Who, 2007). BCAA'lar
(valin, 16sin ve izolosin) ise kas dokusunda yiiksek oranda bulunmakta ve egzersiz
sonrast kas yikiminin azaltilmasi, toparlanmanin hizlandirilmas: ve performansin
artirilmasi gibi fonksiyonlara sahiptir (Anthony vd., 2001). Protein hidrolizatlarinin
diyetle alimi, 6zellikle sporcular, yaslh bireyler ve protein ihtiyaci artmis bireyler igin,
aminoasitlerin hizli emilimi ve biyoyararlanimi1 nedeniyle avantaj saglamaktadir. Bu
nedenle, protein hidrolizatlari hem beslenme hem de saglik agisindan 6nemli bir

tamamlayici olarak degerlendirilmektedir.

Ayrica sindirim, emilim ve amino asit metabolizmasi bozukluklari olan hastalarin
Klinik tedavisinde, bu hastalara yonelik diyetlerde kullanilirken; kronik karaciger
hastalig1 ve hepatik ensefalopati (karaciger kaynakli beyin fonksiyonu bozuklugu)
protein hidrolizatlariin kullanimi, hastalarin amino asit profillerini iyilestirmek,
protein sentezini desteklemek ve karaciger fonksiyonlarni optimize etmek i¢in
olduk¢a Onemli bir tedavi olabilmektedir (Milla vd., 1983, Fischer vd., 1976;
Clemente, 2000). Ayrica protein hidrolizatlari, gastrointestinal fonksiyon bozuklugu
olan hastalar veya belirli organ hastalig1 olan hastalarin durumunda oldugu gibi 6zel
ithtiyaclara yonelik tibbi beslenmede, spor beslenmesinde ve kilo kontrol diyetlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanim, protein hidrolizatlarinin kolay
sindirilebilirlik, diisiik alerjenite, hizli emilim ve biyoyararlanim gibi 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Sindirim sistemi sorunlar1 olan hastalarda, proteinlerin
parcalanmis formda olmasi nedeniyle sindirim ve emilim kolaylagirken, sporcular igin
hizli emilen amino asit profili kas iyilesmesini desteklemektedir. Ayn1 zamanda
doyuruculuk 6zellikleri sayesinde kilo kontrolii diyetlerinde de etkili bir segenek
sunmaktadir (Mahmoud ve Cordle, 2000). Ayrica beslenme galismalari, serbest amino

asitlerin, diyetle alinmasinin gen ekspresyonunu modiile ettigini, ince bagirsak ve
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iskelet kast biiylimesini destekledigini ve asir1 viicut yagimi azalttifini ortaya
koymaktadir. Bu dzellikler, serbest amino asitlerin diyet takviyesi olarak kullanimini
yalnizca besin destegi degil, ayn1 zamanda metabolik ve fizyolojik iyilestirmeleri
destekleyen bir bilesen olarak da 6ne ¢ikarmaktadir (Wu, 2013; Hong vd., 2020; Gotti
vd., 2022).

Yiiksek protein miktarina sahip olan kanola kiispesi, genel olarak hayvan yemi olarak
kullanilmasina ragmen, protein hidrolizatlari iiretimi sayesinde daha islevsel ve katma
degeri yiiksek bir tiriine doniistiiriilebilme potansiyeli tasimaktadir. Biyoaktif peptitler
acisindan zengin olan bu protein hidrolizatlari, gida sektorii, tarim, hayvan beslenmesi,
farmasotik, kozmetik vb. pek ¢ok alanda kullanim potansiyeline sahiptir. Bu yaklagim,
kanola kiispesinin ekonomik degerini artirirken, tarimsal yan iirlinlerin daha verimli
bir sekilde degerlendirilmesini saglayarak siirdiiriilebilirlige de ©nemli katkilar

sunacaktir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE METOT

3.1. Malzemeler

Endiistriyel olarak yagi alinmis kanola kiispesi yerel bir firma (Reka Bitkisel Yaglar

San. ve Tic. A.S) tarafindan temin edilmistir.

3.1.1. Enzimler

Seliilaz  (900.094.17, %92 saflikta) enzimi HAMMADDELER.COM’dan satin
almmustir. Alcalase (2,4 L, PLN05543) ve Flavourzyme (1000 L, HPNO00581)

Novozymes A/S (Bagsvard, Denmark) firmasindan satin alinmistir.

3.1.2. Kimyasal malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal sarf maddeleri; Sodyum hidroksit (S5881, Sigma-
Aldrich), hidroklorik asit (320331, Sigma-Aldrich), sodyum dodesil siilfat (SDS,
L3771, Merck), borik asit (B6768, Sigma-Aldrich), sodyum karbonat (13418, Sigma-
Aldrich), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH, D9132, Sigma-Aldrich), pikril siilfonik
asit ¢oOzeltisi (2,4,6-Trinitrobenzensiilfonikasit, TNBS, P2297, Sigma-Aldrich),
Kjeldahl tableti (1.15348, Merck), metilen blue (112070, Norateks), metil red
(V21184.050, Beyan Lab), Folin-Ciocaltaeu fenol reaktifi (TPC, F9252, sigma
aldrich)  Potasyum dikromat (K2Cr207, 483044, Sigma-Aldrich), siilfiirik asit
(H2SO4, 30743,  Sigma-Aldrich),  (%)-6-hidroksil-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit (troloks, 238813-5G, Sigma-Aldrich), 2,6-di-tert-biitil-4-metilfenol
(BHT, B1378-1KG, Sigma-Aldrich), demir(Il) kloriir (372870, Sigma-Aldrich),
metanol (1060072500, Merck) seklindedir.

3.1.3. Cihaz ve ekipmanlar

Calisma boyunca kullanilan cihazlar; ultra saf su (tip 1) sistemi (Millipore Direct-Q 3,
Merck, Almanya), elektronik hassas terazi (AS 220-R2, Radwag, Polonya), elektronik
kaba terazi (TP-3002, Denver Instrument, GmbH, Almanya), ¢elik blender (EB 8011,

37



Waring, ABD), sicaklik kontrollii sirkiilator (C200-H13, Sicaklik Araligi (°C): -20 /
100, Labo Makina San. ve Tic. A.S., Tiirkiye), mekanik karistirict (BS model, VELP
Scientifica, Italya), ultrasonik iinite 1 (UP200Ht, 26 kHz, 200 W, probe: Sonotrode
S26d7, Hielscher, Almanya), ultrasonik tinite 2 (UW 400, 20 kHz, 230V,
probe:TS425, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Almanya), 3 kDa, 10kDa ve 50
kDa MWCO membran (PES, 1510030VS, Sartorius Stedim, Almanya) etiiv (UNB
500, Memmert, Almanya), kiil firrn1 (MT-1105, Magmatherm, Tirkiye), 1sitic1 tablali
coklu manyetik karistirict (Isolab, Almanya), pHmetre (HI 2211-02, Hanna
Instruments, ABD), yiiksek hizli sogutmali santrifiij, (Himac CR22N, Hitachi,
Japonya), vorteks (Genie-2, Scientific Industries, ABD), kjeldahl yakma iinitesi (behr
Labor-Technik GmbH, Almanya), kjeldahl distilasyon tinitesi (UDK 139, VELP
Scientifica, italya), UV-Visible spektrofotometre (SP-3000 nano, Optima, Japonya),
calkalamali su banyosu (WBN 14, Memmert, Almanya), ultrasonik su banyosu

(Ultrasons-HD, Selecta, Ispanya), +4 sogutucu ve -20°C dondurucu seklindedir.

Calismada kullanilan ara¢ ve geregler; otomatik mikropipetler (Isolab, Almanya),
pipet uclari, cam desikator (250 mm, Isolab, Almanya), 0,45 pm goézenek caph
polivinilden diflorid (PVDF) siringa ucu filtre (Millex-HV, Merck-Millipore,
Almanya), polistiren spektrofotometre kiivetleri (Isolab, Almanya), kaba filtre kagidi,
porselen kroze, plastik malzemeler (petri, falkon tlip, mikrosantrifiij tiipii, enjektor),
paslanmaz celik malzemeler (spatiil, kasik), cam malzemeler (beher, erlen, sise, joje)

seklindedir.

3.2. Metotlar

Kanola kiispesini ve kanola kiispesinde elde edilen protein hidrolizatlarim
degerlendirmek, optimize etmek ve karakterize edebilmek amaciyla bir dizi analiz
gerceklestirilmistir. Kanola kiispesi kompozisyonel analizleri yapilarak, ardindan
farkli faktor ve seviyelerin etkilerini degerlendirmek amaciyla L25 Taguchi deney
tasarimi uygulanmistir. Deney tasarimina uygun olarak hazirlanan 25 numunenin
serbest amino asit miktar, TNBS yontemiyle belirlenen hidroliz derecesi, DPPH
metodu ile 6l¢iilen toplam antioksidan madde miktar1 ve Folin-Ciocalteu yontemiyle
belirlenen toplam fenolik madde miktar1 analizleri gerceklestirilmis ve bu veriler

optimizasyon siirecinde kullanilmistir. Yapilan istatistiksel analizler (ANOVA ve
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Taguchi analizi) sonucunda optimizasyon calismalari tamamlanmis ve elde edilen
veriler dogrultusunda optimize bir numune (optimize hidrolizat) secilerek iiretilmistir.
Optimize edilen numune, konsantre edildikten sonra hem hidrolizat hem de konsantre
formda g¢esitli analizlerle kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.  Konsantre
edildikten sonra hem hidrolizat hem de konsantre hali i¢in toplam serbest amino asit
analizi, amino asit dagilimlari, toplam azot/protein (Kjeldahl yontemi) tayini, hidroliz
derecesi tayini (TNBS, 2,4,6-Trinitrobenzenesiilfonik asit), organik karbon analizi
(Walkley-Black metodu), toplam fenolik madde tayini (Folin-Ciocalteu), toplam
antioksidan madde miktar1 tayini (DPPH radikali 6nleyici aktivite testi, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil), kiil tayini ve kuru madde tayini gibi yontemlerle degerlendirilmistir.

S6z konusu analizler sonraki boliimlerde detaylandirilmaktadir.

3.2.1. Kanola kiispesinin kompozisyon analizi

Tez kapsaminda kullanilan kanola kiispesinin literatiirdeki ¢alismalarla benzerligini
degerlendirmek amaciyla protein, nem ve kiil analizleri yapilmistir. Bu analizler,
kanola tohumlarinin yaginin ¢ikarilmasindan sonra kalan kati kismin 6giitiilmesiyle

elde edilen kanola kiispesi iizerinde gerceklestirilmistir.

3.2.1.1. Protein Analizi (Kjeldahl Metodu)

Protein tayini, NMKL, (2003) referansina uygun olarak ger¢eklestirilmistir. Kanola
kiispesi 6giitlicii yardimiyla boyutu kii¢iiltiilmiistiir. Ardindan nem igeriginin protein
analizini etkileyebileceginden dolay1 6rnek kurutulmustur. Sabit agirliga gelene kadar
105°C'de kurutma islemi yapilmistir. Her 6rnek paralelli olarak calisilmistir. Kontrol
numunesi i¢in 1 gram seker tartilmistir. Analizi yapilacak olan numunelerden 1’er
gram tartildiktan sonra Kjeldahl tiipii igerisine alinmigtir. 10 gram potasyum siilfat ve
0,3 gram bakir (II) siilfat iceren katalizor (Kjeldahl tableti) tiim tiiplere birer tane
olacak sekilde konulmustur. Ardindan tiiplere 25 ml siilfiirik asit eklenmistir. Ornekler
hazirlandiktan sonra yakma islemini gergeklestirmek igin tiipler Kjeldahl yakma
initesine konulmustur ve yakma islemi baslatilmistir. Tiiplerin igerisindeki drnekler
acik yesil renk gozlenene kadar yakilmistir. Renk degisikligi gdzlendikten sonra,
tiiplerdeki ornekler 30 dakika daha yakilmis ve ardindan so§umaya birakilmistir.

Soguyan tiipler destilasyon cihazina takilmistir. Analiz Oncesinde su ve sodyum
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hidroksit destilasyon cihazina eklenmistir. Her bir tiip i¢in 50 ml destile su, 6rnegi
bazik hale getirecek miktarda (100 ml) %40’lik sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi
islem sirasinda cihaz tarafindan tiiplere ilave edilmistir. Cihazin diger ucuna ise
%4’liik 25 ml borik asit ve 1 damla metilen mavisi ve 3 damla metilen kirmizisi
indikator igeren erlen baglanmistir. Her bir tiip i¢in ayr1 ayri islemler tekrarlanmig
olup, her bir distilasyon islemi 5 dakika boyunca devam etmistir. Distilasyon
sonucunda elde edilen distilat 0,1 N ayarli hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi ile titre
edilmistir ve sarfiyat kaydedilmistir.

Hesaplama:

(V1 - Vz) X NHCl X 1,4‘01 (31)
m

%N =

N : Toplam Azot Miktar1, %

e V;: Numune Cozeltisinin Titrasyonu I¢in Harcanan Asit Cédzeltisi Miktar1, ml

e V,: Kor Deneme Cézeltisinin Titrasyonu I¢in Harcanan Asit Cozetilsi Miktar,
ml

e Ny Titrasyonda kullanilan Asit Cozeltisinin Normalitesi, 0,1 N

e m: Numune Agirligi, g

e 1,401: Azotun Mili Ekivalen Agirligi
Bulunan % azot miktar1 protein faktori ile ¢arpilarak numunedeki % protein miktari
bulunur.

%Protein = N X F (3.2

e F: Protein faktori

3.2.1.2. Nem analizi

AOAC (1990) 950.46B protokoliine uygun olarak belirlenen nem analizi numunelere
uygulanmustir. {lgili protokole gore, 2 gram numune bir kap iginde tartilarak etiivde
100-102°C arasinda 16—18 saat bekletilmistir. Belirlenen siirenin sonunda numune,
bir desikatorde sogutulmus ve sabit tartima ulasildiginda meydana gelen agirlik farka,

nem icerigini hesaplamak i¢in kullanilmistir.
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3.2.1.3. Kiil analizi

Kil miktari, AOAC (1998) 938.08 protokoliine gore belirlenmistir. Porselen
krozelerde 2 gram numune, 550°C'de 3 saat 1sitilarak organik madde yakilmistir. Islem
sonrasi krozeler desikatore alinarak sogutulmus ve kiil miktari, inorganik kalintinin

toplam agirliga orani ile hesaplanmaistir.

3.2.2. Deney Tasarimi

Bu ¢alismada, 5x5 (L25) bir ortogonal dizi olan Taguchi tasarimi tercih edilmistir.
Toplamda 5 faktor i¢in 5 ayri seviye belirlenmis ve bu seviyelerin kombinasyonlariyla
deneme matrisi olusturulmustur. Her bir numune, faktorlerin belirlenen seviyeleri
tizerinde gergeklestirilen denemeleri temsil etmektedir. Bu deneme tasarimi,
faktorlerin etkilesimlerini ve her bir faktoriin optimize edilmis seviyelerini

degerlendirmek amaciyla kullanilmistir.

Faktorler ve seviyeleri, deney tasarimina uygun olarak Tablo 3.1°de belirtildigi gibi
secilmistir. Mevcut literatiir taramasi ve 6n denemeler neticesinde girdi parametreleri
olarak; ultrasonik muamele 1 (0-48 dk islem siiresi), ultrasonik muamele 2 (0-48 dk
islem stiresi), proteaz 1 (Alcalase 2,4 AU, %100 aktiviteye esit olmak tizere %0-100
enzim aktivitesi), proteaz 2 (Flavourzyme, 1000L %100 aktiviteye esit olmak iizere
%0-100 enzim aktivitesi) ve ultrafiltrasyon (0-10x hacmen konsantrasyon) segildi.

Tablo 3.2°de desenin kosullar1 detayl: sekilde yer almaktadir.

Tablo 3.1: Taguchi Deney Tasarimi Faktor Tipleri, Seviyeler ve Degerler
Tablosu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Faktorler Seviyeler

1 2 3 4 5)
Ultrasonik muamele 1 (dk) 0 12 24 36 48
Ultrasonik muamele 2 (dk) 0 12 24 36 48
Proteaz 1 (%) 20 40 60 80 100
Proteaz 2 (%) 20 40 60 80 100
Ultrafiltrasyon (x) 0 4 6 8 10
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Tablo 3.2: Taguchi Deney Deseni Faktorleri ve Seviyeleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ultrasonik Ultrasonik

Deney muamele 1 muamele 2 Proteaz 1 Proteaz 2 UF
Noo ousdly (0dsdlg  (PR0100) (%20-100)  (0-10%)

1 12 12 20 20 0
2 12 24 40 40 4
3 12 36 60 60 G
! 12 48 80 80 8
5 12 0 100 100 10
6 24 12 40 60 10
7 24 24 60 20 0
8 24 36 80 100 4
? 24 48 100 20 6
10 24 0 20 i g
1 36 12 60 100 8
12 36 24 20 - 0
13 36 36 100 40 0
14 36 48 50 o A
15 36 0 40 %0 .
16 48 12 30 40 6
17 48 24 100 60 2
18 48 36 20 30 10
19 48 48 40 100 0
20 48 0 <0 N i
21 0 12 100 80 4
22 0 24 20 100 6
23 0 36 40 20 2
#o0 48 60 40 10
25 0 0 30 60 0
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3.2.3. Kanola Kiispesinden Protein Hidrolizatlarinin Elde Edilmesi

Sekil 3.7°de detayli olarak gosterilen kanola kiispesinde protein hidrolizati elde
edilmesi igin ilk asamada elektronik hassas teraziyle (AS 220-R2, Radwag, Polonya)
tartilan 180 gram kanola kiispesi ¢elik blender (EB 8011, Waring, ABD) yardimiyla
ogitiildi. Hazirlanan 6rnek 1800 ml (1:10, kati: sivi orani) saf su ile karistirilip
sicaklik kontrollii sirkiilatore (C200-H13, Labo Makina San. ve Tic. A.S., Tiirkiye)
bagl olan cift cidarh reaktore alindi. Ardindan mekanik karistirict (Stirrer type BS,
VELP Scientifica, italya) yardimiyla karistirma (Sekil 3.1) islemine baslandh.

Sekil 3.1: Mekanik karistirici ile karistirma islemi gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.3.1. Ultrasonik Muameleler

Deney tasarimina uygun olarak secilen ultrasonik muamele 1 (Hielscher UP200Ht
ultrasonik homojenizatorii, 26 kHz, 200 W, probe: Sonotrode S26d7, Hielscher,
Almanya) ve ultrasonik muamele 2 (Bandelin UW 400 ultrasonik homojenizator, 20
kHz, 230V, probe:TS425, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Almanya)
muameleleri (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3) sirastyla yapilmistir.
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Sekil 3.2: Ultrasonik muamele 1
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 3.3: Ultrasonik muamele 2
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.2.3.2. Enzimatik Hidroliz

Reaktorden alinan Ornekler, manyetik karistirici esliginde enzim islemine tabi
tutulmustur. Enzimatik muameleler Sekil 3.4°te gosterildigi gibi tek tek ve sirayla
gerceklestirilmistir. Ilk olarak karisimin pH 6'yva ayarlanmasi ig¢in 1 N HCI
kullanilmistir. Daha sonra bir karbonhidraz enzimi olan Seliilaz enzimi (%92 saflikta)
eklenmis ve calkalamali banyoda 1 saat boyunca 50°C'de bekletilmistir. Ardindan
manyetik karistirici esliginde pH 8'e getirmek i¢in 1 N NaOH kullanilmis ve proteaz
1 (Alcalase, 2,4 AU) eklenerek c¢alkalamali banyoda 2 saat boyunca 50°C'de
bekletilmistir. Bu islemin ardindan karisimi pH 7'ye getirmek i¢in 1 N HCI
kullanilarak proteaz 2 (Flavourzyme, 1000L) eklenmis ve 6 saat boyunca ¢alkalamali
banyoda 50°C'de bekletilmistir Enzimatik reaksiyonu sonlandirmak igin ornek,
calkalamali banyoda 5 dakika boyunca 95°C'de bekletilmistir. Elde edilen 6rnekler
kaba filtre kagidi ile siiziildiikten sonra santrifiijlendi (10,000 x g, 17°C, 20dk).

Yapilan O6n denemeler neticesinde, Alcalase ve Flavourzyme miktarlar
hesaplanmistir. Numunelerde kullanilan kanola kiispesi miktart 120 gramdir. Kanola
kiispesinin 120 graminda 39,6 gram protein bulunmaktadir. Alcalase 2.4 AU enzim
yogunlugu ve 1,17 g/ml yogunluga sahip oldugu dikkate alindiginda, 39,6 gram
protein i¢in gerekli olan Alcalase miktar1 33,85 ml olarak hesaplanmistir. Alcalase 2.4
AU, her gram enzimin 2,4 Aktivite Birimi (AU) icerdigini ifade etmektedir. Bu
hesaplamada, enzimin etkinligi ve yogunlugu goz oniinde bulundurularak, hedeflenen
protein hidrolizi i¢in optimum enzim miktar1 belirlenmistir. Belirlenen optimum enzim
miktart %20, %40, %60, %80 ve %100 olmak iizere 5 farkli seviyede kullanilarak,
numunelere uygun sekilde hazirlanmistir. Flavourzyme miktari ise, 5 gram protein i¢in
1 gram enzim kullanilarak belirlenmistir. Hazirlanan numunenin toplam protein
miktar1 39,6 gram oldugundan, bu miktar1 karsilamak icin gereken Flavourzyme
miktar1 hesaplanmig ve yogunlugu 1,27 g/ml olan Flavourzyme, yaklasik olarak 6,24
ml'ye karsilik gelmektedir. Calismanin ilerleyen bdlimlerinde, bu 6,24 ml
Flavourzyme, enzimin farkli etkilerini incelemek amaciyla %20, %40, %60, %80 ve
%100 seviyelerinde uygulanmistir. Her bir seviyede, baslangictaki 6.24 ml’lik enzim
miktarinin belirli yiizdelerine denk gelen hacimler kullanilmis ve bu sayede enzimin

cesitli oranlardaki etkileri degerlendirilmistir.

45



Sekil 3.4: Farkh islemler sonrasi numunelerin gosterimi (1. Ultrasonik
muameleler, 2. Karbonhidraz (Seliillaz) muamelesi, 3. Alcalase enzimi muamelesi,
4. Flavourzyme enzimi muamelesi)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.2.3.3. Ultrafiltrasyon (UF) Yontemi ile Fraksiyonlama

Santrifiijlenmis hidrolizat numuneleri, uygun UF kasetleri (3 kDa, 10 kDa veya 50
kDa MWCO) kullanilarak ultrafiltrasyon islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.5) ve
hacmen 0-10 kat arasinda konsantre edilmistir. Elde edilen fraksiyonlar, alikonma

veya membrandan gegme durumlarina gore adlandirilmistir (>10 kDa veya <10 kDa

gibi).

Sekil 3.5: Ultrafiltrasyon islemi gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.2.3.4. Hidrolizat Numunelerinin Konsantrasyonu

Deney tasarimina uygun sekilde hazirlanan hidrolizatlar, belirlenen kosullarda etiivde
(Sekil 3.6) suyun buharlastirilmasi yoluyla konsantre edilmistir. Bu iglem sirasinda,
etiiv sicaklig1 45°C'ye ayarlanarak optimal konsantrasyon kosullar1 saglanmistir. Suyu
buharlastirilarak konsantre edilen 6rnekler ve konsantrasyon islemi gérmeden dnce

toplanan ornekler, analizlerin yapilmasi i¢in dikkatle hazirlanmistir.

Sekil 3.6: Hidrolizat numunelerinin konsantre edildigi etiiv ve numunelerin
gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

48



p.L HA

(10001
awAzmoae[ ]

ep,9 Hd

aseqnf2) \

&

S[ewrenA
Ynewrzug

.

/ Myiues

/
-

JeUIQ ISRIU0S

.EESNQ

uoAsenyirenin

E%EQ

(zHA 07) T orewent
yruosenn

(11 97) T o[
yruosenyn

Hy

}Hvux ELEI B o%boomj

JOIRJOIS JJONTOY YFeds)
prLmSLIRY

(1a1s mey
01:1) s
Jes+adsny

Kanola kiispesinden protein hidrolizat1 elde edilmesinin detayh

Sekil 3.7:

gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.2.4. Hidrolizat ve Konsantre Numunelere Uygulanan Analizler

L25 deneme deseni kapsaminda serbest amino asit analizi, % amino asit dagilimlari,
hidroliz derecesi tayini (TNBS (trinitrobenzen siilfonik asit) yontemi ile), toplam
antioksidan aktivite tayini (DPPH metodu) ve toplam fenolik madde tayini (Folin-
Ciocalteu metodu) gergeklestirilmistir. Optimizasyon siirecinde birincil yanit
degiskeni olarak serbest amino asit miktar1 belirlenmis ve deneme deseni sonucunda
optimum yanit degeri elde edilerek optimizasyon saglanmistir. Ardindan optimize

numune drnegi ve optimize numunenin konsantre formu hazirlanmistir.

Optimum yanita gore elde edilen optimize numune ve optimize numunenin konsantre
edilmis formu iizerinde; toplam serbest amino asit analizi, % amino asit dagilimlari,
hidroliz derecesi tayini (TNBS (trinitrobenzen siilfonik asit) yontemi ile), toplam
antioksidan aktivite tayini (DPPH metodu), toplam fenolik madde tayini (Folin-
Ciocalteu metodu), toplam protein tayini (Kjeldahl Metodu), organik karbon analizi
(Walkey Black Metodu), toplam kiil igerigi analizi ve kuru madde analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler, iirlinlin kimyasal ve fonksiyonel ozelliklerini

ayritilt bir sekilde degerlendirmek amaciyla yapilmastir.

3.2.4.1. Toplam serbest amino asit analizi / % amino asit dagilimlari

Toplam serbest amino asit analizi GUBRE FABRIKALARI T.A.S. tesislerinde
yapilmustir. Bu analiz i¢in protein hidrolizatlarindan 0,25 g tartilarak 50 ml’lik agz
kapali analiz sisesine alinmistir. Numuneler 6 N hidroklorik asit (HCI) ¢6zeltisinden
20 ml eklenerek saf azot gazi verilmis ve sisenin agzi sikica kapatilmistir. Bu islem
sonrasinda sise, 110°C’de etiivde 24 saat boyunca hidroliz edilmistir. Hidroliz
tamamlandiktan sonra drnekler oda sicakligina getirilerek hacimleri saf su ile 50 m1’ye
tamamlanmis ve filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Siiziintiiden 0.1 ml deney tiipiine
alimarak 50°C’de 30 dk azot gazi altinda ugurulup, 0,2 ml saf su ile tekrar azot gazi
altinda uzaklastirilmistir. Karisima 0.5 ml asetonitril ilave edilerek azot gazi altinda
ucurma islemi tekrar edilmistir. Kalintiya 0.5 ml asetonitril: metanol: trietilamin
karisimi ve 0.1 ml tiirevlendirme ¢ozeltisi (%1 v/v Fenilizotiyosiyanat) ilave edilmis
ve 40°C’de 30 dakika siireyle tiirevlendirme islemi gergeklestirilmistir. Yeniden azot
gaz1 altinda 40°C’de c¢oziicii ugurma islemi uygulandiktan sonra iizerine 0.2 ml

asetonitril ilave edilmis ve asetonitril azot gazi altinda tekrar ugurulmustur. Uzerine 5
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ml 0.02 M amonyum asetat ¢ozeltisi ilave edilip, 0.20 pm filtreden siizlilmiistir ve
stiziintiit HPLC viallerine alinmistir. HPLC-UV analizinde ACE 5 C18 (250 x 4.6 mm)
ters faz kolon kullanilmis, kolon sicakligi 40°C olarak ayarlanmis, UV dedektorii 254
nm dalga boyunda calistirilmis ve enjeksiyon hacmi 10 pl, akis hiz1 ise 1 ml/dakika

olarak belirlenmistir (Heinrikson ve Meredith, 1984; Gheshlaghi vd., 2008).

3.2.4.2. Hidroliz Derecesi Tayini (TNBS (trinitrobenzen siilfonik asit) yontemi ile)

Pargalanan peptit baglarinin yiizde konsantrasyonu olarak tanimlanan (Adler-Nissen,
1976) hidroliz derecesi Adler-Nissen, (1979) referans alinarak 6l¢tilmistiir. Hidroliz
derecesinin belirlenebilmesi i¢in kullanilabilen yontemlerden biri, hidrolizattaki
birincil amino  gruplarmmin  konsantrasyonunun  belirlenebildigi  TNBS
(trinitrobenzensiilfonik asit) yontemidir. Bu yontemde 400 pl hidrolizat 6rnekleri, 400
ul SDS (9%0,44) ve 190 pl sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH 8,2) ile karistirilarak
icerisine 300 ul TNBS (%0,1) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Tepkime karanlikta 1 saaat
boyunca (50°C) siirdiirilmiistiir. Tepkime tamamlaninca karigima 1 ml HCI (0,1 M)
eklenerek  tepkime  durdurulmustur. Ornekler oda  sicakligina  gelince

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda absorbans ol¢limii yapilmistir (Sekil3.8).

3.3)

%DH = x 100

tot

h: Pargalanan peptit baglarinin sayisini

hio¢: Toplam peptit bagi sayist (hy,=7.8 eq/kg olarak belirlenmistir. Bu deger i¢in
Chabanon vd., (2007) referans alinmistir.)
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Sekil 3.8: UV spektrofotometre

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.4.3. Toplam Antioksidan Aktivite Tayini (DPPH Metodu)

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal giderme aktivitesi testi, Blois
(1958) metodu referans alinarak yapilmistir. Antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali kullanilabilmektedir. DPPH radikali uzun
Oomiirlii bir organik azot radikali olup derin mor bir rengi vardir. Ticari olarak temin
edilebilir ve analiz oncesinde olusturulmasi gerekmez. Bu ydntemde, mor renkli
DPPH radikali antioksidan veya rediiktif bilesikler tarafindan soluk sari renkli
hidrazine indirgenir (Karadag vd., 2009).

Hidrolizat numunesi (50 pl) ve %100 metanol (50 pl) karistirilmis ve bu karisima
metanolde 1 mM hazirlanan 2 ml DPPH ¢ozeltisi eklenmistir. Referans 6rnek i¢in 100
ul %100 metanol ve 2 ml DPPH ¢6zeltisi kullanilmigtir. Oda sicakliginda ve karanlikta
30 dakika boyunca tepkime gergeklestikten sonra metanolden olusan kore karst 517
nm dalga boyunda absorbanslar1 kaydedilmistir. Bu analizde, Troloks ((6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) ve BHT (Butylated Hydroxytoluene)

pozitif kontrol olarak kullanilmstir.
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Ay — A (3.4)

%DPPH Stupurme Aktivitesi = x 100
Ag — Ap

Ay: Negatif kontrol absorbans degeri
A: Ornek absorbans degeri

Ap: Blank absorbans degeri

3.2.4.4. Toplam Fenolik Madde Tayini (Folin-Ciocalteu Metodu)

Toplam fenolik bilesik tayini Spektrofotometrik bir yontem ile yapilmistir (Singleton
vd., 1999). Saf su ile seyreltilerek (1:10) hazirlanan 100 pul hidrolizat 6rnegi, Folin-
Ciocaltaeu reaktifi (750 pl) ve sodyum karbonat ¢dzeltisi (750 pl, %6) deney tiiptinde
karistirilarak 90 dakika karanlik ortamda ve oda sicakliginda bekletilmistir. Tepkime
sonunda oOrneklerin absorbans degerleri (750 nm dalga boyunda) o6lgiilerek,
orneklerdeki toplam fenolik bilesik miktar1 mg GAE/100g olarak belirlenmistir. Bu
islem i¢in, once farkli konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri hazirlanmig (0,01-0,6
mg/ml) ve bunlarin absorbans degerleri dl¢iilmistiir. Elde edilen verilerle gallik asit
esdegeri (GAE) standart egrisi olusturulmustur. Deney Orneklerinin absorbans
degerleri bu standart egri kullanilarak fenolik bilesik konsantrasyonlarina

dontstiiriilmiis ve sonuglar mg GAE/100g olarak raporlanmustir.

3.2.4.5. Protein Analizi (Kjeldahl Metodu)
Toplam protein tayini, NMKL, (2003) referansina uygun olarak gerceklestirilmistir.

Tiplerin hazirlanmasi: Her 6rnek paralelli olarak ¢alisilmistir. Kontrol numunesi igin
1 gram seker tartilmistir. Analizi yapilacak olan numunelerden 1’er gram tartildiktan
sonra Kjeldahl tiipli igerisine alinmistir. Analiz ve hesaplama, 3.2.1.1 boliimiinde

belirtilen prosediire gore yapilmistir.
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3.2.4.6. Organik Karbon Analizi (Walkey Black Metodu)

Organik karbon analizi i¢in 1 g numune 500 ml’lik erlenmayer icerisinde tartildi.
Ardindan erlenmayerin i¢erisine 10 ml 1 N Potasyum dikromat (K2Cr.Oy) ilave edildi.
Uzerine 20 ml derisik siilfiirik asit (H2SO.) ilave edildikten sonra 1 dakika elle
calkalandi. Kontrol numunesi, hidrolizat numunesi eklenmeden ayni islemlere tabi
tutularak hazirlandi. Erlenmayerler 6nceden 160°C’ye 1sitilmig manyetik karistiricida
25 dakika boyunca karistirildi. Cozeltinin son durumda rengi koyu kahverengi
olmalidir (Sekil 3.9). Renk kirli yesil oldugu igin iizerine 10 ml daha potasyum
dikromat eklendi. Manyetik karistiricida 5 dakika boyunca karistirma islemi devam
etti. Koyu kahverengine donen c¢ozeltiler sogumasi i¢in ¢eker ocakli diizenek
icerisinde bekletildi. Soguyan erlenmayerler igerisine 200 ml saf su ilave edildi.
Uzerine 1:1 oraninda saf su ile seyreltilmis fosforik asitten 10 ml ilave edildi. 12-13
damla baryum difenilamin siilfonat ¢ozeltisi eklendi. 0,5 N demir siilfat ¢ozeltisi ile
erlenmayerdeki ¢ozelti titre edildi. Renk 6nce morumsu lacivert devaminda yesile
doner. Ilk defa yesil renk belirdiginde titrasyon bitirildi ve harcanan demir siilfat not

edildi. Kontrol olarak hazirlanan erlenmayer i¢in de demir siilfat harcanmasi not edildi.

(A— (B = Nk)) 0,337 (3.5)
C

% Organik Karbon =

A: Harcanan potasyum dikromat miktar1 (ml)
B: Titrasyon da harcanan demir siilfat miktar1 (ml)
C: Tartilan numune miktar1 (g)

Nk: Demir siilfatin kesin normalitesi (Nk =10/Kontrol numunesi i¢in harcanan demir

stilfatin miktar1)
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Sekil 3.9: Organik karbon analizi potasyum dikromat eklenmesi sonrasi
gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.4.7. Toplam Kiil i¢erigi Analizi

Porselen kroze etiivde (70°C) kurutulur, desikatore alinip sogutularak tartilir. Bu islem
porselen kroze sabit tartima gelinceye kadar tekrarlanir. Sabit tartima gelince darasi
aliir. Hidrolizat ve konsantre numunelerden 2 g alindi, daras1 alinmig porselen kroze
(dara + numune) ile tartildi. icinde numune bulunan porselen kroze kiil firnina
yerlestirildi (Sekil 3.10). Kiil firinin sicakligi kademeli olarak 550 °C' ye getirilerek
yakma islemi yapildi. Yanma sonunda kiil firininin sogumasi beklendi. Sogudugunda
kiil ile porselen kroze (dara + kiil) tartildi. Denklem 3.8’te gosterildigi gibi orijinal
agirhiga boliinerek organik madde hesaplandi.
(Dara + Numune) — (Dara + Kil) (3.6)

o, Kiil Miktar1 = x 100
% Kiil Miktar: Numune (Orijinal agirlik)
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Sekil 3.10: Kiil firim gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.4.8. Kuru Madde Tayini

Refraktometre cihazi kullanilmadan 6nce, bagli bulunan sirkiilasyonlu su banyosu
20°C'ye ayarlanarak ol¢lim sirasinda sicaklik kontrolii saglandi. Kuru madde tayini
yapilmadan once, hidrolizat 6rnegi 0,22 um gdzenek ¢apli seliiloz asetat (CA) siringa
ucu filtrelerden siiziiliirken konsantre numune 1:5 oraninda (konsantre numune: saf su)
seyreltildikten sonra 0,22 um gézenek capli seliiloz asetat (CA) siringa ucu filtrelerden
stiziildii. Ardindan, vorteks yardimiyla karigtirilan hidrolizatlar refraktometrenin
prizma ylizeyine uygulandi. Refraktometre (Sekil 3.11), sivinin kirilma indisini
Olgerek bu degeri cihazin dijital ekraninda kuru madde yiizdesi olarak gdsterdi ve bu

deger kaydedildi. Hesaplamalar seyreltmeler baz alinarak gergeklestirilmistir.

56



Sekil 3.11: Refraktometre gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.2.5. istatiksel Analizler

Protein hidrolizatlarinin elde edilmesi i¢in kullanilan tekniklerin optimizasyonu,
Deney Tasarimi (“Design of experiments”, DOE) yontemi kullanilarak saglanmistir.
Deney tasarimi (DOE), siireglerin ve iriinlerin performansini optimize etmek igin
giiclii bir arag¢ olarak kabul edilmektedir (Giles Jr vd., 2004). Bu yontem, farkli
faktorlerin ve seviyelerinin etkilerini sistemli bir sekilde degerlendirmekte ve yanit
degiskeni tizerindeki etkilerini analiz etmektedir. Bu ¢alisma, Taguchi Analizi ve
Varyans Analizi (“Analysis of variance”, ANOVA) olmak iizere 2 farkli DOE
teknigine odaklanilmaktadir. Bu deney tasarimi i¢in kullanilan teknikler Minitab® 18
(State College, PA, ABD) yazilim1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.5.1. Taguchi Analizi (DOE)

Taguchi metodolojisi, miithendislik verimliligini 6nemli Ol¢lide artiran 6zglin bir
istatistiksel deney tasarim yaklasimidir (Verma vd., 2012). Proses parametrelerini
optimize etmek icin kullanilan giivenilir ve etkili bir prosediirdiir. Bu yontem, sistem
performansini artirmak amaciyla varyasyonu azaltir. Ayrica, en iyi sonuglari minimum
deney sayisiyla elde etmek icin istatistiksel olarak tasarlanmis deneylerin ortogonal

dizilerini uygular ve boylece deney siiresini ve maliyetini azaltir. Bu matris
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deneylerindeki amag¢ fonksiyonu, sinyal-giiriilti (S/N) oranini igerir (Fratila vd.,
2010). Sinyal-giiriiltii (Signal-to-Noise, S/N) orani parametresinin eklenmesi,
parametrelerin fiziksel davranisindaki duyarliligin daha net bir sekilde anlasilmasini
saglar. S/N orani, sinyalin istenen gercek degeri temsil ederken, giiriiltiiniin 6l¢iilen
degerlerdeki istenmeyen faktorleri ifade ettigi bilinmektedir (Canel vd., 2012). Genel
olarak, performans 6zellikleri i¢in S/N orani analizi, "kiigiik daha iyidir", "nominal en
iyisidir”, ve "yiiksek daha iyidir" olmak tizere ti¢ kategoride gergeklestirilir (Hsiang
vd. 2012). Bu galismada, S/N oranmin " yiiksek daha iyidir" yaklasimina gore

hesaplanarak en yiiksek degerin elde edilmesi amaglanmistir.

Kiigiik daha iyidir S n(A (3.7)
—=—-10log| ————
n
Nominal en iyisidir S y? (3.8)
N —10log P
Yiiksek daha iyidir n (i) (3.9)
1=i ylz

S _ 101
N 8

y;: Verilen faktor seviyesi i¢in gézlemlenen verilerin (yanitlarin) ortalamasi
0%: Gozlemlenen verilerin (yanitlarin) varyansi
y;: Verilen faktor seviyesi kombinasyonu i¢in gozlemlenen veri (yanit)

n: Faktor seviyesi kombinasyonundaki gozlemlerin (yanitlarin) sayisidir (Ross, 1996).

3.2.5.2. ANOVA

ANOVA, farkli proses parametrelerinin sistemin performansina olan etkilerini tahmin
etmemizi saglayan istatistiksel bir yontemdir (Kishore vd., 2017). Bu analiz,
faktorlerin varyanslarini karsilagtirarak faktorler arasindaki istatistiksel olarak anlamli
farklar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Ozellikle deney tasarmmi ve veri analizi siireclerinde
sikca kullanilan ANOVA, aragtirmacilara gruplar arasindaki farkliliklart belirlemekte

ve sonuglarini istatistiksel olarak degerlendirme imkani sunmaktadir.
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DORDUNCU BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

Calismanin ana hedefi dogrultusunda, kanola kiispesinden elde edilen bitkisel protein
hidrolizatlarinin iretimi ve karakterizasyonu kapsamindaki analiz sonuglarina yer
verilmistir. Ik olarak kanola kiispesinin kompozisyonel analizi yapilarak ham
maddenin igerik Ozellikleri detaylandirilmistir. Sonrasinda, Taguchi L25 deney
tasarimi1 kapsaminda hazirlanan farkli hidrolizat numunelerinin analiz sonuglar
degerlendirilerek optimizasyon yliriitiilmustiir. Optimize edilen numune, belirlenen
kosullara uygun sekilde yeniden hazirlanmis ve iriiniin potansiyel etkileri hakkinda
cikarimlar yapilmistir. Bu bulgular, bitkisel protein hidrolizatlarinin bir¢cok alanda
kullanimin1 degerlendirilme potansiyelini kapsamli bir sekilde tartismaya olanak

saglamaktadir.

4.1. Kanola Kiispesinin Kompozisyonel Analizleri

Kanola kiispesinin kompozisyonel 0Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla ¢esitli
analizler yapilmistir. Kanola kiispesi tizerinde yapilan protein, nem ve kiil analizlerinin
sonuglart Tablo 4.1'de verilmistir. Analizler sonucunda kanola kiispesinde bulunan
ham protein orani, nem orani ve ham kiil oran1 sirastyla yaklasik %33, %12 ve %6,3

olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.1: Kanola kiispesinin kompozisyonel analiz sonuglar:

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Analizler Ortalama Deger (%0)
Ham Protein 33,2+0,6
Nem 12+0,2
Ham Kiil 6,3+0,1
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Kanola kiispesi ilizerine yapilan literatiir caligmalar1 ile elde edilen bulgular
karsilastirildiginda, sonuglarimizin literatiirle biiyiik 0Olglide uyumlu oldugu
goriilmektedir. Caligsmada tespit edilen ham protein oran1 yaklasik %33 olup, bu deger
literatlirde bildirilen %35-40 araligina yakin bir sonugtur. Bu durum, kanola
kiispesinin degerli bir protein kaynagi oldugunu vurgulamaktadir (Wanasundara vd.,
2016; Tang ve Ghosh, 2023). Ham protein, bitkisel protein kaynaklar1 arasinda kanola
kiispesinin 6nemli bir yere sahip olmasini saglayan ana bilesendir. Literatiirdeki bu
aralik, kanola kiispesinin farkl tiirler ve isleme yontemleri ile elde edilen iirlinlerinde
protein iceriginin degiskenlik gdsterebilecegini, ancak genel olarak yliksek bir protein

diizeyine sahip oldugunu gostermektedir.

Nem igerigi agisindan, literatiirde %35 ile %17,5 arasinda degisen degerler
bildirilmektedir. Bu genis aralik, kanola kiispesinin nem igeriginin isleme
yontemlerine, hasat zamanina ve saklama kosullarina bagli olarak degisebilecegini
ortaya koymaktadir (Jayas vd., 1988; Khattab ve Arntfield, 2009; Petraru ve Amarieli,
2024). Ornegin, kanola kiispesi taze islenmigse veya uygun saklama kosullari
saglanmazsa nem igerigi yiiksek olabilmektedir. Yiiksek nem orani, kiispenin
mikrobiyal yiikiiniin yiikselmesine ve potansiyel olarak zararli mikroorganizmalarin
gelismesine neden olabilmektedir. Bu durum, firiiniin kalitesini ve giivenligini
olumsuz yonde etkileyebilir (Ayub vd., 2003). Calismada tespit edilen nem igerigi de
literatiirdeki bu degerlerle paralellik gostermektedir. Bu bulgular kanola kiispesinin

isleme sirasinda nem oraninin kontrol edilmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

Kanola kiispesi kiil miktar1 i¢cin Khattab ve Arntfield (2009) tarafindan yapilan bir
calismada ham kiil miktarmin %6,26 olarak belirlenmis olmasi, bu ¢alismada elde
edilen sonucu desteklemektedir. Bu durum, kanola kiispesinin mineral igerigi

acisindan da zengin bir yem ve gida katki maddesi olabilecegini gostermektedir.

4.2. Deney Tasarimi Kapsaminda Olusturulan Hidrolizatlarin Analizleri

Deneme desenine uygun olarak hazirlanan Orneklerin  detayli  analizleri
tamamlanmistir. Bu analizler, 6rneklerin belirli parametrelere (ultrasonik muamele 1,
ultrasonik muamele 2, proteaz 1, proteaz 2 ve ultrafiltrasyon) gore incelenmesini
icermektedir. Tablo 3.2 iizerinde belirtilen formiilasyonlara uygun olarak hazirlanan

25 hidrolizatin serbest amino asit (% w/w) miktarlari, antioksidatif etkinligi, toplam
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fenolik madde miktar1 ve hidroliz derecesi gibi 4 farkli 6zellik analiz edilmistir. Analiz
sonuglart Tablo 4.2’de verilmistir. Ancak, yapilan 4 farkli analiz igerisinde birincil
optimizasyon kriteri olarak serbest amino asit miktar1 kullanilmistir. Diger analizler
(antioksidan derecesi, toplam fenolik madde miktar1 ve hidroliz derecesi), sonuglarin
biitiinciil bir degerlendirmesini saglamak amaciyla yapilmis olup sonuglarin
karsilagtirilmast ve yorumlanmasi ic¢in degerlendirilmistir. Bu yaklagim, protein
hidrolizatlarinin genel kalitesinin ve biyolojik etkinligini daha kapsamli bir sekilde

degerlendirilmesine olanak saglayabilecektir.

Yapilan bir optimizasyon g¢aligsmasinda ¢alismada, palm ¢ekirdegi kiispesinin (PKC)
besin degerini artirmak amaciyla enzimatik hidroliz, Taguchi yontemi ile optimize
edilmistir. Optimizasyon siirecinde substrat yiizdesi (%10, %12, %14), inkiibasyon
siiresi (2, 4, 6 saat) ve enzim miktar1 (250, 500, 750 birim) gibi faktorler
degerlendirilmistir. Sonuglar, %14 substrat, 6 saat inkiibasyon siiresi ve 750 birim
enzim kullanildiginda en yiiksek protein salimiminin gerceklestigini gostermistir.
Optimizasyon ile protein salinim1 tahmin edilen degerden ti¢ kat daha ytiksek ¢ikmistir
(Sathitkowitchai vd., 2018). Literatiirde, farkli uygulama alanlar1 ve sektorlerde
gerceklestirilen optimizasyon calismalarinin da gesitli problemler igin optimum
yanitlar sundugu ve etkili sonuglar elde ettigi goriilmiistiir (Cheung ve Chan, 2010;
Chavan ve Gaikwad, 2021).

Tablo 4.2: Deneme desenine uygun bicimde hazirlanan numunelerin serbest
amino asit miktari (SAA, %), hidroliz derecesi (HD, %), toplam antioksidan
miktar1 (TAM, TE, mg/100g) ve toplam fenolik madde miktar1 (TFM, GAE,
mg/100g) degerleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Deney SAA HD TAM TFM
No (%) (%) (TE, mg/100g) (GAE, mg/100g)
1 0,55+0,2 18,0+0,1 27,75+0,1 314,95+4,0
2 0,84+0,0 16,1+0,1 34,74+0,2 321,3449,5
3 1,06+0,1 17,4+0,1 34,79+0,6 327,20+10,2
4 0,56+0,3 15,9+0,2 36,29+0,4 369,28+3,4
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5 0,79+0,2 18,1+0,4 37,58+0,2 316,28+12,3
6 0,91+0,2 19,7+0,7 36,96+0,2 368,22+1,5
7 1,16+0,1 23,9+0,6 29,88+0,4 358,63+8,9
8 0,71+0,3 19,4+0,4 35,63+0,1 366,09+6,1
9 0,62+0,2 13,6+6,2 37,46+0,2 340,52+12,6
10 0,43+0,3 14,6+4,7 36,50+0,4 320,27£13,2
11 0,656+0,2 24,8+0,1 41,44+0,4 368,48+5,5
12 0,62+0,2 14,4+0,1 42,27+0,8 341,32+14,1
13 0,67+0,3 19,8+0,2 37,42+0,8 375,94+0,6
14 0,90+0,0 20,9+0,5 42,25+0,4 371,41+2,8
15 1,02+0,1 22,0+0,4 42,96+0,3 381,54+£1,5
16 0,83+0,2 21,0+0,6 42,19+0,5 379,94+0,9
17 0,90+0,2 29,5+0,4 40,15+1,4 316,01+1,9
18 1,00+0,1 19,0+0,1 43,02+0,7 351,30+11,8
19 1,1440,0 29,8+0,0 38,63+0,2 375,94+9,8
20 0,51+0,2 23,1+0,3 43,69+0,1 350,90+25,2
21 0,96+0,1 21,5+0,5 43,09+0,2 347,9749,5
22 0,77+0,2 22,9+0,1 42,35+0,3 349,57+2,1
23 0,51+0,3 12,8+0,0 42,31+0,4 281,32+10,1
24 0,77+0,2 17,6+0,6 41,90+0,4 311,22+8,9
25 0,99+0,0 20,1£1,1 30,61+0,1 363,29+7,5
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4.2.1. Serbest Aminoasit (%) Degerleri ve Istatiksel Analizleri

Protein hidrolizatlari, protein kaynaklarinin kismi hidrolizi sonucunda olusan
polipeptitler, oligopeptitler ve serbest amino asitlerin bir karisimi olarak
tanimlanmakta ve ¢ok yonli kullanim alanlariyla dikkat ¢ekmektedir (Schaafsma,
2009). Bu firiinler, gida ve beslenme endiistrisi, tarim ve bitki yetistiriciligi, hayvan
beslenmesi ve sagligi, farmasotik ve terapotik uygulamalar, kozmetik ve kisisel bakim
trlinleri, diyetetik ve saglik destek iirlinleri gibi ¢esitli sektorlerde yiiksek degerli

bilesenler olarak 6nemli bir yere sahiptir.

Protein hidrolizatlarinin islevselligini belirleyen en kritik unsurlardan biri, igerdigi
serbest amino asitlerdir. Bu amino asitlerin miktar1 ve profili, {iriiniin besin degeri,
sindirilebilirligi, emilim hizi, biyolojik aktivitesi ve formiilasyonlardaki performansini
dogrudan etkilemektedir. Bu oOzellikler, protein hidrolizatlarinin gida, tarim,
farmasotik ve kozmetik sektorleri gibi birgok alandaki kullanim potansiyelini

sekillendirmektedir.

Serbest amino asitler hem insan hem de hayvan beslenmesinde yaygin olarak
kullanilan diyet takviyeleridir. Yiiksek sindirilebilirlikleri, proteinlere kiyasla daha
hizli emilim saglamalar1 ve biyolojik aktivitelerin etkinligini artirmalar1 gibi gorevleri
uistlenmektedir (Rennestad vd., 2000; Sierras vd., 2015; Yin vd., 2016). Serbest amino
asitlerin biyokimyasal aktivitelerdeki kritik rolii de dikkat ¢ekicidir. Hiicresel enerji
metabolizmasi, protein sentezi ve tasima silireclerinde onemli islevler iistlenen bu
bilesenler (Riggs ve Walker, 1963; Paddon-Jones vd., 2004), bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesinde de etkili bir aragtir. Ozellikle arginin, glutamin ve sistein gibi
amino asitlerin diyetle takviyesi, yetersiz beslenme veya enfeksiyon hastaligi olan

bireylerde bagisiklik fonksiyonlarini artirmaktadir (Li vd., 2007).

Bu ¢alisma kapsaminda, serbest amino asitlerin islevselligi goz oniine alinarak serbest
amino asit miktar1 analizi birincil kriter olarak kabul edilmistir. L25 ortogonal deney
tasarimi neticesinde hazirlanan numunelerin serbest amino asit miktarlari Tablo 4.2'de
sunulmustur. Elde edilen veriler, Minitab® 18 yaziliminda istatistiksel olarak analiz
edilerek degerlendirilmeye alinmistir. Bu analizler, serbest amino asitlerin protein
hidrolizatlarinin etkinligi ve farkli alanlardaki uygulama potansiyelini anlamada temel
bir referans sunmaktadir. Tablo 3.2'de yer alan protein hidrolizat1 hazirlama kosullar

ve Tablo 4.2'deki serbest amino asit (SAA) sonuglari incelendiginde, en diisiik serbest
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amino asit %0,43 ile 10 numarali numune (24 dk Ultrasonl, Ultrasonik muamele 2
uygulanmamis, %20 Proteaz 1, %40 Proteaz 2 ve 8x ultrafiltrasyon), en yiiksek serbest
amino asit miktar1 ise %1,16 ile 7 numarali (24 dk Ultrasonl, 24 dk Ultrasonik
muamele 2, %60 Proteaz 1, %80 Proteaz 2 ve ultrafiltrasyon uygulanmamis)
numunedir. Deney tasarimi kapsaminda, serbest amino asit miktarlarinin ortalamasi

yaklagik %0,8 olarak hesaplanmistir.

Deney tasarimi dogrultusunda elde edilen numunelerin serbest amino asit igerikleri,
verilerin genisligi nedeniyle Tablo 4.3.1, Tablo 4.3.2 ve Tablo 4.3.3 olarak ii¢ ayr1
tabloya ayrilmigtir. Bu tablolarda sunulan veriler, protein hidrolizatlarinin
gelistirilmesi ve optimizasyonu agisindan 6nemli bir temel olugturmaktadir. Tablolarin
detayl1 incelemesi sonucunda, bircok numunede glutamik asit, 16sin, valin, treonin ve
lizin gibi serbest amino asitlerin dikkate deger miktarlarda bulundugu goriilmiistiir. Bu
amino asitlerin varligi hem besinsel hem de islevsel agidan Onem tasimakta,
hidrolizatlarin gida, ilag ve biyoteknoloji gibi farkli alanlardaki potansiyel

uygulamalarina 151k tutmaktadir.

Bu kisimda, serbest amino asit diizeylerinin optimizasyonu amaciyla gelistirilen
modelin veriye uyumunu degerlendirmek i¢in yapilan analizlerde, agiklayicilik orani
(R-sq) kullanilmistir. Bu model, serbest amino asit degiskenindeki toplam varyansi
agiklamay1 amaglamaktadir. Tablo 4.4'te, yapilan analizde modelin veriye uyumunu
gosteren aciklayicilik orani (R-sq) %91,78 olarak hesaplanmistir. Bu yiiksek oran,
modelin serbest amino asit degiskenindeki toplam varyansin 6nemli bir kismin

acikladigini ve veriye onemli 6l¢lide uyum sagladigini gostermektedir.

Ultrason, enzim ve ultrafiltrasyon uygulamalarinin serbest amino asit (SAA) miktarina
etkisini incelemek amaciyla yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglari, Tablo 4.5'te
sunulmaktadir. Bu analiz, her bir faktoriin serbest amino asit iiretimi lizerindeki
etkilerini niceliksel olarak degerlendirerek, hangi faktorlerin daha fazla etkiye sahip
oldugunu belirlemeyi amaglamaktadir. Varyans analizi sonuglari, serbest amino
asitlerin tretimini etkileyen farkli isleme kosullarinin karsilastirilmasi i¢in énemli
bilgiler saglamaktadir. Tablo 4.2’de yer alan serbest amino asit miktarlarinin
degerlendirilmesi sonucunda, faktorler arasinda anlamli (p < 0.05) ve en belirgin etkiyi
gosteren faktoriin Proteaz 2 (Flavourzyme) muamelesi oldugu goézlemlenmistir.
Taguchi analizi sonuglarina gore, Flavourzyme uygulamasinin serbest amino asit

miktar1 iizerinde yaklasik %53 oraninda bir etkisi bulunmaktadir. Bu durum da
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proteolitik enzimlerin serbest amino asit tdretimindeki kritik roliinii ortaya
koymaktadir. Bu etki orani, protein hidrolizatlarinin etkin amino asit salinimini

artirmada Flavourzyme'in giiclii bir bilesen oldugunu gostermektedir.

Proteoliz, peptitler ve serbest amino asitler de dahil olmak iizere bir¢ok kiigiik
molekiiler agirlikli nitrojen bilesiginin olusumunu saglayan temel bir biyokimyasal
stirectir (Toldra, 1998). Bu siiregte etkili rol oynayan enzimlerden biri olan
Flavourzyme hem ekzopeptidaz hem de endopeptidaz aktivitesi gosteren ve protein
hidrolizinde yiiksek verim saglayan giiglii bir proteazdir (Waglay ve Karboune, 2016).
Aspergillus oryzae kaynakli olan Flavourzyme, protein yapilarini segici ve etkin bir
sekilde parcalayarak kiiciik peptitlerin ve serbest amino asitlerin agiga ¢ikmasini
saglamaktadir (Merz vd., 2015). Wu vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
baslangigtaki toplam serbest amino asit miktar1 salamura yonteminde 3.7414 g/kg,
enjeksiyon yonteminde ise 3.8039 g/kg olarak Ol¢iilmiis; Flavourzyme muamelesi
sonrasinda bu degerler sirastyla 4.9160 g/kg ve 5.4061 g/kg seviyelerine ylikselmistir.
Bu artis oranlari, salamura yontemi i¢in %31,4, enjeksiyon yontemi igin ise %42,1
olarak hesaplanmistir. Ayrica Flavourzyme uygulamasinin protein yapilarini etkin bir
sekilde pargalayarak serbest amino asit miktarini artirdigi, tilapia baligi protein
hidrolizati (Chuesiang vd., 2015), Kanton pastirmasi (Zhang vd., 2017), sigir kemigi
hidrolizati (Fan vd., 2020) ve bugday gluteni (Berends vd., 2014) gibi farkli protein
kaynaklarinda bulgulanmaktadir. Bu bulgular, enzim se¢iminin enzimatik
hidrolizatlarin bilesimi ilizerinde belirleyici bir rol oynadigini ve Flavourzyme’in
serbest amino asit olusumunu anlamli diizeyde artirarak proteoliz siirecinin

verimliligini artirabilecegini ortaya koymaktadir.
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Tablo 4.3.1: L25 deneme deseni kapsaminda hazirlanan numunelerin serbest
amino asit icerikleri 1.kisim (% w/w)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Serbest Amino
Asit

Hidroksiprolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Histidin 0,04 004 005 0,04 0,04 004 005 0,04
Asparajin 0,03 0,05 005 004 005 0,05 0,06 0,05
Serin 0,05 0,04 005 0,04 0,06 0,04 007 0,06
Glutamin 0,02 0,07 0,08 008 0,09 0,08 0,04 0,08
Arjinin 0,00 0,08 0,08 0,00 0,04 008 0,00 0,00
Glisin 0,05 001 002 0,05 0,04 001 003 0,06

Aspartik Asit 0,00 0,00 0,03 0,00 0,01 0,02 0,04 0,00

Glutamik Asit 0,14 0,05 0,07 0,07 009 0,05 016 0,10

Treonin 0,06 0,06 0,07 006 0,08 0,07 009 0,08
Alanin 0,04 003 004 0,04 0,05 0,04 007 0,05
Prolin 0,00 0,00 0,01 000 0,00 0,00 0,02 0,00
Sistein 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 001 0,00

Lizin 0,06 0,06 0,07 0,06 0,08 0,07 009 0,08

Tirozin 0,00 0,04 005 000 0,06 0,04 0,00 0,00

Metiyonin 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00 0,03 0,00

Valin 0,06 0,07 0,08 008 0,09 0,08 010 0,10
izolésin 0,00 0,05 0,06 0,00 0,00 0,05 006 0,00
Losin 0,00 0,12 0,122 0,00 0,00 0,12 0,13 0,00

Fenilalanin 0,00 0,05 0,06 0,00 0,00 0,05 0,06 0,00

Triptofan 0,00 0,01 0,02 0,00 0,00 0,01 0,03 0,00

Toplam 0555 084 106 05 0,79 091 116 0,71
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Tablo 4.3.2: L25 deneme deseni kapsaminda hazirlanan numunelerin serbest
amino asit icerikleri 2.kisim (% w/w)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Serbest Amino

Asit 10 11 12 13 14 15 16

Hidroksiprolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Histidin 0,04 003 0,04 003 004 004 005 0,04

Asparajin 0,04 0,02 004 004 005 005 0,05 0,05

Serin 0,04 002 005 004 005 005 0,06 0,04

Glutamin 0,02 0,09 0211 003 000 0,10 0,09 0,04

Arjinin 0,00 0,07 005 0,05 0,00 0,03 0,00 0,00

Glisin 0,01 005 005 0,01 006 001 002 0,01

Aspartik Asit 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,02

Glutamik Asit 0,09 0,00 0,06 008 0,17 008 0,13 0,11

Treonin 0,05 0,04 0,07 005 0,08 0,07 0,08 0,07

Alanin 0,03 0,00 0,04 0,03 004 005 0,06 0,04
Prolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sistein 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 001 0,01 0,01

Lizin 0,06 0,02 0,07 005 0,07 007 0,08 0,07
Tirozin 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Metiyonin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,02 0,02

Valin 0,06 0,05 0,08 0,05 0,09 008 0,09 0,07

izolésin 0,03 000 0,00 0,03 000 005 0,06 0,05

Losin 0,10 0,00 0,00 0,09 0,00 0,11 0,12 0,12

Fenilalanin 0,04 0,00 0,00 0,03 0,00 0,05 005 0,05

Triptofan 0,01 0,00 0,00 001 0,00 001 0,02 0,02

Toplam 0,62 043 066 0,62 067 09 102 0,83
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Tablo 4.3.3: L25 deneme deseni kapsaminda hazirlanan numunelerin serbest
amino asit icerikleri 3.kisim (% w/w)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Serbest Amino

i 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Asit

Hidroksiprolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Histidin 0,05 0,05 005 0,03 005 0,04 003 004 004

Asparajin 0,06 0,05 0,07 0,03 0,06 0,04 0,03 0,04 0,05

Serin 0,05 0,05 009 0,04 005 0,05 002 0,04 0,08

Glutamin 0,065 013 0,00 0,04 006 019 0,04 0,04 0,00

Arjinin 0,03 0,08 0,00 0,00 003 0,00 001 0,07 012

Glisin 0,01 0,02 008 0,01 001 006 001 001 0,06

Aspartik Asit 0,03 0,03 0,03 0,00 0,03 0,00 0,00 0,02 0,00

Glutamik Asit 0,10 0,05 0,31 0,06 011 0,04 0,06 0,07 0,23

Treonin 0,0 0,07 00 0,04 0,07 0,08 0,04 0,06 0,08

Alanin 0,05 0,05 009 0,03 005 0,05 002 0,03 0,07
Prolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sistein 0,01 001 0,00 000 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00

Lizin 0,08 0,08 0,12 0,05 0,08 0,08 005 0,06 0,09
Tirozin 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,06 0,00 0,01 0,07

Metiyonin 0,02 0,00 0,02 0,01 001 0,00 0,00 0,00 0,00

Valin 0,08 0,09 0,12 0,05 0,09 0,08 0,05 0,06 0,10

izolésin 0,05 006 000 003 006 000 003 004 0,00

Losin 0,13 0,12 0,00 0,08 0,12 0,00 0,08 0,11 0,00

Fenilalanin 0,06 0,05 0,00 0,03 0,05 0,00 0,03 0,04 0,00

Triptofan 0,02 0,01 000 0,01 001 0,00 001 0,01 0,00

Toplam 092 100 114 051 09 0,77 051 0,77 0,99
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Tablo 4.4: Serbest amino asit miktarina gore belirlenmis modelin R-sq. R-
sq(adj) ve tahmin edilebilirlik degerleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

S R-sq R-sq(adj)

0,145438 91,78% 50,68%

Tablo 4.5: Ultrason, enzim ve ultrafiltrasyon uygulamalarinin SAA miktarina
etkisine yonelik varyans analizi (ANOVA) sonuclari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kaynak DF  Seq SS Katki  F-degeri  P- degeri
Ultrasonik 4 005241  5,09% 0,62 0,673
muamele 1
Ultrasonik 4  0,03696  3,59% 0,44 0,779
muamele 2

Proteaz 1 4 0,08054  7,82% 0,95 0,518
Proteaz 2 4 054215 52,67% 6,41 0,050
Ultrafiltrasyon 4 0,23262 22,60% 2,75 0,175
Hata 4  0,08461 8,22%
Toplam 24 1,02928 100,00%

4.2.2. Optimizasyon Kosullarinin Tanimlanmasi ve Uygulanmasi

Analizlerde, S/N oranlar1 degerlendirilirken, yiiksek S/N oranlarinin (“the bigger the
better”, yiiksek daha iyidir) daha yiiksek performansi temsil ettigi gézlemlenmistir.
Protein hidrolizatlarinin ¢esitli alanlardaki kullanilabilirligi ve serbest amino asitlerin
rolii dikkate alindiginda, elde edilen sonuglar dogrultusunda optimize edilmis 6rnekler

secilmis ve ardindan gerekli analizler gergeklestirilmistir.

Ultrasonik muamelelerin ve diger yontemlerin S/N oranlar1 {izerindeki etkisini
karsilastirmayr amaclayan grafik, yontemlerin etkinligini degerlendirmeyi
hedeflemektedir. Sekil 4.1 incelendiginde ultrasonik muamelelerin (Ultrasonik

muamele 1 ve Ultrasonik muamele 2) genel olarak, S/N oranlarinda belirgin bir
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yiikselme saglamadigimi gostermektedir. Bu durumda ultrasonik muamelelerin diger
yontemlere kiyasla daha az etkili oldugu sdylenebilmektedir. Ultrason islemi, protein
hidrolizatlar1 tizerinde 6nemli etkiler yapabilmektedir. Yiiksek enerjili ultrasonik
dalgalar, proteinlerin yapisini bozarak veya hidroliz siirecini hizlandirarak daha kiigiik
peptitlere ve amino asitlere pargalanmasini saglamaktadir. Bu siire¢ sirasinda protein
molekiilleri arasinda bulunan hidrojen baglar1 ve diger zayif etkilesimler kirilmaktadir.
Sekil 4.1 incelendiginde ultrasonun, peptit zincirlerinin kismen pargalanmasini
destekliyor olabilecegi ancak serbest amino asit miktarinda anlamli bir artis
saglamadig1 distiniilebilmektedir. Ultrasonik muamelelerin, protein zincirlerinin
fiziksel olarak pargalanmasini desteklese de serbest amino asitlerin artis1 esasen
enzimlerin substratlara spesifik etki mekanizmasina bagli olabilmektedir. Eger
ultrason, enzimlerin aktif bolgelerine erisimi kolaylastirmiyorsa veya enzimlerin
etkisini artiracak kosullar olusturmuyorsa, serbest amino asit miktarinda anlamli bir

artig gozlenmeyebilmektedir.

Faktorlerin (Proteaz 1, Proteaz 2, Ultrasonik muamele 1 ve Ultrasonik muamele 2)
serbest amino asit (SAA %) degerleri lizerindeki etkilerinin analiz edildigi Sekil 4.2,
her bir faktoriin standartlastirilmis etkilerini gostermektedir. Kirmiz1 kesikli ¢izgi,
%95 gliven araligina karsilik gelen 2,201 esigini belirlemekte olup etkilerin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemektedir. Sekil 4.2°deki Pareto
grafigi, Proteaz 2'nin (B faktorii) serbest amino asit ylizdesi iizerinde en giiclii etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle Proteaz 2’nin ikinci dereceden etkisi (BB)
anlamlilik sinirmi (>2,201) asmis olup serbest amino asit degerlerini artirmada 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ayrica, Proteaz 1 ve Proteaz 2'nin ikili etkilesimi (AB) de
anlamli (>2,201) bulunmustur. Bu iki proteazin birlikte kullanildiginda sinerjik bir etki
saglayarak serbest amino asit degerlerini daha da yiikseltebilecegine isaret etmektedir.
Proteaz 1 ve Ultrasonik muamele 2’nin etkilesimi (AD) de pozitif etkilere sebep
olabilmektedir. Proteaz 1 ve Ultrasonik muamele 2’nin etkilesimi, farkli faktorlerin
kombinasyonlarmin serbest amino asit iizerinde pozitif etkiler yaratabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, tek basina B faktorii ve Proteaz 2 ile Ultrasonik
muamele 1’in etkilesimi (BC) de belirli bir etki yaratmis, ancak anlamlilik sinirini

(<2,201) asamamustur.

Proteaz 1 ve Proteaz 2 seviyelerinin serbest amino asit iizerindeki etkilerini gorsel

olarak incelendigi Sekil 4.3’teki kontur grafigi ise Proteaz 2 seviyesinin yliksek oldugu
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bolgelerde (yaklasik %60-100 araliginda), serbest amino asit degerlerinin en yiiksek
seviyelere ulastig1 goriilmektedir. Ozellikle Proteaz 1 seviyesinin de 60-90 araliginda
oldugu kombinasyonlarda, serbest amino asit yiizdesi 0,8 ve {izerine ¢ikmaktadir. Bu
durumda iki proteazin birlikte yiiksek seviyelerde kullanildiginda serbest amino asit
degerlerinde maksimum etkiye ulagildigini géstermektedir. Daha diistik serbest amino
asit degerleri ise Proteaz 2 seviyesinin diisiik oldugu (%20-40 araligi) alanlarda
gbzlemlenmistir, bu da Proteaz 2'nin etkisinin serbest amino asit tiretiminde belirleyici

bir faktor oldugunu desteklemektedir.

Genel olarak bu iki grafik, dzellikle Proteaz 2’nin serbest amino asit yiizdesi lizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugunu, ayrica Proteaz 1 ve Ultrasonik muamele 2 ile olan
etkilesimlerinin sinerjik etkiler yaratarak serbest amino asit degerlerini artirabilecegini
gostermektedir. Bu bulgular, optimum Serbest amino asit seviyesine ulagsmak i¢in
Proteaz 1 ve Proteaz 2 seviyelerinin birlikte optimize edilmesi gerektigini ve 6zellikle
Proteaz 2’nin yliksek seviyede tutulmasinin énemli oldugunu ortaya koymaktadir.
Proteaz 2, dzellikle %60 ve %80 seviyelerinde daha yiiksek serbest amino asit oranlari
sergileyerek olumlu bir etki gdstermistir. Ayrica, Tablo 4.6 incelendiginde, %60 ile
%80 arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu gozlemlenmekte, bu durum
optimum seviyeye ulasmak igin Proteaz 2 seviyesinin %80 olarak kabul

edilebilecegini ortaya koymaktadir.

Ultrafiltrasyon islemi igin ise Sekil 4.1°de elde edilen verilerde, serbest amino asit
miktarini arttirmaya yonelik belirgin 6l¢iide bir fayda saglamadigi gézlenmektedir.
Foh vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tilapya protein hidrolizatlar1 1, 3 ve 5
kDa molekiiler agirlik kesme sinirlarina (MWCO) sahip ultrafiltrasyon membranlart
kullanilarak fraksiyonlanmig ve diisiik molekiiler agirlikli fraksiyonlarin daha ytiksek
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ancak, bu islem sonucunda serbest
amino asit miktarinda anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Bu nedenle, serbest
amino asit igerigini artirmaya yonelik bir amagla ultrafiltrasyon kullanimi gerekli

goriilmemektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda her bir faktdr i¢in belirlenen en iyi seviyeler kullanilarak
optimize numunenin kosullar1 (Ultrasonik muamele 1 ve Ultrasonik muamele 2)
sirasiyla 48 ve 24 dakika, proteaz 1 muamelesi i¢in (Alcalase, 2 AU/ml) %40, proteaz
2 (Flavourzyme, 1000 L) muamelesi i¢in %80 olarak se¢ilmistir. Serbest amino asit

miktarinda belirgin bir artis gozlemlenememesi nedeniyle, optimize edilen numune
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icin ultrafiltrasyon islemi uygulanmamasina karar verilmistir. Sonug olarak, her bir
faktoriin belirlenen en etkili seviyelerinin birlesimi, deneme deseninde elde edilen en

ylksek SAA i¢eren numunenin 6tesine gegmeyi hedeflemistir.

SN Oranlar icin Ana Etki Grafigi (%SAA)
Veri ortalamalan

Ultrason 1 Ultrason 2 Proteaz 1 Proteaz 2 Ultrafiltrasyon
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Gurtiltiiye karst sinyal: Yiiksek daha iyidir

Sekil 4.1: Serbest amino asit madde miktar1 sonu¢larina gore olusturulan S/N
oranlarinin ana etki grafigi gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Standardize Edilmis Etkilerin Pareto Grafigi
yanit SAA (%); o = 0,05

Term 2,201

Faktér isim
Proteaz 1
Proteaz 2
Ultrason 1
Ultrason 2
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0,0 05 1,0 15 2.0 25 3.0
Standardize Edilmis Etki

Sekil 4.2: SAA (%) degerleri iizerindeki faktor ve etkilesimlerin standardize
edilmis etkilerinin pareto grafigi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

SAA degerlerinin (%) Kontur Grafigi: Proteaz 1ve Proteaz 2'ye Gore Dagilimi
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Sekil 4.3: SAA degerlerinin (%) Proteaz 1 ve Proteaz 2'ye gore kontur grafigi
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.6: Flavourzyme miktarlarina ait farkhh degerlerin ortalama
hesaplamalan ve istatistiksel gruplama analizi tablosu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Deg,z)ler N Ortalama Gruplama
60 5 0.9480 A
80 5 0.938 A
100 5 0.8120 A B
40 5 0.7060 A B
20 5 0.5575 B

4.2.3. Hidroliz Derecesi ve istatiksel Analizleri

Hidroliz derecesi (%HD), genellikle peptit bag hidrolizinin seviyesini degerlendiren
bir parametre olarak proteolizin takibi i¢in kullanilmaktadir (Adler-Nissen, 1984).
Hidroliz derecesi, protein hidrolizatlarinin enzimatik pargalanma siirecinin etkinligini
ve tamamlanma seviyesini gostermekte, bu parametre elde edilen hidrolizatlarda
bulunan peptitlerin biyolojik aktivitesini ve fonksiyonel 6zelliklerini etkilemektedir
(Girgih vd., 2011). Hidroliz derecesinin dogru se¢imi, peptitlerin biyolojik aktivitesini
etkilemenin yani sira fonksiyonel 6zelliklerin modiilasyonu ve antioksidan aktivitenin
artirilmasi agisindan da biiyiik 6nem tasimaktadir (Li vd., 2015). Bu nedenle, hidroliz
derecesinin optimizasyonu, protein hidrolizatlarinin fonksiyonel ve biyolojik

ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in kritik bir rol oynayabilir.

Hidroliz derecesi optimizasyonu amaciyla gelistirilen modelin veriye uyumunu
degerlendirmek i¢in Tablo 4.7 incelendiginde modelin veriye uyumunu gosteren
aciklayicilik orani yaklagik %96 olarak hesaplanmistir. Bu yiiksek oran, modelin
hidroliz derecesi degiskenindeki toplam varyansin biiyiik bir kismini agikladigini ve

veriye oldukca yiiksek 6l¢iide uyum sagladigini géstermektedir.

Yapilan optimizasyon calismasi sonucu protein hidrolizatlarindaki hidroliz derecesini

onemli derecede (p < 0.05) artiran faktorlerin yaklasik %36 ile Ultrasonik muamele 1

74



(26 kHz) ve %32 etki ile proteaz 2 (Flavourzyme, 1000 L) oldugu belirlenmistir (Tablo
4.8).

Piring proteinleri iizerinde gergeklestirilen bir calismada, 28 kHz frekansinda
uygulanan ultrason ©On isleminin sonokimyasal etkileri detayli bir sekilde
incelenmistir. Aragtirma bulgulari, ultrasonik 6n islemin protein yapisindaki gapraz
baglar kirarak enzim ile substrat arasindaki etkilesimi 6nemli dl¢iide artirdigini (p <
0.05) ve bu artisin hidroliz derecesinde (DH) belirgin bir yiikselmeye neden oldugunu
gostermektedir. Calismada, ultrason ve ultrason destekli alkali 6n islemlerinin piring
proteininin enzimatik hidrolizini iyilestirdigi belirlenmistir. Enzimatik hidroliz
sonrasinda kontrol grubunda DH %16,5 olarak Oolgiiliirken, yalnizca ultrason
uygulanan grupta bu deger %19,3’e, ultrason destekli alkali 6n islem uygulanan grupta
ise %21,2’ye ylikselmistir. Benzer sekilde, protein eliisyon miktar1 kontrol grubunda
62,08 pg/mL olarak belirlenirken, ultrason grubunda 178,1 ug/mL ve ultrason destekli
alkali grubunda 716,4 pg/mL’ye ulagmustir. Ultrasonik muamele sonrasi protein
yapisindaki degisimler cesitli spektroskopik analizler ile dogrulanmistir. UV-Vis
spektroskopisi sonuglar1, ultrason isleminin protein yapisin1 acarak hidrofobik
gruplarin disa c¢ikmasini sagladigini gostermektedir. CD spektroskopisi (Circular
Dichroism) analizleri ise a-heliks igeriginde %48,8’e varan azalma oldugunu, buna
karsilik B-tabaka ve rastgele sarmal yapilarin oraninda artis meydana geldigini ortaya
koymustur. Floresans spektroskopisi 1ile yapilan degerlendirmeler, ultrason
uygulamasi sonrast proteinlerin daha fazla acildigim1 ve yapilarinda belirgin
degisiklikler meydana geldigini gostermektedir. Amino asit analizleri, hidrofobik
amino asitlerin toplam amino asitlere oraninin ultrason uygulanan grupta %42,3,
ultrason destekli alkali 6n islem grubunda ise %44,5 oldugunu ortaya koymustur. Bu
sonuglar, ultrason isleminin protein ¢ozliniirliiglinti artirarak enzimatik erisilebilirligi

iyilestirdigini kanitlamaktadir (Li vd., 2016).

Baska bir ¢alismada, yagsiz soya unu Flavourzyme 1000 L, Novozym FM 2.0 L ve
Alcalase 2.4 L FG olmak tizere 3 farkli proteaz ile enzimatik olarak hidrolize
edilmistir. Calismanin sonuglari, Flavourzyme'in en yiiksek hidroliz derecesine (DH
%39,5) ulastigini ve bu derecenin diger proteazlarla kiyaslandiginda belirgin bir artis
gosterdigini ortaya koymustur (Hrckova vd., 2002). Flavourzyme’in hidroliz
etkinliginin yiiksek olmasinin temel nedeni hem ekzopeptidaz hem de endopeptidaz

aktivitesine sahip olmasidir. Bu 6zellik, proteinin hem i¢ hem de u¢ bolgelerindeki
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peptid baglarinin daha etkili bir sekilde parcalanmasini saglayarak, daha kiiciik
peptitlerin ve serbest amino asitlerin a¢iga ¢ikmasina olanak tanmimaktadir. Ozellikle,
diger proteazlara kiyasla daha yiiksek miktarda serbest amino asit salinimi
gerceklestirdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, enzim se¢iminin hidroliz verimliligi
tizerinde belirleyici bir rol oynadigin1 ve Flavourzyme’in enzimatik hidroliz

stireclerinde etkin bir proteaz olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Optimize edilmis numuneyi belirlemek icin incelenen Sekil 4.4’te, Ultrasonik
muamele 1 islemi S/N oraninda belirgin bir artis géstermekte olup, dzellikle 48 dakika
seviyesinde yliksek degerler elde edilmistir, bu yiizden bu siire tercih edilmelidir.
Ultrasonik muamele 2 isleminde ise S/N oranlar1 dalgali bir seyir izlemektedir;
dolayistyla, orta diizeyde yiiksek sonuglarin gézlemlendigi 12 ve 24 dakika seviyeleri
uygun segenekler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Proteaz 1 ve Proteaz 2 islemlerinde dalgali
bir seyir goriilmektedir. Proteaz 1 isleminde %60 ve %100 seviyeleri en yiiksek
degerlere ulasirken, Proteaz 2 isleminde %60 ve %100 seviyeleri tercih edilebilir. Bu
iki islemde de sabit ve yiiksek degerlerin secilmesi Onemlidir. Ek olarak,
ultrafiltrasyon sisteminde konsantrasyon seviyesi arttik¢a hidroliz derecesinin diistiigii
gozlemlenmistir. Bu durum, ultrafiltrasyon islemi uygulanmadiginda daha ytiksek
hidroliz derecelerinin elde edildigini gostermistir. Dolayisiyla, ytliksek konsantrasyon
seviyelerinin hidroliz verimliligini olumsuz etkiledigi dikkate alinarak, ultrafiltrasyon
isleminin uygulanmamasinin daha uygun bir yaklasim oldugu sonucuna varilmistir.
Bu se¢imler dogrultusunda, islemler arasindaki en Onemli ve en sabit degerler

belirlenerek S/N oran1 optimize edilebilmektedir.

Tablo 4.7: Hidroliz derecesine gore belirlenmis modelin R-sq, R-sq(adj) ve
tahmin edilebilirlik degerleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

S R-sq R-sq(adj)

2,21346 95,71% 74,27%
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Tablo 4.8: Ultrason, enzim ve ultrafiltrasyon uygulamalarinin hidroliz derecesine
etkisine yonelik varyans analizi (ANOVA) sonuclari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kaynak DF SeqSS Katki F-Degeri P-Degeri
Ultrasonik muamelel 4 163,14 3570% 8,32 0,032
Ultrasonik muamele 2 4 42,34  9,27% 2,16 0,237
Proteaz 1 4 3102 6,79% 1,58 0,334
Proteaz 2 4 146,22 32,00% 7,46 0,039
Ultrafiltrasyon 4 5460 1195% 2,79 0,172
Hata 4 19,60 4,29%

Toplam 24 456,92 100,00%

SN Oranlari i¢in Ana Etki Grafigi (%HD)
Veri ortalamalari

Ultrason 1 Ultrason 2 Proteaz 1 Proteaz 2 Ultrafiltrasyon
28

| ww/\

24

SN oranlarinin ortalamasi
N
[+)]

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 20 40 60 80 100 20 40 60 80 100 0

Gdriiltiye karst sinyal: Yiksek daha iyidir
Sekil 4.4: Hidroliz derecesi sonuclarina gore olusturulan S/N oranlarinin ana

etki grafigi gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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4.2.4. Toplam Antioksidatif Aktivitenin Belirlenmesi ve Istatiksel Analizleri

Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek hiicresel hasar1 engellemekte ve
boylece hiicresel hasar1 Onlemektedir. Toplam antioksidatif aktivite, protein
hidrolizatlarinin etkinligini degerlendirmede 6nem tasimaktadir. Antioksidanlar,
oksidatif stresin azaltilmasina ve bagisiklik sisteminin gliglendirilmesine katki
saglamaktadir. Oksidatif stres, serbest radikallerin fazlali§1 sonucu hiicresel yapilari
ve DNA’y1 hasara ugratmaktadir. Protein hidrolizatlari, serbest radikalleri notralize
ederek hiicreleri oksidatif hasardan korumakta ve kanser, kalp hastaliklar1 gibi riskleri
azaltmaktadir (Hajian, 2014; Wang, 2017).

Protein hidrolizatlarinin etkisi yalnizca insan saghigiyla siirlt degildir. Tarim,
hayvancilik ve gida endiistrisinde de fayda saglamaktadir. Oksidatif stresin azalmasi,
bitki biliylimesini tegvik etmektedir. Protein hidrolizatlari, bitkilerin biiyiimesini
desteklerken, tuz ve kuraklik gibi abiyotik stres kosullarina karsi dayaniklilik
saglamaktadir. Abiyotik stres, c¢evresel faktorlerden (sicaklik, su eksikligi)
kaynaklanmaktadir. Antioksidan Ozelliklere sahip protein hidrolizatlari, bitkilerin
saglikli gelismesini ve c¢evresel faktorlere karsi direng gostermesini saglamaktadir
(Colla vd., 2015; Kasote vd., 2015). Hayvan beslenmesinde ise, protein hidrolizatlari
sindirilebilirligi artirarak verimliligi ve bagisiklik sistemini giiclendirmektedir
(Ponnampalam vd., 2022). Gida endiistrisinde ise, bu bilesiklerin dogal antioksidan
kaynagi olarak kullanilmasi, iirlinlerin raf omriinii uzatmakta ve gida giivenligini
artirmaktadir (Finley ve Given, 1986). Sonug olarak, protein hidrolizatlari, sadece
antioksidan 6zellikleriyle degil, bitki biiytimesini tesvik etme, ¢evresel streslere karsi
dayaniklilig1 artirma ve besin degerini iyilestirme gibi bir¢ok alanda énemli etkiler
gostermektedir. Bu 6zellikleriyle, tarim, saglik ve gida endiistrilerinde degerli bir

kaynak olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Antioksidatif madde miktar1 optimizasyonu amaciyla gelistirilen modelin veriye
uyumunun degerlendirilmesinde, Tablo 4.9'da yer alan analiz sonuglarina gore,
modelin agiklayicilik oran1 %97 olarak belirlenmistir. Bu yiiksek oran, modelin
antioksidan madde miktar1 degiskenindeki toplam varyansin biiylik bir kismim

acikladigini ve veriye oldukca yiiksek uyum sagladigini géstermektedir.

Yapilan optimizasyon calismasi sonucunda, protein hidrolizatlarindaki antioksidan

aktiviteyi anlamli diizeyde (p < 0.05) arttiran baslica faktorlerin yaklasik %49 ile
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Ultrasonik muamele 1 ve %41 etki ile ultrafiltrasyon oldugu belirlenmistir (Tablo
4.10). Ultrasonik 6n islemin, proteinlerin ¢dziiniirligiinii ve antioksidan kapasitesini
artirdig1 literatlirde yapilan gesitli ¢calismalarla dogrulanmistir. Bu islem sirasinda,
ultrason dalgalar1 protein yapisini kismen bozarak ¢oziiniir yiizey alanin1 genisletir ve
enzimlerin proteine daha kolay erismesini saglamaktadir (Su ve Cavaco-Paulo, 2021).
Boylece, enzimatik hidroliz siirecinde nispeten daha kiigiik ve bazen biyoaktif peptitler
aciga cikmaktadir. Kegi siitli proteinleri iizerine yapilan bir caligmada, ultrason
uygulamasinin ¢oziiniir protein konsantrasyonunu artirdig1 ve islenmemis proteinin
%15,66 olan antioksidan aktivitesini (DPPH radikal inhibisyonu) %68,9’a yiikselttigi
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar, ultrasonik 6n islemin serbest radikalleri daha etkin
notralize edebilen giiglii antioksidan peptitlerin  olusumunu destekledigini
gostermektedir (Koirala vd., 2021). Yapilan baska bir ¢alismada ise Erythrina edulis
bitkisi protein hidrolizatlarinda da ultrasonik uygulamanin antioksidatif madde
miktarin1 artirdigini ve antioksidan ozelliklere sahip kisa peptitlerin olugsmasini
sagladig1 belirlenmistir (Guerra-Almonacid vd., 2019; Tawalbeh vd., 2023). Bu
bulgular, ultrasonun protein yapisindaki islevselligi ve antioksidan etkinligi artirmada

onemli bir 6n islem oldugunu ortaya koymaktadir.

Ultrafiltrasyon, protein hidrolizatlarinda biiyiik molekiilleri uzaklastirarak kiiciik
peptitler ve serbest amino asitler yogunlastirmaktadir. Bu siire¢, biyoyararlanimi
yiiksek kiiglik molekiillerin zenginlesmesini saglamakta ve protein hidrolizatlarinin
antioksidan igerigini artirmaktadir. Bu siiregte diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerin
(6rnegin kisa zincirli peptitler ve belirli amino asitler) yogunlagmasi saglanirken, ayni
zamanda biliylik makromolekiillerin (6rnegin belirli proteinler veya polimerler)
uzaklastirilmasi da miimkiindiir. Bu sayede, antioksidan etkiyi dogrudan artiran kiiciik
molekiiller daha saf bir yapi igerisinde bulunur ve etkinligini daha fazla gosterebilir.
Ornegin, Aondona vd. (2021) susam tohumu enzimatik protein hidrolizat1 {izerine
yaptig1 ¢alisma, Famuwagun vd. (2021) patlican yaprag: protein hidrolizati {izerinde
yaptig1 arastirma ve He vd. (2013) kolza tohumu protein izolat1 {iizerine
gerceklestirdigi  ¢aligmalar,  ultrafiltrasyon  teknolojisinin  bitkisel  protein

hidrolizatlarinda antioksidan madde miktarini artirdigini géstermistir.

Optimize edilmis numunenin belirlenmesi islemleri ile ilgili veriler Sekil 4.5 {izerinde
sunulmaktadir. Ultrasonik muamele 1 islemi, S/N oraninda belirgin bir artig

sagladigindan, 36 veya 48 dakika seviyelerindeki yiiksek degerler tercih edilmelidir.
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Ultrasonik muamele 2 isleminde ise S/N oranlari daha sabit ve kademeli bir artis
gosterdiginden, yine 36 veya 48 dakika seviyeleri uygun segeneklerdir. Proteaz 1 ve
Proteaz 2 islemlerinde dalgali bir seyir gézlemlenmekte olup, Proteaz 1 i¢in %40 ve
%100, Proteaz 2 i¢in ise %80 veya %100 seviyeleri 6nerilmektedir. Her iki proteaz
isleminde de sabit ve yiiksek degerlerin se¢ilmesi dnemlidir. Ultrafiltrasyon isleminde
hizli bir artigin ardindan dalgalanmalar goriilmekte olup, en yiiksek degerler i¢in 4, 6
veya 10 kat seviyeleri tercih edilmelidir. Bu segimlerle, her islem i¢in en yiiksek ve
istikrarli degerler belirlenerek S/N orani optimize edilebilir.

Tablo 4.9: Toplam antioksidan madde miktarina gore belirlenmis modelin R-sq,
R-sq(adj) ve tahmin edilebilirlik degerleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

S R-sq R-sq(adj)

1,90446 97,01% 82,06%

Tablo 4.10: Ultrason, enzim ve ultrafiltrasyon muamelelerinin toplam
antioksidan madde miktarina etkisine yonelik varyans analizi (ANOVA)
sonuclari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kaynak DF SeqSS Katki F-Degeri P-Degeri

Ultrasonik muamele 1 4 239,236 49,32% 16,49 0,009

Ultrasonik muamele2 4 5,754 1,19% 0,40 0,804

Proteaz 1 4 10,233 2,11% 0,71 0,628

Proteaz 2 4 15631 3,22% 1,08 0,472

Ultrafiltrasyon 4 199,729 41,17% 13,77 0,013
Hata 4 14,508 2,99%

80



SN Oranlari icin Ana Etki Grafigi (Toplam antioksidan madde miktan (TE, mg/100g))
Veri ortalamalari

Ultrason 1 Ultrason 2 Proteaz 1 Proteaz 2 Ultrafiltrasyon
32,5
n 32,0
S
- k\\/
5
o]
=
o 315
=
c
B
5
c 310
©
Y
o
=
v
30,5
30,0

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 20 40 60 80 100 20 40 60 80 100 0 4 6 8 10

Gurtiltiiye karst sinyal: Yiiksek daha iyidir

Sekil 4.5: Toplam antioksidan madde miktar:1 sonu¢larina gore olusturulan S/N

oranlarinin ana etki grafigi gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.2.5. Toplam Fenolik Madde Tayini ve Istatiksel Analizleri

Protein hidrolizatlarinda bulunan toplam fenolik maddeler, sahip olduklari giiglii
antioksidan 6zellikleri sayesinde oksidatif stresle miicadele ederek hiicre hasarimi ve
kronik hastaliklar1 6nleme potansiyeline sahiptir (Li vd., 2014). Fenolik maddeler
protein hidrolizatlariyla etkilesime girerek, onlarin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini
etkileyebilmektedir. Emiilsifiye etme, hidrofiliklik ve ¢oziiniirlik gibi 6zellikleri
iyilestirmektedir (Zhao vd., 2022). Cinnamomum kafura tohumu ¢ekirdeginden elde
edilen protein hidrolizati antioksidan aktiviteyi arttirirken hidroliz sonrasi proteinlerin
¢oOziiniirliik, emiilsifiye edici Ozellikler ve stabilite gibi fonksiyonel ozelliklerini
iyilestirmistir (Yan vd., 2021). Hayvan beslenmesinde de fenolik bilesiklerin dogal

yem katki maddesi olarak eklenmesinin, kiimes hayvanlar1 ve domuzlarda antioksidan,
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bagisiklik, antimikrobiyal ve {iretim performansi iizerinde olumlu etkiler

saglayabilecegi vurgulanmaktadir (Mahfuz, Shang ve Piao, 2021).

Ayrica fenolik bilesikler, bitki yasam dongiisiinde 6nem tagiyan ikincil metabolitlerdir.
Bu bilesikler, bitkilerde hem normal hem de stresli kosullar altinda tretilmektedir,
Abiyotik stres altinda, bitkiler fenolik asitler ve flavonoidlerin {iretimini artirarak
cevresel zorluklarla basa ¢ikmayr saglamaktadir. Hiicre boliinmesi, hormonal
diizenleme, fotosentetik aktivite, besin alim1 ve iireme gibi siireglerde de 6nemli rol

oynamaktadir (Sharma vd., 2019).

Fenolik madde miktar1 optimizasyonu amactyla gelistirilen modelin veriye uyumunun
degerlendirilmesinde, Tablo 4.11°de yer alan analiz sonuglarina gore, modelin
agiklayicilik orant %88,78 olarak belirlenmistir. Bu yiiksek oran, modelin antioksidan
madde miktar1 degiskenindeki toplam varyansin biiyiik bir kismini agikladigini ve

veriye oldukga yliksek uyum sagladigini gostermektedir.

Yapilan optimizasyon ¢aligmasi sonucunda, protein hidrolizatlarindaki toplam fenolik
madde miktarini istatistiksel olarak anlamli derecede (p < 0.05) artiran bir faktor tespit
edilememistir. Bununla birlikte, Tablo 4.12 incelendiginde, en yiiksek etkiye sahip
olan faktoriin %31,15 ile Ultrasonik muamele 1 islemi oldugu gézlemlenmistir. Bu
sonug, ultrasonik islemin fenolik bilesikler lizerinde potansiyel bir etkisi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Nitekim, mandalina kabuklar1 iizerine yapilan bir c¢alismada,
ultrasonik muamelenin fenolik bilesikleri 6nemli 6l¢iide artirdigi tespit edilmistir (Ma
vd., 2008).

Gergeklestirilen muamelelerin (Ultrasonik muamele 1, Ultrasonik muamele 2, Proteaz
1, Proteaz 2, Ultrafiltrasyon) S/N oranlar iizerindeki etkilerini degerlendirmek
amaciyla yapilan analiz, her bir yonteminin fenolik madde miktarin1 optimize etme
tizerindeki etkinligini ortaya koymaktadir. Bu analiz, yontemlerin etkinligini
karsilagtirarak en verimli sonuglar1 veren muamelenin belirlenmesini saglamay1
hedeflemektedir. Optimize edilmis numunenin belirlenmesi igin Sekil 4.6’da yer alan
grafik incelenmelidir. Bu sekil, farkli muamelelerin S/N oranlari {izerindeki etkilerini
ve en uygun kosullar1 gorsel olarak sunmaktadir. Ultrasonik muamele 1 isleminde,
islem siiresi arttik¢a S/N oraninda belirgin bir artis gézlemlenmektedir; 6zellikle 24 ve
36 dakika seviyelerinde yiiksek degerlere ulagilmaktadir, ancak 48 dakikada hafif bir

diisiis yasanmaktadir. 36 dakika seviyesi tercih edilebilir. Ultrasonik muamele 2
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islemi, nispeten dengeli bir seyir izlemekte olup 36 dakikada S/N oraninda kismi bir
artig goriilmektedir. Ancak genel olarak Ultrasonik muamele 2’nin etkisinin sinirl
oldugu anlasilmaktadir, ¢iinkii degerlerdeki degisimler kiiciik diizeyde kalmaktadir.
Proteaz 1 islemi sirasinda S/N oraninda dalgalanmalar gériilmektedir. Ozellikle %80
seviyelerinde yliksek degerler elde edilmistir, bu da Proteaz 1’in belirli birimlerde
toplam fenolik madde miktarini artirabildigini géstermektedir. Proteaz 2 isleminde
S/N oraninda belirgin bir yiikselme egilimi gézlemlenmekte olup, %80 seviyesinde
yuksek degerlere ulasilmaktadir. Ultrafiltrasyon yapilmadiginda fenolik madde
miktarinin en yiiksek seviyede oldugu, ancak ozellikle 8 ve 10 kat seviyelerinde
belirgin bir dislis yasandigir goriilmektedir; bu durum, yiliksek konsantrasyon

seviyelerinin fenolik madde miktarini olumsuz etkiledigini gostermektedir.

Tablo 4.11: Toplam fenolik madde miktarina gore belirlenmis modelin R-sq, R-
sq(adj) ve tahmin edilebilirlik degerleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

S R-sq R-sq(adj)

21,9195 88,78% 32,67%

Tablo 4.12: Ultrason, enzim ve ultrafiltrasyon uygulamalarimin toplam fenolik
madde miktarina etkisine yonelik varyans analizi (ANOVA) sonuglari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kaynak DF SeqSS Katki F-Degeri P-Degeri

Ultrasonik muamele1l 4 5335 31,15% 2,78 0,173

Ultrasonik muamele 2 4 1303 7,61% 0,68 0,642

Proteaz 1 4 1963  11,46% 1,02 0,492

Proteaz 2 4 3837  22,41% 2,00 0,260

Ultrafiltrasyon 4 2767  16,15% 1,44 0,366
Hata 4 1922 11,22%
Toplam 24 17126 100,00%
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SN Oranlari i¢in Ana Etki Grafigi (Toplam fenolik madde miktari (GAE, mg/100g))
Veri ortalamalari

Ultrason 1 Ultrason 2 Proteaz 1 Proteaz 2 Ultrafiltrasyon

froh/y

50,2

SN oranlannin ortalamasi

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 20 40 60 80 100 20 40 60 80 100 O

Gdrtiltiiye karst sinyal: Yiiksek daha iyidir

Sekil 4.6: Toplam fenolik madde miktar1 sonu¢larina gore olusturulan S/N
oranlarinin ana etki grafigi gosterimi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.3. Optimizasyon Sonucu Elde Edilen Numunenin Analizleri

Bu calismada, Taguchi L25 deneme tasarimi kullanilarak hazirlanan numunelerin
istatistiksel analizleri, serbest amino asit miktarlarinin optimize edilmesi {izerine
odaklanilmaktadir. Istatiksel analizler sayesinde farkli faktorlerin etkilesimleri
incelenmis ve bu etkilesimlerin etkileri dogrultusunda optimizasyon siireci basaril bir
sekilde yiiriitilmiistiir. Kanola kiispesinden elde edilen protein hidrolizatlarinin
optimizasyonu sonucunda, optimize edilmis hidrolizat ve hidrolizatin buharlastirilarak
(evaporasyon) konsantre edilmis halinin (Sekil 4.7) farkli sektorlerdeki muhtemel
etkinlikleri, kalite 6zellikleri ve biyolojik etkilerini degerlendirmek amaciyla kapsamli
analizler yapilmistir. Bu analizler, iirlinlerin potansiyel kullanim alanlarini ortaya
koymay1 ve sektorel ihtiyaglara uygunlugunu belirlemeyi hedeflemektedir. Elde edilen

analiz sonuglar1 Tablo 4.13 iizerinde ayrintili olarak sunulmaktadir.
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(A) (B)

Sekil 4.7: Optimize edilerek elde edilen kanola proteini hidrolizati (A) ve optimize
protein hidrolizatinin evaporasyon ile konsantre edilmis formu (B)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Bu calismada, protein hidrolizatinin serbest amino asit igerigini optimize etmek
amaciyla Taguchi L25 deneysel tasarimi kullanilarak 25 farkli 6rnek hazirlanmistir.
Elde edilen sonuglara gore, protein hidrolizatinin ortalama serbest amino asit miktari
%0,8 (w/w) olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, en yiliksek serbest amino asit
miktart %1,16 (w/w) olarak kaydedilmistir. Deney tasarimi sonucunda elde edilen
veriler dogrultusunda optimize edilerek hazirlanan numunede, bu en yiiksek degerin

(%1,16) daha da tlizerine ¢ikilmasi beklenmektedir.

Serbest amino asit igerigi, protein hidrolizatlarinin biyolojik aktivitesi ve fonksiyonel
ozellikleri agisindan 6nemli bir parametre olarak kabul edilmektedir. Yapilan analizler
ve optimizasyon sonucu hazirlanan optimize numunenin serbest amino asit miktari
%1,42 (w/w) olarak bulunmustur. Ayrica, evaporasyon ile 10,7 kat konsantre edilmis

formdaki protein hidrolizatinin serbest amino asit miktar1 %12,72 (w/w) seviyesine
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yiikselmistir. Bu sonug, konsantrasyonun serbest amino asit igerigini onemli 6l¢iide
artirabilecegini ve potansiyel uygulamalar i¢cin daha verimli hale getirebilecegini
gostermektedir. Elde edilen veriler, hidrolizatin serbest amino asit miktarini artiracak
sekilde optimize edildigini ve bu formiilasyonlarin daha verimli kullanilabilecegini
gostermektedir. Calvo vd. (2014) tarafindan yapilan calismada, farkli bitkisel ve
hayvansal protein hidrolizatlarinin serbest amino asit igeriklerinin %2 ila %18 arasinda
degistigi belirlenmistir. Incelenen protein hidrolizatlar1 arasinda hayvansal epitel ve
bag dokularindan, kolajen ve elastinden, kegiboynuzu tohumu proteininden, yonca
kalintilarindan, bugday damitma cozeltilerinden ve alg proteininden elde edilen
hidrolizatlar yer almaktadir. Bu ¢alisma ile elde edilen veriler, mevcut ¢alismadaki
konsantre numunenin literatiirdeki tipik degerlerle uyumlu oldugunu gdstermektedir.
Ayrica, Calvo vd. (2014) calismasinda 6ne ¢ikan amino asitler arasinda alanin, arginin,
glisin, glutamik asit, glutamin, 16sin, prolin ve valin bulunmaktadir. Optimize
hidrolizat ve optimize konsantre numunelerinin serbest amino asit i¢erikleri Tablo 4.14
tizerinde sunulmustur. Kanola optimize hidrolizatinda 6zellikle glutamik asit, alanin,
valin ve 18sin amino asitlerinin belirgin diizeylerde bulundugu tespit edilmistir. Kanola
optimize konsantre numunesinde ise bu amino asitlere ek olarak treonin de dikkate
deger miktarlarda saptanmistir. Treoninin konsantrasyon isleminde belirginlesmesi,
suyun uzaklastirilmasiyla amino asitlerin yogunlasmasi, treoninin stabilitesinin
artmasi ve konsantrasyon sirasinda farkli protein fraksiyonlarimin zenginlesmesi gibi
faktorlere bagh olabilir. Bu sonuclar, optimize edilen hidrolizat ve konsantrelerin
serbest amino asit profillerindeki farkliliklar1 ve bu bilesenlerin potansiyel

islevselligini ortaya koymaktadir.

Serbest amino asitler, gida endiistrisinde hem besleyici hem de fonksiyonel bilesen
olarak biiylik 6nem tasimaktadir. Hidrolizattan elde edilen amino asitler, gidalarin
protein igerigini artirarak besleyici degerini zenginlestirmektedir. Ayrica tat arttiric
(umami), aroma gelistirme ve gida formiilasyonlarinda dengeleyici ajan olarak islev
gormektedir (Nishimura ve Kato, 1988). Fermente gidalarda, enerji barlar1 ve sporcu
besinlerinde kullanilabilen bu amino asitler, gida iirlinlerinde biyoaktif bilesenlerin
varhigimi artirarak saglik faydalarini giiglendirmektedir. Bu baglamda, elde edilen
amino asitlerin saglik iizerindeki potansiyel faydalarma yonelik daha genis caph

caligmalar yapilmas1 gerekmektedir.
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Serbest amino asitlerin bitki biiylimesini destekleyici etkileri de genis capta
belgelenmistir; 6rnegin hem bitkisel hem de hayvansal hidrolizatlarda bulunan amino
asitler ve kiiclik peptitler, hormon benzeri bir etki gostererek nitrat asimilasyonunu
tesvik etmektedir (Ertani vd., 2009). Bunun yani sira, biyostimiilantlar glikoliz, Krebs
dongiisii ve azot asimilasyonundaki enzimlerin aktivitelerini artirarak karbon ve azot
metabolizmasini desteklemektedir (Schiavon vd., 2008). Yiiksek biyoyararlanima
sahip besin kaynag1 olarak hayvan beslenmesinde énemli bir yere sahiptir. Ozellikle
geng hayvanlarin biiylime ve gelisim siireclerini destekleyen serbest amino asitler,
sindirimi kolaylastirarak protein ihtiyacini kargilamaktadir (Wu vd., 2014). Farmasotik
ve kozmetik alanlarinda, serbest amino asitler cilt yenilenmesi ve nemlendirici etkileri
nedeniyle tercih edilmektedir. Hidrolizat bazli iiriinler, yara iyilesmesini hizlandirici
ve cilt bariyerini giiclendirici etkileriyle 6ne ¢ikmaktadir (Arribas-Lopez vd., 2021).
Ayrica farmasotik  formiilasyonlarda aktif bilesen tasiyicilari  olarak da
degerlendirilebilmektedir. Tibbi beslenme tirtinleri ve diyetetik uygulamalarda, serbest
amino asitler diisiik sindirim kapasitesine sahip bireyler i¢in ideal bir protein kaynagi
sunmaktadir. Yaglilar, ameliyat sonrasi iyilesme siirecindeki hastalar ve kronik
hastaliklarla miicadele eden bireyler icin 06zel beslenme irlinlerinde

kullanilabilmektedir (Azhar vd., 2021).

Protein hidrolizatlarinin etkinligini belirlemede hidroliz derecesi 6nemli bir rol
oynamaktadir. Hidroliz derecesi, serbest amino asit ve kiigiik peptit miktarim
dogrudan etkilemektedir. Hidroliz derecesi, proteinlerin daha kisa peptitlere ve serbest
amino asitlere ayrilmasi ile dogrudan iligkilidir ve bu da ¢6ziiniirliik, emiilsifikasyon
ve biyoyararlanim gibi ¢esitli fonksiyonel 6zellikleri olumlu yonde etkilemektedir
(Kristinsson vd., 2000). Elde edilen analiz sonuglarina gore, optimize edilmis
hidrolizatin hidroliz derecesi %25,3 iken, konsantre formda bu oran %28, 1'e
cikmaktadir. Hidroliz derecesi bir oran olmasi sebebiyle konsantrasyon islemi
sirasinda dogrudan artmamaktadir. Ancak, konsantrasyon islemi sirasinda ek hidroliz
reaksiyonlar1 gerceklesirse (6rnegin, sicaklik veya enzim aktivitesi nedeniyle) veya
islemin hassasiyeti yeterince kontrol edilemezse, bu durum hidroliz derecesini

arttirabilmektedir.

Optimize edilmis numunelerdeki toplam antioksidan madde miktari, hidrolizat
formunda 30,75 TE mg/100g iken, konsantre formda bu deger 337,3 TE mg/100g’a
ulagsarak kayda deger bir artis gostermektedir. Protein hidrolizatlarinda yiiksek
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antioksidan igeriginin bulunmasi, biyostimiilant etkinligini artirmada kritik bir rol
oynamaktadir. Antioksidan bilesikler, bitkilerde oksidatif stresin zararli etkilerini
azaltarak hiicre yapisinin korunmasima ve hiicresel isleyisin devamliligima katki
saglamaktadir. Bu oOzellik, bitkilerin ¢evresel stres faktorlerine — 6rnegin yiiksek
sicaklik, tuzluluk ve kuraklik kosullarna — karst direng gelistirmesini
desteklemektedir (Colla vd., 2015). Yapilan ¢alismada, Spirulina platensis'in
antioksidan bilesikler agisindan zengin igeriginin, Triticum aestivum L. bitkisinin
cevresel stres faktorlerine, 6zellikle de kuraklik kosullarina, kars1 direncini arttirdigi
belirlenmistir. Spirulina ile zenginlestirilen toprakta yetistirilen bugday bitkilerinde,
fenolikler ve flavonoidler gibi serbest radikal siipiiriicii antioksidan bilesiklerin
konsantrasyonlarinda belirgin bir artis gozlemlenmistir. Bu antioksidan bilesikler,
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) etkili bir sekilde nétralize ederek oksidatif stresi
azaltmakta ve hiicre zarlarinin korunmasina katki saglamaktadir. Ozellikle siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidaz (POD) gibi enzimatik antioksidan
aktivitelerinin artig1, bitkinin oksidatif hasara kars1 daha direngli olmasini saglarken,
biliylime ve gelisim parametrelerinde de olumlu yonde degisikliklere yol agmistir.
Sonug olarak, Spirulina'dan elde edilen hidrolizattaki antioksidan bilesiklerin, bugday
bitkisinin kuraklik stresine karsi daha sagliklt bir adaptasyon gelistirmesine ve
stirdiiriilebilir tarim agisindan 6nemli kazanimlar saglamasina destek oldugu ortaya

konulmustur (EI-Shazoly vd., 2024).

Toplam fenolik madde miktar1 analizi sonuglarina gore, optimize hidrolizatin toplam
fenolik madde igerigi 387,50 g GAE/100 g iken, konsantre formda bu deger 4503,6 g
GAE/100 g seviyesine ulasmistir. Fenolik madde igerigindeki bu artig, fenolik
bilesiklerin konsantrasyon arttikga biyostimiilant etkinliginin de Onemli O&lgilide
giiclendigine isaret etmektedir. Literatiirde, fenolik bilesiklerin bitki biiyiimesini
destekleyici etkileri yaygin olarak kabul edilmistir; bu bilesiklerin kok gelisimini
tesvik ettigi, besin alimi ve taginmasiyla iliskili genlerin ekspresyonunu artirdigi ve
bitki metabolizmasini diizenleyerek biiyltime performansini iyilestirdigi bilinmektedir

(Quaggiotti vd., 2004).

Azot, protein sentezi, enzim aktiviteleri ve hiicre boliinmesi gibi temel biyolojik
siireclerin gergeklesmesi icin gereklidir. Canlilarin viicut yapilar biiyiik 6l¢iide azot
iceren bilesiklerden, 6zellikle proteinlerden olusmaktadir (Novoa ve Loomis, 1981).

Azot igerigi bakimidan en dnemli molekiiller arasinda proteinler 6ne ¢ikmakta olup,
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bitkisel ve mikrobiyal hiicrelerde toplam azotun %60'm1 veya daha fazlasini
olusturdugu bilinmektedir. Bu ¢alismada elde edilen protein hidrolizatinin toplam azot
miktar1 %2,63 olarak belirlenmis; konsantre edilmis formunda ise bu deger %28,59’a
ulasarak azot i¢eriginde 6nemli bir artis gézlemlenmistir (Geisseler vd., 2010). Cavani
vd. (2017) yaptig1 ¢aligmada, 22 farkli bitkisel ve hayvansal protein hidrolizati
degerlendirilmis; toplam azot miktarinin %4,1 ile %17,7 arasinda degistigi ve ortalama

%11,8 oldugu rapor edilmistir.

Protein hidrolizatlari, cogunlukla amino asitler ve peptitlerden olusmakta olup, amino
asitlere ve kiiclik peptitlere ayrilmalari sayesinde, bitki tarafindan alinabilen ve bitkisel
gelisim siireclerinde sinyal molekiilleri olarak islev gorebilen organik nitrojen (N)
formlar1 tiretmektedir (Ertani vd., 2018). Toplam azot igerigi (%), bitki biiyiimesi i¢in
gerekli temel besin maddelerinden biri olarak ve biyostimiilant etkisinin etkinligini
belirleyen kritik bir unsur olarak 6ne ¢ikmaktadir (Colla vd., 2014; Rouphael vd.,
2015). Dolayisiyla biyostimiilantlarda yeterli diizeyde azot bulunmasi, bitki geligimi
tizerinde dogrudan bir etkiye sahip olmaktadir (Marschner, 2011). Hayvancilik
sektorlinde ise azot, hayvanlarin protein ihtiyaglarii karsilamak icin yemlerinde
bulunmakta ve bu proteinler, hayvanlarin kas gelisimi ve saglikli bir biiylime igin
kullanilmaktadir (Gionbelli vd., 2024). Ayrica, azot bilesenleri ila¢ sektoriinde de
kullanilmaktadir.  Ozellikle enzimlerin ve dier biyolojik  aktivitelerin
diizenlenmesinde rol oynayan bilesiklerin iiretiminde kullanilmaktadir (Kerru vd.,
2020). Azotun bu sektordeki rolii, biyoteknolojik iirlinlerin gelistirilmesinde ve tedavi
edici bilesiklerin tiretiminde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle, azot sadece
biyolojik sistemler icin degil, gida, tarim, hayvancilik ve ila¢ endiistrileri i¢in de

onemli bir elementtir.

Toplam organik karbon miktar1 (%) analizi sonuglarina goére, optimize hidrolizatta
%5,01, optimize numunenin konsantre edilmis formunda %30,18 olarak bulunmustur.
Karbon, bitki metabolizmasi, toprak mikrobiyolojisi ve stres toleransi agisindan kritik
bir oneme sahiptir. Karbon, protein hidrolizatlarinin igerdigi amino asitler ve
peptitlerin temel yap1 tasi olarak bitkilere organik karbon saglamakta ve bu, enerji
metabolizmasi ve hiicresel siiregler igin gereklidir (Colla vd., 2017; Du Jardin, 2015).
Karbon miktari, bitkilerin karbon/azot dengesini etkileyerek biiylime ve savunma
mekanizmalarini diizenlemektedir (Ertani vd., 2013). Ayrica, hidrolizatlarin karbon

icerigi, toprak mikroorganizmalarinin aktivitesini artirarak topraktaki besin
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dongiisiinii hizlandirmakta ve bitkilere daha fazla erisilebilir besin sunmaktadir (Calvo
vd., 2014). Yiiksek karbon igerigi, abiyotik stres kosullarinda bitkilerde antioksidan
aktiviteyi destekleyebilir ve osmotik dengenin saglanmasina yardimci olabilmektedir

(Rouphael vd., 2018).

Optimize edilmis hidrolizat ve konsantre edilmis formunda kiil miktarlar1 sirastyla
%0,49 ve %4,79 olarak belirlenmistir. Bu inorganik bilesikler, gida endiistrisinde
mineral bakimindan zenginlestirilmis tiriinlerin gelistirilmesinde 6nemlidir ve islenmis
gidalarin besin degerini artirmaktadir (Fuente vd., 2023). Ayrica tarim sektoriinde,
bitki yapisint giliclendirmenin yani sira, stres direncini artirmak ve diger besin
maddeleriyle etkilesime girerek bitki igindeki alim ve tasinmayr gelistirme
potansiyeline sahiptir. Temel besin saglamanin O&tesinde, bu bilesikler bitki
biiylimesine olumlu etki eden fizyolojik siirecler {izerinde rol oynar ve abiyotik stres
toleransini artirarak bitkiye katkida bulunur. Ornegin, redoks dengesi, osmotik denge
ve stres yanitlari i¢in kritik olan enzim aktivitelerini destekleyebilirler. Bu 6zellikleri,
bitkilerin zorlayict g¢evre kosullari altinda daha iyi bir performans gostermesini
saglamak agisindan degerlidir (Du Jardin, 2015; Pilon-Smits vd., 2009). Hayvan
beslenmesinde, kiil icerigi hayvanlarin mineral ihtiyaglarini karsilayarak kemik ve
genel viicut sagligini desteklemektedir (Wang vd., 2020). Farmasotik ve kozmetik
endiistrisinde ise kiil bilesenlerindeki mineraller, cilt sagligini iyilestiren ve iiriin
stabilitesini artiran Ozellikler sunmaktadir (Winkler, 2011). Bu o6zellikler, kiil
iceriginin farkli sektorlerde onemli bir katki saglayarak hidrolizatlarin genis bir

uygulama alanina sahip olmasinit miimkiin kilmaktadir.

Hidrolizatin kuru madde oran1 %7,4 iken, konsantre hidrolizatta bu oran %79,5 gibi
cok daha yiiksek bir seviyeye ulagmistir. Gida endiistrisinde, kuru madde miktarinin
yiiksek olmasi raf Oriinii uzatmakta ve mikrobiyel kontaminasyonu onlemektedir.
Kuru madde miktarinin yiiksek olmasi, konsantre giibrenin depolama ve dayaniklilik
acisindan da avantaj sagladigini gostermektedir. Kuru madde oraninin yiiksek olmasi,
protein hidrolizatinin bozulma riskini azaltarak uzun siire dayanikli kalmasini
saglamaktadir. Diisiik su icerigi, mikrobiyal aktiviteyi siirlandirarak bozulmay1
yavaglatmakta ve giibrenin etkisini korumasimi saglamaktadir (Lopez-Malo ve
Alzamora, 2015). Bu durumlar yiiksek kuru madde igerigine sahip protein
hidrolizatlarinin farkli sektorlerde, 6zellikle depolama ve lojistik siireglerinde 6nemli

bir avantaj sunmaktadir.
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Tablo 4.13: Optimize edilerek elde edilen kanola proteini hidrolizatinin ve
konsantre edilmis formunun serbest amino asit miktari, hidroliz derecesi,
antioksidan ve fenolik madde miktari, toplam azot, organik karbon, organik ve
kuru madde analiz sonuclari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Optimum Numune i¢in Kanola Optimize Kanola Optimize
Gerg¢eklestirilen Analizler (Hidrolizat) (Konsantre)
Serbest amino asit miktari (%) 1,42+ 0,1 12,72+0,9
Hidroliz Derecesi (%0) 25,3+0,6 28,1+£2,2

Toplam Antioksidan Madde

30,75+0,6 337,3£9,8
Miktar1 (TE mg/100g)
Toplam Fenolik Madde
387,50+5,3 4503,6+12,3
Miktar (g GAE/100 g)
Toplam Azot Miktari (%) 2,63+0,05 28,59+1,6
Organik Karbon Miktar (%0) 5,01+0,2 30,18+0,2
Organik Madde (%) 0,49+0,1 4,79+0,6
Kuru Madde (%0) 7,4+0,1 79,5+0,7
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Tablo 4.14: Optimize edilerek elde edilen kanola proteini hidrolizatinin ve
konsantre edilmis formunun serbest amino asit icerikleri (% w/w)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Serbest Amino Asit Kanola Optimize Kanola Optimize

(Hidrolizat) (% w/w)  (Konsantre) (% w/w)
Hidroksiprolin 0,00 0,00
Histidin 0,07 0,52
Asparajin 0,00 0,70
Serin 0,00 0,67
Glutamin 0,00 0,00
Arjinin 0,00 0,05
Glisin 0,11 0,37
Aspartik Asit 0,03 0,48
Glutamik Asit 0,37 2,63
Treonin 0,00 0,97
Alanin 0,18 0,85
Prolin 0,04 0,27
Sistein 0,01 0,06
Lizin 0,00 0,37
Tirozin 0,00 0,03
Metiyonin 0,03 0,39
Valin 0,28 1,86
izolosin 0,00 0,00
Losin 0,18 1,70
Fenilalanin 0,08 0,59
Triptofan 0,04 0,21
Toplam 1,42 12,72
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SONUC

Bu ¢alismada, diinya genelinde yaygin olarak ekilen ve yliksek protein igerigine sahip
kanolanin, yaginin alinmasinin ardindan geriye kalan kiispesinin daha verimli bir
sekilde degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu baglamda, kanola kiispesinin gida
endiistrisinde, tarim ve hayvancilik sektorlerinde, kozmetik, farmasotik ve tibbi
beslenme gibi alanlarda spesifik uygulamalar i¢in yenilik¢i ¢Oziimler sunarak

ekonomik deger olusturma potansiyelini énemli 6l¢lide artirmak hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda kanola kiispesinden protein hidrolizat1 elde etmek i¢in kullanilan
yesil teknolojiler, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir {iretim siireclerine katkida bulunan
onemli yontemlerdir. Ultrasonik muameleler (20 ve 26 kHz), proteolitik enzim
muameleleri (Alcalase (2.4 AU) ve Flavourzyme (1000 L)) ve ultrafiltrasyon (hacmen
konsantrasyon, 0-10x) gibi yontemler, zararli kimyasal maddelerden kaginilarak daha
dogal ve ¢evreye duyarli bir iiretim siireci saglamak i¢in tercih edilmistir. Ultrasonik
muameleler, enerji verimli ve diisiik sicaklikta islem yaparak, lirliniin kalite kaybini en
aza indirirken, proteolitik enzimler de biyolojik bazli, cevreye zarar vermeyen
alternatifler sunarak protein hidrolizini gergeklestirmektedir. Ultrafiltrasyon ise, su
tiketimini azaltan ve atik liretimini minimize eden bir ayirma teknigi olarak,
kaynaklarin verimli kullanimmi tesvik etmektedir. Bu teknolojilerin kullanimi,
stirdiiriilebilirlik agisindan biiyilik 6nem tagimakta ve ¢evresel etkileri en aza indirirken,
tretim verimliligini arttirmakta, ekonomik agidan da kaynaklar1 daha verimli
kullanilmasina olanak tanimaktadir. Yesil teknolojilerle yapilan bu ¢alismalar, kanola
kiispesinin gevreye zarar vermeden degerli protein hidrolizatlarina doniistiiriilmesini
saglayarak, tarim atiklarinin degerlendirilmesi ve dogal kaynaklarin korunmasi

acisindan 6nemli bir katki sunmaktadir.

Calismada, L25 Taguchi deneme deseni kullanilarak, belirlenen faktor (Ultrasonik
muamele 1, Ultrasonik muamele 2, Proteazl, Proteaz 2 ve Ultrafiltrasyon) ve
seviyelere dayali bir deneysel tasarim olusturulmustur. Deneme desenine uygun olarak
hazirlanan numuneler, serbest amino asit miktar, TNBS yontemiyle belirlenen
hidroliz derecesi, DPPH metodu ile dlgiilen toplam antioksidan madde miktar1 ve
Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenen toplam fenolik madde miktar1 incelenmistir.
Ozellikle, serbest amino asit miktar1 biyolojik énemi nedeniyle, optimize edilmis
numunenin kosullarini belirlemek i¢in temel bir parametre olarak kullanilmistir. Elde

edilen veriler, istatistiksel olarak ANOVA ve Taguchi analizi ile degerlendirilmistir.
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Taguchi analizi kapsaminda, sinyal-giiriiltii oranlar1 (S/N oranlar1) hesaplanarak,
faktor seviyelerinin deneysel performans tizerindeki etkileri ayrintili bir sekilde analiz

edilmistir.

Kanola kiispesinden elde edilen 25 farkli protein hidrolizatinin serbest amino asit
miktarimin optimize edilmesiyle belirlenen ideal numune hazirlanmistir. Serbest amino
asit miktar1 baz alinarak hazirlanan optimum numune muamele kosullart ultrasonik
muameleler igin (20 ve 26 kHz) sirasiyla 48 ve 24 dakika, Alcalase (2,4 AU/ml)
muamelesi i¢in %40, Flavourzyme (1000 L) muamelesi i¢cin %80 olarak yapilmistir.
Ayrica, serbest amino asit miktarini arttirmada etkisinin gozlemlenememesi nedeniyle,

optimize edilmis numune i¢in ultrafiltrasyon islemi yapilmamustir.

Mevcut ¢alisma kapsaminda optimize edilerek hazirlanan numune ve konsantre
edilmis hali besin degeri, fonksiyonel 6zellikleri, antioksidan kapasitesi ve ¢evresel
etkileri hakkinda kapsamli bilgiler saglamak ve iriiniin ¢esitli endistriyel
uygulamalarda nasil degerlendirilebilecegini detaylandirmak amaciyla bir dizi analize
tabi tutulmustur. Bu analizler kapsaminda, serbest amino asit analizi, amino asit
dagilimlari, toplam protein (Kjeldahl yontemi) tayini, hidroliz derecesi tayini (TNBS
yontemi), organik karbon analizi (Walkley-Black metodu), toplam fenolik madde
tayini (Folin-Ciocalteu yontemi), toplam antioksidan madde miktar1 tayini (DPPH
radikali 6nleyici aktivite testi), kiil tayini ve kuru madde tayini yapilmistir. Yapilan bu
testler, protein hidrolizatlarinin besin degeri, antioksidan kapasitesi, fonksiyonel
ozellikleri ve ¢evresel etkileri hakkinda bilgi sunmus ve {iriiniin potansiyel endiistriyel

uygulamalari i¢in 6nemli bir degerlendirme yapilmasina olanak tanimaistir.

Sonug olarak, her bir faktoriin belirlenen en iyi seviyelerinin birlesimi kullanilarak,
deneme deseninde elde edilen en iyi sonucun 6tesine geg¢ilmistir. Deneme deseninde
elde edilen en yiiksek serbest amino asit miktar1 %1,16 olarak belirlenirken, optimize
numunede bu deger %1,42 olarak bulgulanmistir. Sonraki asamada hacmen 10,7 kat
konsantre edilen optimize numunenin serbest amino asit miktar1 ise %12,72 olarak
bulgulanmistir. Bu bulgular, numunenin besin degerinin artirilabilecegini ve daha
zengin amino asit profiliyle fonksiyonel o&zelliklerin giliclendirilebilecegini
gostermektedir. Optimum numune tiizerinde gergeklestirilen diger analizlerin
sonucunda, optimize hidrolizat ve optimize konsantre numunelerinin kimyasal
bilesimleri belirlenmistir. Optimize hidrolizat numunesinde hidroliz derecesi %25,3,

toplam antioksidan madde miktar1 30,75 TE mg/100g, toplam fenolik madde miktar1
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387,5 g GAE/100 g, toplam azot miktart %2,63, organik karbon miktar1 %5,01,
organik madde orani %0,49 ve kuru madde oran1 %7,4 olarak dl¢lilmiistiir. Konsantre
numunesinde ise hidroliz derecesi %28,1, toplam antioksidan madde miktar1 337,3 TE
mg/100g, toplam fenolik madde miktar1 4503,6 GAE/100 g, toplam azot miktari
%28,6, organik karbon miktar1 %30,2, organik madde oran1 %4,8 ve kuru madde orani
%79,5 olarak analiz edilmistir. Bu bulgular, optimize edilmis ve 6zellikle konsantre
edilmis numunelerin yiiksek antioksidan kapasitesine ve fonksiyonel 6zelliklere sahip
oldugunu, bu sayede saglik acisindan faydali potansiyel tasidigini ve ¢esitli endiistriyel
uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Bu aragtirmanin bulgulari, gida ve
saglik sektorlerinde yiiksek kaliteli, fonksiyonel gida bilesenlerinin iiretimine katki

saglayabilir.

Kanola kiispesinden elde edilen protein hidrolizatlarinin analiz sonuglari, bu degerli
tarimsal yan {irlinlerin hayvan yeminden ¢ok daha iist diizeydeki uygulamalar i¢in
kullanilabilecegini gostermektedir. Elde edilen bu protein hidrolizatlari, gida, tarim,
hayvancilik, kozmetik, farmasotik ve tibbi beslenme gibi bir¢ok sektoérde yenilikei,
siirdiriilebilir ve ¢evre dostu c¢oziimler sunma potansiyeline sahiptir. Bu tiir
kullanimlar hem ekonomik hem de ¢evresel agidan 6nemli avantajlar saglamaktadir.
Yesil teknolojilerin kullanimi, bu siireclerin ¢evreye minimum zarar vererek daha
verimli ve siirdiirtilebilir hale gelmesini saglamaktadir. Kanola kiispesinin bu sekilde
degerlendirilmesi, kaynaklarin verimli kullanimin1 ve gevre dostu iiretim siireclerini
tesvik etmekte onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, kanola kiispesinden elde edilen
protein hidrolizatlarinin pazarda genis bir yer bulma potansiyeli bulunmaktadir. Bu
alandaki arastirmalarin arttirilmasi, siirdiiriilebilir gelisim ve rekabet giicii agisindan

stratejik bir oneme sahiptir.
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