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Gida atig1 olarak gida sektoriinde yiiksek oranda agiga gikan visne ¢ekirdegi %29-30 protein icerigine
ve kopiik olusturma, yag tutma, jellesme gibi birgok islevsel 6zellige sahiptir. Visne ¢ekirdegi proteini
bu yoniiyle gida sektoriine dogal bir gida ingrediyeni kazandirmak igin iyi bir hammaddedir. Bu
¢alismada visne ¢ekirdegi proteini mikrobiyal transglutaminazla modifiye edilerek emiilsiyon aktivitesi,
emiilsiyon stabilitesi, yag baglama kapasitesi, su tutma kapasitesi, kopiik olusturma kapasitesi ve
stabilitesi gibi fonksiyonel ozelliklerindeki degisimler karsilastirilmustir. Su tutma kapasitesi visne
cekirdegi proteininde 0.66+0.00g/g iken modifiye visne ¢ekirdegi proteininde tamamen suda ¢oziindiigi
icin belirlenememistir. Yag tutma kapasitesi visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne cekirdegi
proteininde sirastyla 1.5340.06 g/g, 8.48+0.28 g/g olarak bulunmustur. Maksimum ¢oziiniirliik pH 12.0°
de vigne ¢ekirdeginde % 99.12+0.21, modifiye vigne g¢ekirdegi proteininde % 96.51+0.21 olarak
gozlemlenmistir. Minimum ¢oziiniirliik pH 4.0°te visne ¢ekirdegi proteini igin %9.24+0.62, modifiye
visne ¢ekirdegi proteininde minimum ¢6ziinlirlik degeri %12.41+0.56 olarak go6zlemlenmistir.
Ozellikle pH 6.0 degerinde visne g¢ekirdegi proteininde (%48.71+2.49), modifiye visne ¢ekirdegi
proteininde (%91.75+0.55) ¢6ziintirlikk degeri pH degerleri arasinda istatistiksel olarak biiyiik bir artig
gostermistir. Visne cekirdegi proteini emiilsiyon aktivite indeksi 45.3+1.63 m?/g ve stabilitesi
15.10£0.03 dk, modifiye visne cekirdegi proteini emiilsiyon aktivite indeksi 65.82+0.27 m?/g ve
stabilitesi 26.19+0.95 dakika olarak belirlenmistir. pH 4.0’ te visne gekirdegi proteininde kopiik
olusumu gozlenmezken modifiye visne ¢ekirdegi proteininde kopiik olusturma kapasitesi %31,10. dk
‘da %28, 30. dk’ da %26 olarak gozlemlenmistir. pH 10 degerinde visne ¢ekirdegi proteininde kopiik
olusturma kapasitesi %57 iken 10. dakikada kopiik stabilitesi %48, 30. dakikada kopiik stabilitesi %35
gozlemlenirken modifiye visne ¢ekirdegi proteininde de kopiik olusturma kapasitesi %68 iken 10.
dakikada kopiik stabilitesi %64, 30. dakikada kopiik stabilitesi %35 oldugu gozlenmistir. Hidrojel
olusturma 6zelliginde ise pektin ve modifikasyonun daha kararli ve giiglii bir jel formu sagladigi
gorlilmiistiir. Visne ¢ekirdegi ve modifiye visne g¢ekirdegi proteini teknofonksiyonel ozellikleri
karsilastirildiginda modifikasyonun fonksiyonel 6zelliklerde iyilesme sagladig: belirlenmistir. Uretilen
modifiye proteinin teknofonksiyonel ozellikleri incelendiginde elde edilen proteinin gida isleme
asamalarinda kullanim alani bulabilecegi sonucuna varilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Mikrobiyal transglutaminaz enzimi, visne ¢ekirdegi proteini, fonksiyonel
ozellikler, ¢apraz baglanma, enzimatik modifikasyon
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Cherry seed, which is highly exposed in the food industry as food waste, has a protein content of % 29-
30 and many functional properties such as foaming, oil retention and gelling. In this respect, sour cherry
seed protein is a good raw material to bring a natural food ingredient to the food industry. In this study,
the changes in functional properties such as emulsion activity, emulsion stability, oil binding capacity,
water holding capacity, foaming capacity and stability were compared by modifying sour cherry seed
protein with microbial transglutaminase. While the water holding capacity was 0.66+0.00g/g in the
cherry kernel protein, it could not be determined in the modified sour cherry kernel protein since it was
completely water-soluble. The oil holding capacity was found to be 1.53+0.06 g/g and 8.48+0.28 g/g in
cherry seed protein and modified cherry seed protein, respectively. Maximum solubility was observed
as % 99.1240.21 in cherry kernel and % 96.51+0.21 in modified sour cherry kernel protein at pH 12.0.
The minimum solubility was % 9.24+0.62 for the cherry seed protein at pH 4.0, and the minimum
solubility value was % 12.41+0.56 for the modified cherry seed protein. Especially at pH 6.0, the
solubility value of cherry seed protein (%48.71+2.49) and modified cherry seed protein (%91.75+0.55)
showed a statistically significant increase between pH values. Sour cherry seed protein emulsion activity
index was 45.3£1.63 m?%g and stability was 15.10+£0.03 min, modified sour cherry kernel protein
emulsion activity index was 65.82+0.27 m%g and stability was 26.19+0.95 minutes. While no foam
formation is observed in the cherry kernel protein at pH 4.0, the foaming capacity of the modified sour
cherry kernel protein is %31. It was observed as 28% at the 10th minute and % 26 at the 30th minute.
While the foaming capacity of the cherry core protein at pH 10 is % 57, the foam stability is % 48 at
the 10th minute and % 35 at the 30th minute, while the foaming capacity of the modified cherry core
protein is % 68, while the foam stability is % 64 at the 10th minute and % 35 at the 30th minute. It has
been observed that pectin and modification provide a more stable and strong gel form in hydrogel
formation. When the technofunctional properties of cherry kernel and modified sour cherry kernel
protein were compared, it was determined that the modification provided improvement in functional
properties. When the technofunctional properties of the produced modified protein were examined, it
was concluded that the obtained protein could be used in food processing stages.

KEY WORDS: Microbial transglutaminase enzyme, cherry kernel protein, functional properties, cross
linking, enzymatic modification
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1. GiRiS Esra DEMIRKIRAN

1. GIRIS

Diinyadaki niifusun artisiyla protein kaynaklar1 giderek azalirken buna bagh
olarak alternatif proteinlere duyulan ihtiya¢ artmaktadir. Proteinler, viicudun gelisim,
biiylime ve onarimi i¢in ve saglikli bir yasam i¢in giinliik alinmas1 gereken elzem besin
Ogeleridir. Son zamanlarda insanlarin bilinglenerek daha saglikli daha dogal besinlere
yonelmesi, veganlik/vejeteryanlik gibi beslenme tercihleri, alim giicii zayif olan
kesimler i¢in hayvansal protein aliminin maliyeti ve ulasilabilirlik sorunu, hayvansal
proteinin fazla tiiketiminin kalp damar hastaliklarini tetiklemesi ve niifus artisi
insanlig1 alternatif protein arayisina yoneltmistir. Bu noktada arastirmalarda ve
tiketimde en iyi kaynak olarak bitkisel proteinler tercih edilmektedir. Bitkisel
proteinlerin besleyici 6zellik yoniinden zengin, daha ucuz ve ulasilabilir, daha ¢evre
dostu ve bircok fonksiyonel ozellikleri olmast hayvansal proteine iyi bir alternatif
protein kaynagi olarak degerlendirilmesini saglamistir. Ucuz ve ulasilabilir bir protein
kaynag1 yetersiz beslenme sorununun giderilmesinde biiylik bir avantaj saglama

potansiyeline sahiptir.

Yapilan aragtirmalar gida liretiminde kullanilan katki maddelerinin yerine ¢esitli
fonksiyonel 6zellikleri sayesinde bitkisel proteinlerin kullanilabilecegini gostermistir.
Bugiine kadar gida atig1 olarak ortaya ¢ikan meyve-sebze ¢ekirdegi, kabugu, sapi,
yaprag gibi Uriinler genelde ya dogaya atik olarak birakilip ¢evre kirliligine neden
olmus ya da yem iiretimi, biyoyakit iiretiminde kullanilmistir. Yapilan arastirmalarla
gida sektoriinde agiga ¢ikan bu yan lriinlerin protein, yag, mineral gibi bir¢ok besin
0gesi yoniinden zengin oldugu ve bircok fonksiyonel ozelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda bitkisel yan iirlinlerin degerlendirilerek
protein gibi bilesenlerinin tekrar gida sektoriinde hammadde ve ingrediyen olarak

kullanilmasi i¢in ¢alismalar ve arastirmalar artmistir.



1. GiRiS Esra DEMIRKIRAN

Bitkisel proteinler; %48—70 protein igeren protein konsantresi ve bunun yaninda
%90 dan fazla protein igeren protein izolati formunda {iretilerek gida sektoriinde

kullanilmaktadir (Moure ve ark., 2006; Sari ve ark. 2015).

Gida sektorii her kaynagin alternatifinin arayigina gitmeye baslamis ve bu
aragtirmalar sonucunda bitkisel proteinler gida formiilasyonlarinda teknofonksiyonel
ozellikleri ve tekstiiri gelistirmek icin tercih edilmeye baslanmis ve sektorde sik
kullanilan soya ve siit proteinlerine alternatif olmustur. Farkli kaynaklardan elde edilen
bitkisel proteinler; ticari olarak kullanilan izolatlarla karsilagtirildiginda bir¢ok

fonksiyonel dzellik yoniinden esdeger oldugu belirlenmistir (Yavuz ve Ozgelik, 2016).

Bitkisel proteinlerin bir¢ok avantajina ragmen gida formiilasyonlarinda az
kullanilmasinin baslica sebepleri; aminoasit ¢esitliliginin hayvansal proteinlere gore
daha az olmasi, protein disindaki fitik asit, oligosakkaritler gibi diger bilesenlerin
bulunmasi, fonksiyonel 6zelliklerinin gerektigi kadar iyi ve stabil olmamasidir (Moure

ve ark., 2006; Day, 2013).

Gida atig1 olarak yiiksek oranda aciga cikan visne ¢ekirdegi atik yonetimi ve
doganin korunmasi agisindan ciddi bir sorundur. Visne ¢ekirdegi jel olusturma, kopiik
olusturma ve yag baglama gibi bir¢ok islevsel 6zellige sahiptir. Visne cekirdegi
proteini bu yoniiyle gida sektoriine dogal bir gida ingrediyeni kazandirmak i¢in iyi1 bir
hammaddedir. Daha once yapilan ¢alismalarda visne c¢ekirdeginin bilesimi ve

fonksiyonel 6zellikleri aragtirilmistir(Celik ve ark., 2019).

Bu bilgiler dogrultusunda kalict ¢dziimler bulmak i¢in teknofonksiyonel
ozelliklerin artirilmasimin ve iyilestirilmesinin gerekliligi 6n plana ¢ikmaktadir.
Fonksiyonel o6zellikleri giiglendirmek ve stabil hale getirilmesi i¢in baz
modifikasyonlar gerekmektedir. Bu modifikasyon yontemlerinden en etkili ve toksik

olmayan yontem enzimatik modifikasyondur.



1. GiRiS Esra DEMIRKIRAN

Transglutaminaz enziminin gida sektoriindeki uygulamalar1 arastirilmis ve bu
enzimin proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini biiyiik bir oranda iyilestirdigini ve

eklendigi gidanin 6zelliklerini, tekstiirlinii ve verimini artirdigi tespit edilmistir.

Bu calismanin amaci molekiiler modifikasyonlarin vigne ¢ekirdegi proteinlerinin
teknofonksiyonel ozellikleri lizerine etkisini arastirmaktir ve aragtirmanin spesifik

hedefleri su sekilde siralanabilir:

1.Visne ¢ekirdegi proteininin mikrobiyal transglutaminazla modifiye edilerek zayif
fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirilerek daha kararli yapilar elde edilmesi

2.Daha etkin ve daha stabil fonksiyonel 6zelliklere sahip, gidalarin iiretiminde katki
maddesi kullanilmadan eklendigi iirline istenilen 6zellik ve tekstiirii kazandiran dogal
bir bitkisel protein elde etmek

3.Gida tiretim basamaklari sirasinda agiga ¢ikan meyve cekirdegi gibi besinsel degeri
yiiksek yan iirlinlerin tekrar degerlendirilerek kullanimin saglanmasi ve bir ¢evre atik

probleminin 6niine ge¢ilmesi



2. ONCEKIi CALISMALAR Esra DEMIRKIRAN

2. ONCEKIi CALISMALAR

Genellikle hayvansal bazli proteinlerin elde edilmesi i¢in harcanan enerji ve su
miktarinin bitkisellere gore fazla olmasi ve hayvan besleme arttik¢a dogaya salinan
sera gazinin arttiginin aragtirmalarla tespit edilmesi gida arastirmalarinin bitkisel

proteinlere yonelmesine neden olmustur (Asgar ve ark. 2010; Gonzalez ve ark., 2011).

Vigne ¢ekirdeginin %29.3 protein, %46.6 karbonhidrat ve %17 toplam yag
icerigi ile besin degerinin yiiksek oldugu analiz sonuglari ile belirlenmistir. Visne
cekirdegi Glutamik asit icerigi yiizde 27.96, arginin igerigi yiizde 9 ve ayrica prolin,
aspartik asit, fenil alanin, glisin, lisin, alanin ve serin gibi zengin ve esansiyel

aminoasit icerigine sahip oldugu tespit edilmistir (Eryilmaz, 2016).

Visne ¢ekirdegi proteininin jellesme konsantrasyonu 6.0g/100g protein, kopiik
olusturma kapasitesi %37.5 ve yag baglama kapasitesi 3.56g/g protein degerleri ile
soya proteinine kiyasla daha iyi fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir

(Eryilmaz, 2016).

Celik ve ark. (2019), visne cekirdegi proteinlerinin ekstraksiyonu i¢in optimum
pH degeri 10.0 ve proteinlerin ¢okeltilmesi i¢in optimum pH degeri 4.5 olarak
belirlemis, visne c¢ekirdegi proteininin fonksiyonel o6zellikler olarak maksimum
¢oziiniirligi pH 12.0° da %92.96, minimum ¢o6ziintirlik % 12.41 ile pH 5.0’ da
gozlemlemis, su tutma kapasitesini 2.42 g su/g, yag tutma kapasitesini 1.73 g yag/g ve
koptik olusturma kapasitesini %35,00 emiilsiyon aktivite indeksi ve stabilitesini sirasi
ile 38.91 m?%g ve 3.49 dak, asgari jellesme konsantrasyonu ise %8 olarak

belirlemislerdir.

Enzimatik modifikasyonda enzimlerin sadece o reaksiyona 6zgii olmasi ve buna
bagli olarak da toksik bir etkisinin olmamasi modifikasyonda tercih edilme

sebeplerindendir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Esra DEMIRKIRAN

Protein jellesmesi, siitlii tatlilar, hazir ¢orbalar, jole kivami istenen birgok
formiilasyonda ve et liriinlerinde istenen, gidalarin {iretim asamalarinda 6nemli olan
bir fonksiyonel 6zelliktir. Proteinin jel olusturma ve biinyesinde su ve istenilen diger
bilesenlerini tutma kapasitesi, gida liretiminde biiylik 6nem tasir. Protein jellesmesini
saglamak i¢in, tuz veya nigasta gibi pthtilagtirma 6zelligi olan maddelerin eklenmesi,
asitligi artirma, enzimatik reaksiyonlar 1sitma ve sogutma gibi yOntemler

uygulanmaktadir (Wang ve Moraru, 2021; Zhang ve ark., 2014; Zhou ve ark., 2020).

Yavuz ve Ozgelik (2016), yaptig1 calismada bitkisel proteinlerin jellesme
Ozelligini karsilastirmis ve yaygmn olarak kulanilan soya protein izolatinin
baklagillerden ve bezelye protein izolatindan daha giiclii ve elastik bir jel yapisi
olusturdugunu, kanola proteininin ise yapisindaki fenolik bilesenlerden dolay1 zayif

bir jel yapisi olusturdugunu belirlemislerdir.

Pektin gibi polisakkaritlerle karistirma ve enzimle modifikasyon jellesme
kapasitesini gelistirmek ve daha kararli jeller elde etmek i¢in kullanilan bazi
yontemlerdir. Pektin FDA tarafindan giivenli bir katki maddesi olarak kabul edilmistir
(FDA, 2020).

Transglutaminaz enzimi; amin birlesmesi, proteinler arasinda olusturdugu
kovalent baglar proteinlerin c¢apraz baglanmasimi saglayan ve deamidasyon
tepkimeleri ile proteinlerin polimerizasyonunu katalizleyen tek uygun enzimdir.
Gidalarda istenilen tiiketicinin tercih edecegi piiriizsiiz bir tekstiir ve viskoelastik yapi;
gida dretimi swrasinda olusan fiziksel capraz baglarin ve kovalent baglarin
dayanikliligina ve aralarindaki dengeye baglhidir. Tgaz, daha saglam jel formu
olusturma, mekanik olarak daha dayanikli {iriinler elde etme, yag emiilsiyonlar
kullanimi azaltilarak istenilen yap1 ve piiriizsiiz tekstiirii elde etme, iiriin besin igerigini
aminoasitlerle zenginlestirme, gida katki maddelerinin kullanimimi azaltma gibi
amaglarla aragtirmalarda ve gida isleme teknolojisinde kullanilmaktadir. Mikrobiyal
Tgaz (MTgaz) enzimi proteinler arasinda olusturdugu kovalent baglar proteinlerin
capraz baglanmasini saglar ve polimerizasyonunu katalizler. MTgazin kontrollii

kullanim1; emiilsiyon damlaciklarindan ag yaratmada ve gida kolloidlerinde proteinle
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kapli ara yiizeylerin kararli kilimmasinda potansiyel bir yeni yontemdir. MTgaz’1n iki
tane glikolizasyon bdlgesine sahip oldugu ve monomerik bir protein oldugu
diistiniilmektedir. MTgaz pH 4 ve pH 9 arasinda enzimatik aktivite gdstermesine
ragmen optimum c¢alisma pH aralig1 5-8 arasinda oldugu belirlenmistir. Buradan da
anlasilacag1 gibi MTgaz genis bir pH aralifinda kararlidir. Enzim maximum 70°C’de
bir iki dakika aktivite gosterebilirken 10°C ile donma noktasinda ¢ok az aktivasyon
gostermistir. Tgaz i¢in iyi bir substrat olan lizinin e-amino grubu primer amindir. Bu
reaksiyonlarda lisin igeren aminoasit agil alici, protein ise agil verici olarak ¢alisir. Bu
acil alic1 peptidlerin modifikasyona ugramadigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
reaksiyonda, proteinler agil alici, sadece glutaminli peptidlerde peptid agil verici grup
olarak gorev yaparken lisin veya glutaminli peptidlerin modifikasyona ugramayarak

sadece substrat oldugu belirlenmistir (Yiiksel ve Erdem, 2008).

Eryilmaz (2016),' in yaptig1 ¢alismada pH 9' da maksimum %99.2 ve notr pH da
%85.3'liik ¢oziiniirliikk degeriyle visne cekirdegi proteini, bir¢ok bitki proteininden
daha 1yi ¢oziintirliik gosterdigi belirlenmistir. Visne ¢ekirdegi protein izolatinin zengin
polar aspartik asit %7.55, serin %4.49 ve glisin %6.52 aminoasit kalintilar1 icerdigi
tespit edilmistir. In vitro sindirilebilirligi %93.91 ve %95.72 olarak tespit edilmis,
visne ¢ekirdegi proteininin emiilsifiye etme aktivitesi %44.86 ve emiilsiyon stabilite
degeri %96.58 olarak bulunmustur. Optimum kosullarda (pH 8.5 kat1 / ¢oziicii orant:
1/10, 1 saat) ekstrakte edilen visne ¢ekirdegi proteininin kopiik olusturma kapasitesi
ve stabilite degerleri sirasiyla %450 ve %76 (60 dakikada) tespit edilmistir. Kopiik
stabilitesi 6l¢iimleri 10, 30 ve 60. dakikada yapilmis 10 dakikada kopiik stabilite degeri
%91.30 dakikada %83'e ve 60 dakikada %76 olarak Ol¢tilmiistiir.

Yilmaz (2012),” in yaptig1 calismada visneden elde ettigi posada neoklorojenik,
ferulik ve kafeik asit, katesin renksiz fenolikler, glikozitler, kloriir antosiyaninler
olarak tespit edilmis, antosiyanin ve fenolik bilesikler yoniinden zengin olan visne

cekirdeginin dogal katki maddesi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Karaaslan ve ark. (2016),’nin yaptig1 calismada vignelerde toplam fenolik-
flavonoid igeriginin olgunlagma sirasinda azaldigini, aym1 doénemde toplam

antosiyanin igeriginin 6nemli dlgiide arttigini belirlenmislerdir.

Yilmaz ve ark. (2018), visne c¢ekirdeginin kompozisyonu ve fonksiyonel
ozellikleri konusunda yaptiklar1 derlemede visne meyvesinin endiistriyel atig1 olan
cekirdegin, yeni fonksiyonel gida gelistirmeleri i¢in geri kazanilabilecek degerli

miktarlarda biyolojik bilesikler igerdigini vurgulamiglardir.

Yilmaz (2013)," in yaptig1 ¢calismada yapilan analizler sonucunda beyaz un ile
visne cekirdeginin kiyaslandiginda su ve yag tutma kapasitesinin ve emdiilsiyon
stabilitesinin rafine beyaz undan daha iyi oldugu, kopiik olusturma 6zelligi az fakat
stabilitesinin diger bitkisel proteinlere gore daha uzun oldugu gozlemlenmistir.
Boylece firincilik drtinlerinde ve puding meyve suyu gibi drlinlerde tercih

edilebilecegi belirtilmistir.

Tuna (2015),' nin yaptig1 caligmada visne ¢ekirdegi unu eklenen kekte unun su
kaldirma kapasitesinde diisiis, jelatinizasyonda gecikme, yumusaklikta artis, kekin

besinsel degerinde artis olmustur.

Transglutaminaz enzimi ile siit iirlinlerinde yapilan ¢aligmalarda jel olusturma,
su baglama, emiilsiyon olusturma ve protein ¢oziiniirliigii gibi fonksiyonel 6zelliklerde
tyilesme oldugu ve en iyi sonucun yogurtta elde edildigi ifade edilmektedir (Karahan,

2015).

Sun ve Amtfield (2011), yaptg1 calismada transglutaminaz enziminin, bezelye
protein izolat1 jel olusturma kapasitesini ve jel elastikiyetini artirdigini, Pinterits ve
Arntfield (2008), ise yaptig1 caligmada kanola proteinlerinin transglutaminaz enzimi
ile yapilan uygulamada jel olusturma kapasitesinin ve jel kalitesinin iyilestigini

belirlemislerdir (Sun ve Arntfield, 2011; Pinterits ve Arntfields, 2008).
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TGaz enziminin olusturdugu c¢apraz kovalent baglar sayesinde yogurdun jel
formunda sikilik artmis ve dolayisiyla gegirgenlik azalmis, yapilan ¢aligmalardan yag:
azaltilmis yogurtlarda kullanildiginda daha iyi tekstiir elde edilmis ve depolama
siiresince asitligin daha yavas diistiiglinden raf Oomrinii uzattig1 goézlemlenmistir

(Karahan, 2015).

Imm ve ark.(2000), Tgaz enziminin yagsiz yogurtlarda su baglama kapasitesinin

ve jel olusturma 6zelliginde 6nemli bir artis meydana geldigini belirlemislerdir.

Ozer ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismada TGaz enziminin yogurtlarda serum
ayrilmasiin azalmay: sagladigi ve bunun sebebi olarak proteinler arasinda olusan
kovalent baglarin jel yapisini kuvvetlendirererek serumun suzmasini Onlemesi

oldugunu belirtmislerdir.

Sanli ve ark. (2011), yaptiklar1 arastirmada, MTGaz eklenmis ayranda olusan
capraz baglar sayesinde jel yapisinin daha sikilastigi ve bu jel formu i¢inde proteinlerin
diizenli bir dagilim gosterdigi ve olusan capraz baglarin artmasi ile ag yapimin
yogunlastigr gozeneklerin azaldigi bunun sonucunda serum ayrilmasinda azalma

veviskozitede 6nemli oranda artig gézlenmistir.

Han ve Spradlin (2008), yaptiklari ¢aligmalarda mikrobiyal transglutaminaz
enziminin serum proteinlerinin kazeinatlara baglanma etkisini arttirdigini, cottage
peynirinde orijinal tat ve tekstiirlinde bir fark olusturmadan verimin arttigini ve peynir
icinde daha fazla peynir alti suyu proteini tutulumunu sagladigi sonucuna

ulagmislardir.

Metwally (2007), yaptig1 bir calismada dondurmalarin transglutaminaz enzimi
ile muamele edilerek yapildiginda daha az stabilizator kullanilarak istenilen fiziksel ve

duyusal 6zellige sahip az yagl dondurma iiretimi yapilabilecegini belirlemistir.

Yiiksel ve Erdem (2008),' in yaptig1 ¢alismada MTgaz kullanimi ile olusan

capraz baglarin; et jelleri ve kiymali et iiriinlerinde sikiligin arttig1, kullanilan MTGaz
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miktar1 arttikga pisirme sirasinda agirlik kaybinin azaldigi, iiriin sertligi ve
cignenebilirliginde ise artis oldugu, artirtlan MTGaz miktar: ile bazi sosislerde sar1
rengin azaldig1 dolayisiyla gidalarin elastikiyeti, tekstiir, tat ve goriinlisiinde gelisme
sagladig1 belirtilmistir. Bu sonuglara gore et ve et {iriinleri liretiminde fosfat ve tuz
kullanilmadan MTGaz ile istenilen tekstiirde ve Ozellikte bir et iriinii elde

edilebilecegi sonucuna varilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Visne cekirdegi

Yapilan calismadaki visne ¢ekirdegi (VC) Isparta Mavi Deniz A.S. firmasindan
tedarik edilmistir. Temizlenmis ve kurutulmus bir sekilde gelen ¢ekirdekler soguk
presleme yontemi ile visne g¢ekirdegi yagi (VCY) nin bir kismi uzaklagtirilarak

ogltiilmiistir.

Sekil 3. 1. a: visne, b: visne ¢ekirdegi, c: vigne ¢ekirdegi proteini

3.1.2. Visne ¢ekirdegine uygulanan 6n islemler

Yag cikarma iglemi Tuan Makina Sp 1560 S marka laboratuvara uygun soguk
pres makinesi ile yapilmistir (Sekil 3.2.). On calismalarda optimize edilmis
parametreler 12 rpm sikma hizi 12 rpm olarak, ¢ikis ucunun ¢ap1 12 mm olarak ¢ikis
sicaklig en fazla 100 °C belirlenmis yag ¢ikartma ve 6gitiilmiis-yagsiz posa ¢ikarma

1slemi gerceklestirilmistir (Sengiin, 2019).
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Sekil.3. 2.Soguk pres makinasi

3.1.3. Mikrobiyal transglutaminaz enzimi

Calismada kullanilan transglutaminaz enzimi Benosen Gida San. Ve Tic. A.S.

isimli firmadan temin edilmistir.

3.1.4. Kimyasallar

Caligmada kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin

edilmistir ve analitik safliktadirlar.

3.2. Yontem

3.2.1. Visne c¢ekirdegi proteini ekstraksiyonu

Protein izolati, alkali ekstraksiyon — izoelektrik ¢oktiirme metodu ile ekstrakte
edilmistir. Visne c¢ekirdegi, soguk pres makinesi ile yagin bir kismi1 alinarak ince bir
yagsiz posa elde edilmis, bu posadan 10 gr tartilip lizerine 290 ml distile su ile
karistirtlarak 0.1 N NaOH ile pH 7.8’e ayarlanip bir saat siire ile ¢alkalamal1 inkiibator
ile oda sicakliginda karistirllmistir. Karisim 6500 rpm’de 4°C’ de 15 dakika boyunca

santrifiij edildikten sonra iiste ayrilan siipernatant bir behere alinarak 1 M HCl ile pH

11
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4.5’ a ayarlanip dibe ¢oken kisim falcon tiiplerine alinir ve tekrar 6500 rpm, 4°C’ de
15 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Dibe ¢okmiis olan protein supernatantdan ayrilip
once -18 °C’ de dondurulduktan sonra dondurarak kurutma(freeze) yontemi ile -50°C’
de 18 saat siireyle kurutma islemi gergeklestirilmistir. Donmus olan 6rnekler ince bir
tabaka halinde oldugu i¢in bir 6giitme islemi ile toz forma getirilmistir. Proteinde kalan
yag1 uzaklastirmak i¢in kurutulan toz hegzanla muamele edilip etiivde 50 °C de 1-2
saat kurutulmustur. Elde edilen toz halindeki kurutulmus protein agzi1 kapali bir kapta

4°C’ de muhafaza edilmistir.

Yagin Uzaklastirilmas:
(Soguk pres)

Protein izolasyonu
(Alkali ekstraksiyvon)

Santrifij
(15 di 6500 rpm)

oktirme
(pH 4.5)

Santrifiij
(15 di 6500 rpm)

Visne Proteim

Dondurma
(-18 °C)

Dondurarak Kurutma
(-50 °C / 18 saat)

Ogiitme

Yagin Uzaklastirilmasi
{1:5 hekzan)

Visne Proteini Tozu

Sekil.3. 3.Visne ¢ekirdegi protein 6ziitleme akig semast
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3.2.2. Modifikasyon optimizasyonu

MTGaz enziminin vigne proteini iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla
enzim/protein orani ve muamele siiresi bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir.
Belirlenen enzim/protein orani ve siirelerde VCP ve MTGaz sabit sicaklikla (5 °C)
muamele edilmistir. Kurutulmus toz halindeki 5 gr VCP ve 50 ml saf su ile
karistirilarak bir sulu ¢ozelti elde edilerek 0.1 N NaOH ile pH 9.0 olarak ayarlandi.
Proteinlerin tamamen c¢oziinmesi i¢in 1sitmali manyetik karistiricida 10 dakika
karistirildi. Daha sonra ¢ozeltinin pH degeri 0.1 M HCl ile enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degeri olan 7.5’ e ayarlandi. Oda sicakliginda deneme deseninde
belirlenen oranlarda MTGaz enzimi eklenerek 1 dakika manyetik karistiricida
karistirildi. Daha sonra ¢ozeltinin bulundugu kabin agz1 parafilm ve aliiminyum folyo
ile kapatilarak +5 °C deneme deseninde belirlenen silire boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde sicak su banyosunda 90°C’ de 15 dakika
bekletilerek enzimin inaktivasyonu saglandi. Oda sicakligina gelen c¢ozelti
polipropilen(pp) kaplara dokiilerek once -18 °C dondurulup daha sonra bu ¢ozelti
dondurarak kurutma cihazi ile — 50°C 18 saat kurutulup toz haline getirildi ve analizler

yapilana kadar agzi sikica kapali olacak sekilde buzdolabinda 4 °C de saklanmustir.

Yisne Proteini Tozu

Coziindiirme

(PH 9)

Enzim ilavesi

(pH 7.5)
1

Inkiibasyon
(5 °C/ 12-18 saat)

Enzim inaktivasyenu

(90 “Cbli dk)

Dondurma
(-1% °C)

Dondurarak Kurutma
(-30°C /18 saat

Modifive Visne Proteini

Sekil.3. 4. Modifikasyon islemi akig semasi
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Cizelge.3. 1. Deneme Deseni

Protein Miktari(gr) Enzim Miktari(gr) Siire(sa)
Deneme no
1 5 1 12
2 5 0.5 12
3 5 0.25 12
4 5 1 18
5 5 0.5 18
6 5 0.25 18

Deneme desenindeki parametrelerden optimum noktanin tespiti igin yag
baglama, emiilsiyon stabilitesi ve emdiilsiyon aktivitesi bagimli degiskenler olarak
secilmigtir. Yapilan 6n ¢alismalar dogrultusunda 6 deneme gerektiren bir

optimizasyon ¢alismasi olusturulmustur.

3.2.3. Fiziksel ve fizikokimyasal analiz metotlar1

3.2.3.1. Su tutma kapasitesi

Visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne c¢ekirdegi proteininin su tutma
kapasitesinin (STK) hesaplanmasi i¢in darast alinmis olan 50 mL’lik falcon tiiplerine
1 g ornek tartilarak 10 mL saf su eklenmistir. Elde edilen ¢bzelti 1 sa boyunca 15
dakikada bir 3-4 saniye karistirilmistir. Ornekler 1 sa bittiginde 6 500 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Ornegin iistteki kistmda ayrilmis olan sivi kismin uzaklastirilmasi
i¢in falcon tiipli 30 dk 45° lik ac1 ile filtre kagidi Gistiinde siizdiiriilerek siire sonunda
tiiptin son tartimi1 yapilmistir. VCP ve MVCP (%) su tutma kapasitesini hesaplamada
Esitlik 3.1.’deki formiil kullanilmistir (Cho ve ark., 2004).

STK(%):@E:%?:ﬁl

x100
(3.1)

Bu esitlikte;

NI1: Protein tozu 6rneginin agirligi (g)
N2: Santrifijj tiipliniin daras1 (g)
N3: Son tartim (g) olarak tanimlanmustir.
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3.2.3.2. Yag baglama kapasitesi

Visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne c¢ekirdegi proteininin yag baglama
kapasitesinin (YBK) hesaplanmasi i¢in darasi alinmis olan 50 mL’ lik falcon tiiplerine
1 g 6rnek tartilip daha sonra 10 mL Aygicek yagi (Sole) eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti
1 sa boyunca her 15 dk’ da bir 5 sn karistirilmustir. Ornekler 1 sa bittiginde 6 500 rpm
hizda ¢alisan santrifiij cihazinda 10 dk santrifiijlenmistir. Ust kisimda ayrilmis olan
stvi kismin uzaklastirilmas: igin falcon tiipii 45°C ac1 ile 30 dk boyunca filtre
kagidindan siizdiiriilerek son tartim alinmistir. VCP ve MVCP yag baglama kapasitesi
(%) Esitlik 3.2.” deki formiille hesaplanmistir (Cho ve ark.,2004).

(N3-N2)-N1

YBK (%) =———"——x100 (3.2)

Esitlikte;

N1: Protein tozu 6rneginin agirlig1 (g)
N2: Santrifiij tiipiiniin darasi (g)
N3: Son tartim (g) olarak verilmistir.

3.2.3.3. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi

Freeze yontemi ile kurutulan numunelerden falcon tiipleri igerisine 0.5 g
tartilarak iizerine 40 ml saf su konulduktan sonra ¢ozeltiler hazirlanarak vorteks cihazi
ile hizl1 bir sekilde karistirilarak proteinlerin ¢éziinmesi saglanmistir. Cozeltiler 2.0,
4.0, 6.0, 8.0, 10.0 ve 12.0 olmak iizere 6 farkli pH degerine ayarlanmis ve vorteks ile
karistirildiktan sonra o6l¢iilii silindire hemen aktarilmistir. 50 ml saf su eklenerek
ultraturrax cihazi ile 10 000 rpm 1 dk karistirilip 0.dk’daki hacim kaydedilmistir(V1).
Daha sonra 10. ve 30. dk’ da kopiik hacimleri 6l¢ciilerek degerler yazilmistir. Kopiik
olusturma kapasitesi (KOK) ile koptik stabilitesi (KS) hesaplanirken 3.3’ deki formiil
kullanilmastir. (Li ve ark.,2020)

V1i-vo

KOK (%)= —

x100 (3.3)
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V2-rv1

KS10 (%)= “= x 100 (3.4)
KS30 (%)= ——"=x 100

(3.5)

Bu esitlikte;

VO0: Baglangigta hazirlanan ¢ozelti hacmi (mL)

V1: Homojenizasyondan hemen sonra 6l¢iilii silindire aktarilan ¢6zelti hacmi (mL)
V2: Homojenizasyondan 10 dak sonraki ¢ozelti hacmi (mL)

V3: Homojenizasyondan 30 dak sonraki ¢6zelti hacmi (mL)

KS10: 10. dakikada kopiik stabilitesi

KS30: 30.dakikada kopiik stabilitesi olarak tanimlanmigtir.

3.2.3.4. Emiilsiyon aktivite indeksi ve stabilitesi

Numunelerin EAl ve ESI analizleri Pearce ve Kinsella (1978),” nin belirledigi
yontemle yapilmistir. Elde edilen visne proteini ve modifiye edilmis protein
orneklerinden saf su ile %1°lik ¢ozeltiler hazirlanmistir. Cozeltinin pH degeri 9.0-
10.0° a ayarlanarak sicak su banyosunda ve sonrasinda manyetik karistirici ile
karistirillarak proteinin ¢oziinmesi saglanmistir. Herbirinden 30 ml alinan protein
¢ozeltisi 10 mL aycicek yagi ile karistirilmis ve 24 °C 10 000 rpm hizda 1 dk siireyle
ultraturrax cihazi ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon isleminin bitiminde ve
homojenizasyondan 10 dakika beklendikten sonra herbir 6rnekten 50 pL alinarak
%0.01°lik SDS ¢dzeltisi kullanilarak yiiz kat seyreltilmistir. Islem sonrasi vorteks ile
15 sn karigtirilmistir. Seyreltilen 6rneklerin spektrofotometrede baz alinan dalga boyu
500 nm segilerek 6l¢timii yapilmistir. Elde edilen absorbanslar kullanilarak ham visne
proteini ve modifiye edilen protein &rneklerinin emiilsiyon aktivitesi indeksi (EAT) ve

emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) 3.6 ve 3.7’ de verilen formiillerle hesaplama

yapilmistir.
EAI(m?lg) = (2x2.303xA0xN)/(Cx@x10000) (3.6)
ESI(dk) = (A0x10)/(A0—-A10) (3.7)
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AO0: Homojenizasyondan hemen sonra okunan absorbans
A10: 10’uncu dakikada okunan absorbans

N: Seyreltme faktorii

C: Protein miktar1 (g/mL)

@: Yagin hacim fraksiyonu (0.25)

3.2.3.5. Coziniirliik analizi

Protein orneklerinin ¢Oziliniirliik analizi Liang ve Tang (2013), tarafindan
belirlenen yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Her bir 6rnekten 0.1 g tartilarak
tizerine 5 mL saf su ilave edilmistir. Protein ¢6zeltilerinin pH degerleri 0.5 M HCI ve
0.1 N NaOH kullanirak 2-10 arasinda ayarlanmigtir. Daha sonra kullanilan HCI ve
NaOH c¢ozeltileri miktarina gore ¢ozelti toplam hacmi 10 mL’ ye tamamlanmistir.
Hazirlanan Ornekler calkalamali inkiibatérde 90 dak boyunca 150 rpm’de
karistirilmistir. Orneklerin ¢dziinmeyen kisimlarinin uzaklastirilmasi icin 5000 rpm de
santrifiijlenerek siipernatant kaba filtreden gecirilmistir. Elde edilen siipernatantalarin
protein igerigi Bitiret metodu ile belirlenmistir (Gornall ve ark., 1949). Kuru kitledeki
protein miktar1 kheldal yontemine gore tespit edilmistir (AOAC, 1990). Orneklerin %

¢oziiniirliik degerleri, kuru kitledeki toplam proteine oranlarak belirlenmistir.

3.2.3.6. Renk analizi

Numunelerin (visne g¢ekirdegi proteini ve modifiye visne c¢ekirdegi proteini)
aydinlik koordinatt (L*), kirmizilik koordinati(a*+), sarilik koordinati(b*+) degerlerinin
belirlenmesi Hunter Lab cihaziyla gerceklestirilmistir (Duangmal ve ark., 2008).
Niimunelerden cihaz haznesine yerlestirilerek iki tekerriirlii analizler yapilmis ve degerler

kaydedilmistir.

3.2.3.7. Kitle yogunlugu (bulk density) ve sikistirilms kitle yogunlugu (tapped
density)

Kiime yogunlugu; toz formdaki numunelerin yogunlugunu ifade etmek igin

kullanilan bir terimdir. Kiime yogunlugu toz formdaki 6rnegin kapta kapladig

hacimden yararlanilarak hesaplanmaktadir. Numunelerden 5 g tartilarak tartim sonucu
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not edilmistir. Daha sonra tartilan numuneler 50 mL’lik meziire bosaltilmasindan
hemen sonra Olgiilmiistiir(Tatar ve ark., 2014). Kiime yogunlugu asagida verilen

formiille hesaplanmistir (Esitlik 3.8.).

g= ™ (3.8)

Bu esitlikte;

d: Kiime yogunlugu (g/ml)
m: Tartilan tozun kiitlesi (g)
v: Tozun hacmi (ml) olarak tanimlanmaistir.

Sikistirilmis yogunluk i¢in 6rneklerin bulundugu meziir diiz yiizey tlizerinde elle
200 defa yere vurularak toz zerrelerin sikigmasi saglanmis ve sonra numunelerin hacmi
meziir lizerindeki degerlerden okunmustur. Toz numunelerin hacmi vuruldukca
azalmis ve zerreler arasi bosluklar her vurmada dolarak zerreler sikismistir. Biitiin
bosluklar doldugunda hacim sabitlenmistir(Tatar ve ark., 2014). Sikistirtlmis y1gin
yogunlugu asagida verilen formiille hesaplanmaktadir (Esitlik 3.9.).

Tozun Agirligt (g) (3 9)

Sikistirilmis Hacim (ml)

Sitkistirilmis Yogunluk =

3.2.3.8. Hausner orani ve carr indeksi

Hausner orani; toz numunelerin y1gin yogunlugu ile sikigtirilmis yogunluklarinin
birbirine oranmi ile hesaplanir. Toz 6rneklerde Hausner orani ile akigkanlik ters
korelasyon gostermektedir. Toz numunelerde 1.25¢ Hausner orani ise iyi akigkanlik
gosterdigi, 1.25> Hausner orani ise diisiik akiskanlik gosterdigi anlamina gelmektedir
(Davies, 2004). Hausner orani hesaplamasi asagida verilen formiille hesaplanmistir

(Esitlik 3.10.).

Stkistirilmis Yogunluk

Hausner Orani= (3.10)

Yigin Yogunlugu
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Toz 6rneklerin akis 6zelligi ve Carr indeksi ters korelasyon gostermektedir. Carr
indeksi 10 ve 38 arasinda degerlendirilmekte ve carr indeksi degeri arttik¢a akigskanlik
azalmaktadir(Calafato ve Pico, 2004). Carr indeksi asagidaki formiille hesaplanmigtir
(Esitlik 3.11.).

Stkistirilmis yogunluk—-Yigin Yogunlugu

Carr Indeks=

x100 (3.11)

Stkistirilmis Yogunluk

3.2.3.9. Su aktivitesi

Pre Aqua LAB o0l¢me cihaz1 kullanilarak toz protein numunelerinin (vigne
cekirdegi proteini ve modifiye visne ¢ekirdegi proteini) su aktivitesi (aw) Slgiilmiistiir.
Yaklasik 3 g numune, cihazin haznesine konulmus ve dl¢liim sonucu sabitlenene kadar
oda sicakliginda (25+1 °C) bekletilmis ve numunelerin aw degerleri dijital gostergeden
bakilarak kaydedilmistir. Analiz {i¢ tekerrliir yapilmis ve standart sapmasi

hesaplanmustir.

3.2.3.10. Islanabilirlik

Toz numunelerden 1 g tartilmis ve 100 mL lik beher i¢erisine 20 °C ‘ de 100 ml
su konularak numunelerin ylizeyde tamamen 1slanma siiresi kaydedilmistir(Turchiuli

ve ark., 2005).

3.2.3.11. Nem tayini

Toz numunelerin (visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne ¢ekirdegi proteini)
nem miktarini hesaplamada gravimetrik yontem kullanilmistir. Etlivde kurutulup
desikatorde soguyan ve sabit tartima gelmis olan kaplarin once darasi1 alinip sonra
tizeine 0.5 g ornek tartilmis ve 105 °C’de 24 sa siire ile etiivde kurumaya birakilmigtir.
24 saat dolunca kaplar etiivden alinip sabit tartima gelinceye kadar desikatorde
tutulmus ve tekrar kuruyan numunelerle beraber son tartim yapilarak kaydedilmistir.

% nem asagidaki formiil (Esitlik 3.12.) kullamlmustir (Igyer, 2012).
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Nem (%) = %X]OO
(3.12)
Bu esitlikte;

N1: Numunenin ilk agirhig: (g)
N2: Numunenin ilk agirlig1 ve kap agirlig (g)
N3: Petri ve kurutulmus numune miktar1 (son tartim) (g) olarak belirtilmistir.

3.2.3.12.Taramah elektron mikroskopisi (SEM)

Protein numunelerinin morfolojik yapilarinin incelenmesi i¢in taramali elektron
mikroskobu kullanilmistir. Net goriintii i¢cin numuneleri kaplamada poladyum
kullanilmis, SEM goriintiileri icin ZEiSS(Almanya) marka taramali elektron
mikroskobu kullanilarak parametre olarak 30 kV vakum ve x5000 biiyiitme
belirlenmistir (Lin et al., 2020).

3.2.3.13. Fourier doniisiimlii kizilotesi 151k spektroskopisi (FTIR)

FTIR numunedeki baglarin pozisyonunu, yapisini, amino guruplarini belirleyen
bir cihazdir. IRTracer-100 model Shidmadzu Corforation firmasina ait (Kyota, Japan)
FTIR spekrofotometresi kullanilmis, cihazda kullanilan ¢alisma verileri 4000 ile 500
cm™ bolgede olacak sekilde 1 cm* veri araligina ayarlanmistir. Numuneler Potasyum

bromiirle hazirlanmis ve oda sicakliginda kaydedilmistir (Xiong ve ark., 2016).
3.2.3.14. XRD isinlarmin kirimimi (XRD) analizi

Visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne ¢ekirdegi proteininin yapilart XRD-
6000 (Shimadzu, Tokyo, Japan) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Tiim 6rnekler CuKa

radyasyon dalga boyunda ve 40 kV’de 1.54 amstrong (A), ve 0.02 ‘lik artis aralig1 ile
5° ve 60° arasindki agilar araliginda analiz gerceklestirilmistir (Ghribi ve ark., 2015).
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3.2.4. Hidrojel olusturma ozelligi

3.2.4.1. Protein-pektin jelleri hazirlama

Bir giin onceden %2’ lik hazirlanan pektin ¢ozeltisi 5 saat 20°C” de ¢alkalamali
inkiibator ile siirekli karistirilarak hidratasyonu saglanmis ve gece boyunca
buzdobinda muhafaza edilmistir. Kullanimdan once cikarilarak oda sicakligina
gelmesi beklenmistir (Wang ve ark., 2020). Orneklerden oda sicakliginda 3 g tartilip
tizerine 10 ml saf su eklenerek seyreltilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 5 saat 20°C de
calkalamali inkiibatorde siirekli karistirilmig, 1 gece buzdobinda bekletilerek daha iyi
hidrate olmast saglanmistir. Kullanimdan 6nce buzdolabindan ¢ikarilip hafif oda
sicakligina getirilen ¢ozeltinin lizerine daha Onceden hazirlanan %2’ lik pektin
cozeltisinden 1:1 oraninda eklenerek karigimlarin pH degeri 6.0” a ayarlanmistir.1 saat
boyunca 20°C’ de karistirildiktan sonra kiigiik cam bardaklara stre¢ konularak igerisine
karisim dikkatlice dokiilmiistiir. Sicaklik kontrollii bir su banyosunda 90°C' de 90
dakika 1sitilmis ve ¢ikarilip buzlu su igerisinde soguk sok uygulanarak sogutulmustur. 1
gece buzdolabinda bekletilen jeller analizden 6nce buzdolabindan ¢ikarilarak oda

sicakligina (20 °C) gelmesi beklenmistir (Zhuang ve ark., 2020).
3.2.4.2. Hidrojellerde ¢oziiniirliik analizi

5 mg 6rnek alinarak {izerine Sml saf su eklenerek 30 dk calkalamali inkiibatorde
kanigtirildiktan sonra 10 dakika santrifiij cihazinda santrifiijlenmistir. Daha sonra
¢ozeltinin st fazindan 20pul alinarak iizerine 1 pl Bradford ¢ozeltisi eklenerek 5 dk
beklenmistir. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okuma yapilmistir
(Bradford, 1976).

3.2.4.3. Jel hacim indeksi (VGI)

10 ml lik meziirlere 5 ml yiiksekliginde hazirlanan jellerden koyularak ilk
yiiksekligi kaydedildikten sonra 24 saat 7 °C’ de bekletilmistir. Daha sonra jelin son
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yiiksekligi tekrar Olgiilerek elde edilen veriler asagidaki Esitlik 3.8. ile hesaplama
yapilmustir.

VGI= 22 X100 (3.13)
VT

VG: Jel hacmi(ml)
VT: Toplam hacim(ml)

3.2.4.4. Su kaldirma analizi

2 gjel 6rneklerden tiiplere alinarak ilk tartimi1 yapilip kaydedilmistir. Daha sonra
3000 rpm de 20 dakika santrifiijlenir. Filtre kdgidi konulmus hunilerin tizerine 45° egik
konularak su fazin siiziilmesi saglanmistir. Tiipte kalan jelin son tartimi alinarak

asagidaki Esitlik 3.14. ile hesaplanmistir (Wu ve ark.,2009).

wHc: Z2x100 (3.14)
wi

W2: Son Tartim (g)
Wi1: ilk tartim(g)

3.2.4.5. Sisme analizi

Silindirik bir 6rnek kiitlesi jelin merkezinden (10 mm yiiksekliginde 8 mm
capinda) alinarak tartim1 yapilmustir. Plastik bir siizgeg ile siiziilerek tampon soliisyona
(150 ml pH:7.0) ya da 50 ° C de deiyonize su igerisine 15 dakika daldirilmistir.
Cikarilan jelin etrafindaki sular hafif¢e alinarak islem sonunda son tartimdaki deger

kaydedilmistir. Asagidaki Esitlik 3.15 ile hesaplama yapilmistir (Ozel ve ark.2017).

Sisme Orami (%):———=x100 (3.15)

o

W1: Sismis Jelin agirhigi(g)
WO: Jelin baslangic agirhigi(g)
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3.2.4.6. Hidrojellerde protein sizint1 analizi

2 gr jel 6rnek tizerine 8 ml (0,05M pH:7.0) sodyum fosfat tamponu eklenerek 30
dakikada bir karistirilmak tizere 2 saat bekletilmistir. Daha sonra 4000 rpm de 10 dk
santrifiijlendikten sonra supernatantdaki ¢oziiniir protein miktar1 Bradford yontemi ile
Olciilmiistiir. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okuma yapilmistir (Wang ve
ark., 2013).

3.2.5.Istatistiksel Analizler
Yapilan biitiin denemeler ve analizler en az ii¢ tekerriir seklinde
gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel degerlerinin belirlenmesi icin

Chicago, USA iiretimi olan paket programi 22.0 SPSS SPSS Inc. kullanilarak

hesaplamalar yapilmaistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Visne Cekirdegi Proteini Modifikasyon Optimizasyonu

Visne ¢ekirdegi soguk pres makinesi ile yagi alinarak yagsiz posa elde edilmistir.
Bu posadan alkali eksraksiyon ve izoelektrik nokta ile ¢oktiirme yontemi ile protein
ekstrakte edilip dondurarak kurutma yontemi ile kurutulmus ve kalan yag ise hegzanla
uzaklagtinnlmigtir. Elde edilen VCP etiivde kurutularak agzi kapali sekilde

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Modifikasyon islemi belirlenen ¢alisma kosullarinda deneme deseninde
belirlenen enzim/protein orani ve siirelerde uygulanmistir. Modifikasyonun optimum
kosullarini belirlemek i¢in bagimli degiskenler; emiilsiyon aktivitesi, emiilsiyon
stabilitesi, yag baglama kapasitesi olarak sec¢ilmistir. Yapilan ©6n ¢alismalar
dogrultusunda 6 deneme gerektiren bir optimizasyon c¢alismast yapilmistir
Denemelerde yapilan analizlerden elde edilen veriler Cizelge 4.1. de verilmistir.
Analiz sonuglar1 dogrultusunda optimum nokta 5°C’ de 1/20 enzim /protein orani ve
18 saat modifikasyon siiresi olan deneme sartlarinda saglanmis ve s6z konusu
degiskenler optimum 6rnek tiretmek icin ¢alisma parametreleri olarak kabul edilmistir.
Optimum kosullarda iiretilen MVCP, dogrulama analizlerinin tekrar yapilmasi igin ve
ileri analizler i¢in kullanilmistir. VCP ve optimum MVCP belirlenen analizler

yapilarak sonuglar karsilastirilmistir.

Cizelge.4. 1. Belirlenen denemelerde yapilan analizlerden bagimli degiskenlerin sonuglari

Deneme No  Enzim/protein Siire(sa) EAI(m?g) ESI(dk) YBK(g/g)
orani
D1 1/5 12 52.16+0.65 14.44+0.16 2.70+0.00
D2 1/10 12 53.31+0.19 13.83+0.11 2.79+0.20
D3 1/20 12 61.37+0.19 15.39+0.12 7.00+0.05
D4 1/5 18 57.19+0.38 27.35+0.57 3.34+0.02
D5 1/10 18 57.19+1.15 17.42+0.04 7.85+0.31
D6 1/20 18 65.82+0.19 26.19+0.67 8.48+0.20

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak ifade edilmistir.(n=3)
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4.2. Visne Proteini ve Modifiye Edilmis Visne Proteinin Fonksiyonel Ozellikleri

4.2.1. Su tutma kapasitesi

Gidaya eklenen katki maddelerinin {iriniin biinyesindeki tuttuklari su, son
tirtiniin duyusal fiziksel 6zelliklerini, viskozitesini, karakteristik yapisini etkiler. Bu
durum bazi gidalarda gelistirilmek istenen bir 6zellik iken bazi gidalarda da
istenmeyen bir durum olarak karsimiza ¢ikabilir. Ornegin su tutma kapasitesi viskozite
degeri yiiksek olmasi istenen hamur, ¢orba, siitlii tatli ve firincilik iirtinleri sektorii igin
istenen bir fonksiyonel ozelliktir. Suyun tutulmasi istenen durumlarda protein
yapilarinin ¢dziinme gostermeden suyu bilinyesinde tutarak viskoziteyi arttirip son
tirtine kivamli bir form saglamasi istenmektedir (Seena ve Sridhar, 2005). Goriildiigii
gibi proteinlerin su tutma kapasitesi gida iiretim sektoriinde 6nemli bir fonksiyonel
Ozelliktir. Proteinin su tutma Kkapasitesi sekline, boyuta, hidrofobik-hidrofilik
etkilesimlere baglidir. Su tutma 6zelligini ortamdaki yag, karbohidrat varlig1 ve ayrica

ortamdaki aminoasitlerin niteligi de etkilemektedir (Saldamli ve Temiz, 1998).

VCP su tutma kapasitesi 0.66+0.00g/g olarak bulunmustur. MVCP i¢in yapilan
su tutma kapasitesi analizinde protein tamamen ¢oziindiigiinden dolay1 bir sonug
kaydedilememistir (Cizelge.4.2). Yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen veriler
incelendiginde VCP su tutma kapasitesi, Fernandez-Quintela ve ark. (1997)’ nin
yaptig1 arastirmada bakla proteini (1.8 g/g) , soya proteini (1.3 g/g) ve bezelye
proteininden (1.7 g/g) , mahlep ¢ekirdegi protein konsantresi 2.81g/g(Glizel,2011)
kayis1 ¢ekirdegi ici proteini 1.4 g/g (Sharma ve ark., 2010) ile 3.87-5.60 g/g ¢6ziiniirliik
gosteren piring kepegi konsantresinden (Chandi ve Sogi, 2006) daha azdir.
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Cizelge.4. 2. Visne Cekirdegi Proteini ve Modifiye Visne Cekirdegi Proteininin fizikokimyasal ve
fonksiyonel 6zellikleri

Visne proteini Modifiye visne proteini

Su tutma kapasitesi (g/g) 0.66+0.00 -

Yag baglama kapasitesi (g/g) 1.534+0.06 8.48+0.28
Emiilsiyon aktivitesi (m?/g) 45.3+1.63 65.82+0.27
Emiilsiyon stabilitesi (dk) 15.10+£0.03 26.19+0.95
L" 88.87+0.00 70.87+0.00
a" 0.85+0.00 1.34+0.00
b* 11.38+0.00 6.92+0.00
Hausner orani 1.43+0.12 1.36+0.03
Carr indeksi 30.20+6.05 26.59+1.50
Su aktivitesi 0.17+0.00 0.46+0.00
Islanabilirlik (dKk) 4.01+0.02 46.5+0.73
Nem(%) 4.26+0.35 1.3540.04

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir.(n=3)

4.2.2.Yag baglama kapasitesi

Gidalarin duyusal ve fiziksel 6zelliklerini etkileyen en énemli faktorlerden biri
de yag ve proteinlerin arasindaki interaksiyonlardir. Bu etkilesimler sicaklik, pH ve
ortamdaki diger degiskenlere baglh farklilik gosterebilirler. Proteinlerin {izerine
yapilan arastirmalarda hidrofobitidesi yiiksek ¢oziiniirliigii ise diisiik olan protein
molekiillerinin yag baglama kapasitesi daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Diisiik
yogunluklu, partikiil boyutu kiiciik protein toz formlarinin da yiiksek yogunluklu
formlara oranla yag baglama kapasitesi daha yiiksek oldugu belirlenmistir(Cheftel ve
ark., 1985). VCP ile MVCP yag baglama kapasitesi sonuglar1 Cizelge 4.2° de
verilmistir. VCP yag baglama kapasitesi 1.53+0.06 g/g iken MVCP YBK 8.48+0.28
g/g bulunmustur. Bu sonuglar karsilastirildiginda MVCP YBK 6nemli olcilide artis
gostermistir. Modifikasyon islemi yag baglama kapasitesinde pozitif yonde etki
gostermistir.

Elde ettigimiz verilere gore literatiirle karsilastirildiginda MVCP’ nin yag
baglama kapasitesi; Fernandez-Quintela ve ark. (1997)’ nin yaptigi arastirmada
baklagillerde YBK 1.20 g/g ile bezelye proteini, soya proteini ise 1.10 g/g, bakla
proteini 1.60 g/g, 1.18 g/g YBK ile keten tohumu (Martinez-Flores ve ark., 2005), 3.32
g/g YBK ile kaju izolat1 (Ogunwolu ve ark., 2009), 1.40 g/g YBK ile kayis1 ¢ekirdegi
izolat1 (Sharma ve ark., 2010), YBK 1.66 g/g(Giizel,2011) olarak belirlenen mahlep
¢ekirdegi i¢i proteini, 2.93 g/g YBK ile badem izolati (Sze-Tao ve ark., 2000) gibi
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bir¢ok tohum ve meyve ¢ekirdegi izolat1 ve konsantrelerinden biiytlik bir farkla daha
yiiksektir. Yiiksek yag tutma kapasitesi ile gida tiretiminde kullanilan pek ¢ok katkidan
daha iyi fonksiyonel 6zellige sahip oldugu belirlenmistir. STK ve YBK, proteinlerin
emiilsifikasyon kapasitesini degerlendirmek i¢in 6nemli parametrelerdir (Ren ve ark.,

2019).

4.2.3. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi

Kopiik; sivi tabakasindan ince bir form ile ayrilmis hava hiicrelerinden olusan
bir sistemdir. Bu sistem pek stabil degildir. Kopiik tabakanin stabilitesini artirmak i¢in
hava/su faz1 arasinda gerilimin hizla diisiiriilmesi gerekmektedir. Bunun i¢inde bazi
yiizey aktif maddeler kullanilmaktadir. Kopiik olusturma o6zelligi; protein
hidrofobikligi, ara yiizey 6zelligi ve ayrica kopiik tutma kabiliyetine sahip proteinin
en Oonemli fizikokimyasal Ozelliklerinden biridir (Dakhili ve ark., 2019). Kopiik
olusumu i¢in en dnemli faktor ¢cirpma ya da hava enjekte etme islemi sirasinda su/hava
arasinda olusan ara yiizeydeki gerilimin hizli bir sekilde diistiriilmesidir (Makri ve ark.,
2005). Protein tirii, hazirlama metodu, ¢oOziiniirliigli, kompozisyonu ve
konsantrasyonu ayrica ortam pHsi, ortamdaki tuz varh@ ve hidrofobik
interaksiyonlar kopiik olusumu ve stabilitesini etkilemektedir. Ayni1 zamanda farkli
uygulama ile olusan bazi reaksiyonlar ve molekiillerdeki degisimler kopiik olusumunu
etkilemektedir. Kopiik olusumunu ve stabilitesini etkileyen faktorler arasinda net yiik,
molekiiler esneklik, yiik dagilimi, yilizey hidrofobisitesi, hidrodinamik 6zellikler de
bulunmaktadir (Massoura ve ark., 1998). Proteinler mitkemmel hidrofilik-hidrofobik
aminoasit dengesi ortaminda yiiksek ¢ozliniirliikk ve yiizey yiikii oldugunda yiiksek kopiik
olusturma kapasitesi artmaktadir (Lafarga ve ark., 2018; Shevkani ve ark., 2015).

Kopiik stabilitesinin artmasi siirekli fazda ¢6ziinebilen proteinlerin sivi fazda
¢oziinmesine ve ylizey aktif Ozelligine baglhidir. Gidadaki proteinlerin birbiri
arasindaki etkilesimin artmasi viskozite artigina ve ara yiizeydeki olusan film tabakasi

koptik stabilitesinde artigsa neden olur. (Kaur ve Singh, 2007).

pH degerinin 2.0 oldugu noktada kopiik olusum kapasitesi VCP i¢in %358,
10.dk’da kopiik stabilitesinin %50 ve 30.dakikada kopiik stabilitesinin %47 oldugu
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tespit edilirken MVCP i¢in KOK %52, 10. dk ‘da kopiik stabilitesinin %49 ve 30.
dakikada kopilik —stabilitesinin = %48 oldugu tespit edilimistir. Sonuglar
karsilastirildiginda iki proteinde yakin degerler bulundugu goriilmektedir. pH 4.0’ te
ise VCP’ nde kopiik olusumu gézlenmezken MVCP’de KOK %31,10. dk ‘da %28,30.
dk’ da %26 gibi az bir kopiik olusumu gozlemlenmistir. Bu diisiik sonucun sebebi
proteinin bu asidik pH araliginda izoelektirik noktas1 olmasidir. pH 6.0 degerinde VCP
KOK %52 iken 10. dakikada KS 42, 30.dakikada KS 29 gbzlemlenirken MVCP de
KOK %054 iken 10. dakikada KS 48, 30.dakikada KS 28 oldugu gézlenmistir. Bu pH
degerinde iki protein i¢in degerler yakin ¢ikmistir. pH 8.0 degerinde VCP KOK %40
iken 10. dakikada KS %31, 30.dakikada KS %25.5 gozlemlenirken MVCP de KOK
%58 iken 10. dakikada KS %49, 30. dakikada KS %28 oldugu gozlenmistir. pH 10
degerinde VCP KOK %57 iken 10. dakikada KS %48, 30. dakikada KS %35
gozlemlenirken MVCP de KOK %68 iken 10. dakikada KS %64, 30. dakikada KS
%35 oldugu gozlenmistir. Sonuglar1 karsilastirdigimizda pH 10 degerinde MVCP in
VCP den daha 1yi KOK ve KS sahip oldugu gézlemlenmistir. pH 12.0 ‘de VCP kopiik
olusum kapasitesi %59 iken; 10. dakikada kopiik stabilitesi %53 ve 30. dakikada
kopiik stabilitesi %26.5 olarak ol¢iilmiistiir. pH 12.0° de MVCP KOK % 66, 10. dk’
da % 61 30. dk ‘da %55 oldugu goriilmiistiir. Sonuglari genel olarak degerlendirmek
icin Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 30. dk degerler i¢in ise Sekil 4.3’te verilen grafikler
incelendiginde modifiye visne g¢ekirdegi proteininin kopiik olusturma kapasitesi ve
stabilitesi egrileri VCP degerlerine gore daha yiliksek oldugu ve degerlerin artis
gostermis oldugu goriilmektedir.

Tiim bu veriler dogrultusunda VCP ve MVCP kopiik olusturma kapasitesilerinin
izoelektirik noktas1 pH 4.0’den uzaklastik¢a ¢oziiniirliiglin artmasiyla dogru orantili
olarak artis gosterdigi sOylenebilir. En fazla kopiik olusturma kapasitesi her iki protein
icin sirastyla pH 10.0 ve pH 12.0°de gozlemlenmistir. En yiliksek kopiik stabilitesinin
10 dk.” da her iki proteinde pH 12.0° de gézlemlenmistir. 30.dk’larda en yiiksek oldugu
degerler MVCP i¢in pH 12 noktasinda iken VCP i¢in pH 10°da yer almaktadir.

Mabhlep ¢ekirdegi i¢i protein konsantresinin kopiik olusturma kapasitesi ve kopiik
stabilitesi sirasiyla pH 12.0” da %43.75 ve %71.33 (30 dakika sonunda) (Giizel,2011) iken
calismada elde edilen degerlerle karsilastirildiginda VCP % 59 ve MVCP % 66 daha iyi
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koptik olusturma 6zelligi gosterirken, kopiik stabilitesinde ise VCP %48 ve MVCP %55
ile daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir. Bezelye izolat1 kopiik olusturma kapasitesi
%143 (Sumner ve ark., 1980) degeri ile VCP ve MVCP’ ne gore daha yliksek kopiik
olusturma ozelligi gosterdigi, ayrica mikrodalga uygulanmis kanola ¢ekirdegi proteini
kopiik olusturma indeksi % 102.67 kopiik stabilitesi 30. dk %95.05 (Li ve ark., 2020)

degerlerine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil.4. 1. Visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne ¢ekirdegi proteini kdpiik olusturma
kapasitesi grafigi

29



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Esra DEMIRKIRAN

Kopiik stabilitesi 10. dk (%)

Sekil.4. 2. VCP ve MVCP 10.dakikada kopiik stabilitesi grafigi
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Sekil.4. 3.VCP ve MVCP 30.dakikada kopiik stabilitesi grafigi
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4.2.4. Emiilsiyon aktivite indeksi ve stabilitesi

Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI); su/yag gibi birbiri ile karismayan en az iki
farkli sivinin  emiilsiyon olustururken protein molekiiliinlin ara ylizeye
adsorblanabilme kabiliyetidir. Emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) ise emiilsiyonun
dayanikliliginin bir gostergesidir. Elde edilen emiilsiyonda faz ayrimi meydana
gelmeden stabil kalabildigi siiredir. Proteinlerin emiilsiyon 6zelliklerini belirleyen ana
karakteristikler protein konsantrasyonu ve yiizey hidrofobisitesidir (Subagio, 2006).
Bunlarin disinda proteinin kaynagi, ¢oziiniirliigii, konsantrasyonu, ortamin pH si,
sicaklik, metot ve kullanilan alet ekipman gibi farkli kriterler proteinlerin emiilsiyon
olusturma ozelliklerini etkiler. Protein molekiillerinin emiilsiyon olusturma indeksi
yapilan ¢aligmalarda suda ¢oziiniirliikle paralellik oldugu sonucuna varilmistir. (Bilgi
ve Celik, 2004). Daha fazla yiizey yiikiine ve daha iyi ¢6ziiniirliige sahip protein, daha
giiclli emiilsiyon stabilitesi sergilerken, yiizey yiiklerinin hidrofobiklik ile etkilesimi

emiilsiyon olusumu ve stabilitesinde olumsuz bir etkiye sahiptir (Li ve ark., 2020).

Visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne cekirdegi proteini emiilsiyon
aktivitesi indeksi sonuglart Cizelge 4.2.°de belirtilmistir. Cizelgeden goriilebilecegi
gibi EAI degerleri VCP icin 45.3£1.63 m?/g ve MVCP igin 65.82+0.27 m?/g olarak
tespit edilmistir. MVCP emiilsiyon aktivite indeksi VCP emiilsiyon aktivite
indeksinden daha yiiksek bulunmustur.

EAI degerleri igin yapilan diger ¢alismalar incelendiginde bugday proteini 155
m?/g , 44.78 m?/g ile badem izolat1 (Sze-Tao ve ark., 2000), 115.9 m?/g ile soya protein
izolat1 (Webb ve ark., 2002), 57 m?/g peyniralt1 suyu protein izolat: (Webb ve ark.,
2002), 27.21+2.50 m#/g ile mahlep ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi emiilsiyon aktivite
indeksi (Giizel,2011), 20.4 m?/g yulaf kepegi protein konsantresinin ise 18.9 m?/g(Guan
ve ark., 2006) ve 534 m?%g ile siimbiil fasulyesi protein izolat1 (Subagio, 2006),
bezelye protein izolat1 %38 (Sumner ve ark., 1980), kanola ¢ekirdegi proteini emiilsiyon
olusturma kapasitesi %100(Li ve ark., 2020) olarak belirlendigi goriilmiistiir.

VCP ve MVCP 10. Dakikadaki emdiilsiyon stabilite indeksleri sirasiyla
15.10+£0.03- 26.19+ 0.95 dakika olarak belirlenmistir. MVCP VCP’ ne gore daha
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yilksek emiilsiyon stabilite indeksi gostermistir. Literatiir arastirmalart ile
karsilastirildiginda MVCP; ESI yerfistig1 protein konsantresi ESI 19.18 dakika (Wu
ve ark., 2009) degerine gore daha yiiksek, ancak 162 dakika ile stimbiil fasulyesi
protein izolat1 (Subagio, 2006) ve mahlep ¢ekirdegi protein konsantresinin emiilsiyon
stabilite indeksi 81.05 dakika (Giizel, 2011) ve mikrodalga ile 6nisleme tabi tutulmus
kanola ¢ekirdegi proteini emiilsiyon stabilitesi %94.07 (Li ve ark., 2020) olarak bulunan
degerlerle karsilastirildiginda modifiye visne proteini emiilsiyon stabilitesi daha

diistiktiir.

4.2.5. Protein Coziiniirliigii

Proteinlerin ¢6ziiniirliigii fonksiyonel ozelliklerde belirleyici bir ozelliktir.
Istenilen bir emiilsiyon 6zelligi igin ¢oziiniirliigiin yiiksek olmasi gerekmektedir.
Proteinin ¢oziiniirliigli; iyonik giic, sicaklik, ortam pH*s1, protein konsantrasyonu ile
ortamdaki ¢oziiciiler gibi faktorlere baglidir. Proteinin kaynagindan ekstraksiyonu ve
Oziitlenmesi islemlerinde ¢oziiniirligii ile ilgili bilgiler 6nemlidir. Coziiniirlik, gida
endiistrisinde proteinlerin degerlendirilmesi ve kullanimi agisindan 6nemlidir (Cheftel

ve ark., 1985).

VCP ve MVCP nin pH 2.0-12.0 arasindaki protein ¢oziintirliik profili Sekil
4.4‘de verilmistir. VCP de maksimum c¢oziintirlikk %99.12 +0.21 pH 12.0°da
gozlemlenirken MVCP de maksimum ¢oziiniirliik % 96.51+0.21 ile pH 12.0° da
gozlemlenmistir. Hem VCP hem de MVCP pH 8.0, 10.0, 12.0 degerlerinde iyi
¢Oziinlirlik gostermistir. En diisik ¢oziiniirlik VCP i¢in %9.24+0.62 ile pH 4.0
degerinde elde edilmis ve MVCP’ nde de minimum ¢oziintirliik degeri %12.41+0.56
ile pH 4 degerinde gozlenmistir. Bu sonuglara gore VCP ve MVCP igin izoelektrik
noktanm (pI) pH 4.0 degerinde bulundugu sonucu ¢ikarilmistir. Ozellikle pH 6.0
degerinde VCP %48.71£2.49 ¢oziniirliik degeri ile MVCP %91.75+0.55 ¢oziintirliik
ile pH degerlerine gore 2 kat gosterdigi artigla dikkat ¢ekmektedir. Genel olarak
Cizelge incelendiginde pH 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0, 12.0 degerlerindeki VCP ve MVCP
¢oziiniirliikleri karsilastirildiginda MVCP ¢6ziiniirliik sonuglarinin 6nemli 6lgilide artis

gosterdigi gozlemlenmistir. Gida proteinlerinin ¢ogunlugu min. ¢6ziiniirliik asidik pH
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4.0-5.0 degerlerinde, max. ¢ozinlrlik pH 10.0-12.0 degerlerinde oldugu
belirlenmistir (Damodaran, 1997). Mahlep c¢ekirdegi proteini ile yapilan caligmada
maksimum ¢oziiniirlik pH 12.0” da %95.97 oraninda ve minimum ¢6ziintirliik %16.71

degeri ile pH 6.0’ da gostermistir (Glizel,2011).
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Sekil.4. 4. Visne ¢ekirdegi proteini ve modifiye visne ¢ekirdegi proteininin farkli pH degerlerindeki
¢oOziintirliiklerinin karsilastirilmasi

4.2.6. Renk Analizleri

Hunter Lab cihazi kullanilarak protein oérneklerinin renk 6zelligi belirlenmistir.
Modifikasyon islemi Oncesi ve sonrasi protein tozlarmin L*, a*, b* degerleri
Olciilmiistiir. Analizlerin sonuglar1 Cizelge 4.2.’de gosterilmistir. Sekil 4.5’te ise VCP
ve MVCP goriintiileri sunulmugtur. VCP rengi agik sariya yakinken, MVCP ise parlak
bir gri renk almistir. VCP L*:88.87, a*: 0.85 b*: 11.38 iken MVCP L*:70. 87, a*:
1.34, b*: 6.92 olarak go6zlemlenmistir. Bu sonuglara gore aydinlik degeri (L*)
modifikasyon isleminden sonra azalirken kirmizi-yesil (a*) degeri artmig ve sari-mavi
(b*) degeri ise azalmistir. Modifikasyon sonrasi bu degisim ve L “ degerindeki degisim
modifikasyon sirasinda proteinin ¢ézlinmesi ve enzimin ¢alismasi i¢in uygulanan pH
degisimleri ve 1sitmali manyetik karigtirma isleminden kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Diger protein izolatlarinin renk degerlerine bakildiginda ¢okeltisi
suyla yikanmig bezelye protein izolatinda b* degeri 22.1 ve L* degeri 62.8, a* degeri

5.0 (Sumner ve ark., 1980), ¢okeltisi %70 alkol icerigine sahip ¢ozelti ile muamele
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edilmis siimbiil fasulyesinin protein izolatt b* degeri 3.36, L*degeri 90.32 ve a*
degeir 1.76, (Subagio, 2006) ve farkli nohutlardan f{iretilen protein izolatlarinda b*
degerleri 22.46-24.95, L*degerleri 58.63- 61.33, a* degerleri 1.88-2.21, (Kaur ve
Singh, 2007) mahlep ¢ekirdegi proteini b*degeri 8.68, L*degeri 55.59, a*: 4.61
(Yildirim, 2011) gibi degerler elde edilmistir.

Sekil.4. 5. a, vigne ¢ekirdegi proteini, b, modifiye visne ¢ekirdegi proteini

4.2.7. Hausnerr orani ve carr indeksi

Carr indeksi ve Haussner orani kitle yogunlugu ve sikistirilmis kitle yogunlugu
ile hesaplanmaktadir. Haussner oran1i 1 ve 1.60 arasinda degerlendirilirken, Carr
indeksi 10 ile 38 arasinda degerlendirilir. Carr indeksi ve Haussnerr oranmi arttik¢a
akiskanlik azalmaktadir(Basyigit ve Cam, 2017). Cizelge 4.2.” de gorildiigii gibi VCP
Housner oran1 1.43,MVCP ise 1.36 olarak, Carr indeksi ise VCP 30.20, MVCP 26.59
olarak belirlenmistir. Bu degerlere goére modifikasyon islemi sonras1 akigkanlik ¢ok az

artmistir.

4.2.8. Su aktivitesi (aw)

Su aktivitesi gidalardaki reaksiyonlarda kullanilabilecek serbest su olarak
tanimlanmistir (Quek ve ark., 2007). Su aktivitesi yliksek oldugunda gidalardaki
serbest su da fazla olacagindan kimyasal reaksiyonlar, bozulmalar hizlanir ve iiriiniin
raf dmrii kisalir (Vardin ve Yasar, 2012). Cizelge 4.2.’de VCP ve MVCP o6rnekleri su

aktivitesi degerleri verilmistir. Degerler iki tekerriiriin ortalamasi alinarak
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hesaplanmistir. VCP aw degeri 0.17 iken MVCP 0.46 olarak sonuglar elde edilmistir.

Modifikasyon iglemi sonrasinda VCP aw degerinin arttig1 gézlemlenmistir.

4.2.9. Islanabilirlik

Islanabilirlik; partikiillerin suyu absorbe edebilmesidir. Islanabilirligi etkileyen
faktorler 6rnege temas eden su ve orneklerin partikiil bliyiikligiidiir (Gaiani ve ark.,
2007; Freudig ve ark., 1999). Yiizeydeki hidrofobik bir bilesen (yag v.b) varliginda
1slanabilirlik degeri diiserken, hidroskobik bir bilesen (laktoz) varliginda ise
artmaktadir (Féaldt ve Bergenstdhl, 1996). Cizelge 4.2." de 1slanabilirlik degerleri
verilmigstir. Islanabilirlik degeri VCP 4.01 dk iken MVCP 46.5 dak olarak
belirlenmistir. Burada modifikasyon islemi islanabilirlik siiresinde biiyiik bir farka
neden olmustur. VCP’den bu kadar farkli olmasi yag tutma kapasitesinin yliksek

oldugu diisiiniilebilir.

4.2.10. Nem

Nem gidalarda yer alan toplam suyun % cinsinden ifade edilmesidir (Quek ve
ark., 2007). Cizelge 4.2° de VCP ve MVCP o6rnekleri nem degerleri verilmistir.
Modifikasyon dncesi ve sonrast nem degerleri karsilastirildiginda VCP nem degeri %

4.26 modifikasyon islemi sonrast MVCP nem degeri % 1.35 nem degerine diismiistiir.

4.3.Enstriimental Analizler

4.3.1.Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Modifikasyon isleminin visne proteini yilizey deseni iizerindeki etkisini
gozlemlemek icin SEM analizi ile degerlendirilmistir. FElde edilen SEM
mikrograflarinda modifiye edilmemis protein tozlarinda partikiil boyutlarinin daha
diizglin bir dagilima sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Modifiye edilmis visne
protein tozunun degisken boyutlarda oldugu goézlemlenmistir. Visne proteininde,

modifikasyondan sonra toz yapisinin daha diizensiz bir yap: ve priizsiiz ylizeye sahip
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oldugu goriinmektedir. Ancak modifiye edilmemis protein tozu piiriizli bir ylizeye ve
kiiresel bir sekle sahiptir. Modifiye edilmis protein tozu partikiilleri, yliksek biiyiitme
altinda ufalanmis ¢ok katmanli tabaka yapisi olarak sekillenmistir. Her iki protein
orneginde dondurarak kurutulmasi goéz oniinde bulunduruldugunda modifkasyon
islemi protein morfolojisi tizerinde oldukga etkili olmustur. Kurutma esnasinda olugan

kristal yap1 ve kuruma hiz1 partikiil boyutuna etki etmis olabilir.

Mag= 100 X EHT= 500 kV EP Target=1.00e001 mBar ZEISS) Mag= 100X EHT = 5.00 kV EP Target = 1.00e001 mBar
SignalA=SEl  WD=160mm  Vacuum Mods = High Vacuum

Signal A=SE1  WD=170mm  Vacuum Mode = High Vacuur

Mag= 600X EHT= 6,00 kV EP Target=1.00e-001 mBar Mag= 500X EHT = 5.00 k¥ EP Target= 1.00e-001 mBar ZEISS
SignalA=SE1  WD=150mm  Vacuu SignalA=SE1  WD=160mm  Vacuum Mode = High Vacuum

Mag= 300KX  EHT=500kV  EP Target=1.00e.001 mBar < Mag= 300KX  EHT=600kV  EP Target=100e:001 mBar ZEISS
Signal A=SE1  WD=160mm  Vacuum Mode = High Vacuum Signal A=SE1  WD=160mm  Vacuum Mode = High Vacuum

Ham visne proteini  Modifiye visne proteini

Sekil.4.6.Visne cekirdegi proteini ve modifiye visne ¢ekirdegi proteininin SEM goriintiileri
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4.3.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi 151k spektroskopu (FTIR) analizi

Modifiye visne cekirdegi proteininin ve visne g¢ekirdegi proteininin molekiil
tiirlinii  incelemek ve degisimini gormek icin FTIR spektroskopisi analizleri
yapilmistir. 500-4000 dalga boyunda ¢alisilmistir. Analizlerden 6nce numunelerin su
aktivite degerleri yaklasik 0.1 olarak belirlenmistir. Uygulanan modifikasyon
isleminin proteinler arasinda yeni olusturdugu baglarin incelenmesi igin FTIR
sonuglart kaydedilmistir (Sekil 4.6.). Proteinlerin yapisindaki degisimler, protein-
protein arasindaki olusan kovalent ve ¢apraz baglarin yapilarin1 ve ortamdaki
bilesenleri incelemek i¢in cihazda belirlenen parametreler su sekilde verilmistir: 1600-
1700 cm™* dalga boyu amid | grubu igin, 1520-1565 cm™ amid II grubu igin, ~1300-
1700 cm dalga boyu amid III gruplari i¢in belirlenen dalga boyu(y) arahigidir(Pezzei
ve ark.,, 2010; Dufour, 2009).VCP ile denemeler karsilastirildiginda VCP’nin
karakteristik 6zelliklerinin degismedigi yapilan FTIR spektroskopisinden elde edilen
grafikten (Sekil 4.7) net olarak goriilmektedir.

Visne Proteini

D6 (optimum nokta)
W

T T e

D3

WM

D1

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.7. Fourier dontisiimlii kizilotesi 151k spektroskopisi (FTIR) verileri
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4.3.3.Termal kararhlik (TGA) analizi

VCP ve MVCP numuneleri termal 6zellikleri karsilastirmak i¢in TGA analizi
yapilmistir. Bu egri, numunenin termal davraniglarinin gozlemlenmesini saglar. TGA
sicakliga bagli olarak maksimum agirlik degisimini vermektedir. VCP ve MVCP
numunelerinin TGA agirlik kaybi egrileri Sekil 4.8” de verilmistir. Agirlik kaybi egrileri
incelendiginde VCP ve MVCP agirlik kaybi 300°C ye kadar ayni oranda diisiis gostermis,
300°C ve 700°C arasinda ise diisiis oranlari ve sicakliklar1 degismistir. Bu sicaklik
araliginda MVCP deki agirlik kayb1 VCP gére daha az gozlemlenmistir. 420°C’ de MVCP
de %30 agirlik kayb1 goriiliirken VCP de %40 agirlik kaybr goriilmiistiir. 700°C” de hem
VCP hem de MVCP’ de agirlik kayb1 %20 olarak goriilmektedir. 1000°C’de VCP agirlik
kaybt %0 iken MVCP %10 agirhik kaybi goriilmiistiir. Bu egriler incelendiginde
modifikasyon isleminin visne ¢ekirdegi proteininin 1stya dayanikliligini artirdigi sonucuna

varilabilir.
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Sekil.4. 8. Termogravimetri analizi diyagramlari
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4.3.4.X-ray 1sinlarmin kirinimi (XRD) analizi

Kat1 haldeki gida maddeleri kristal, yar1 kristal veya amorf olarak siniflandirilir
(Chen ve ark., 2017). Visne ¢ekirdegi proteini (VCP) ve modifiye visne c¢ekirdegi
proteininin (MVCP) XRD verileri Sekil 4.9.°da gdosterilmektedir. Numunelerden
amorf yapidakilerin pikleri genelde daha genis bir ¢an egrisi olustururken Kristalite
degeri yiiksek olanlarin XRD grafigi incelendiginde daha dar acil1 bir pik olusturdugu
gozlemlenmistir (Caparino ve ark., 2012). VCP ve MV CP paralel bir grafik gostermis,
20 9C de daha fazla amorf bir yap1 gosterirken 10°C ve 50°C de daha diisiik bir pikle
amorf dzellik gostermistir. VCP ve MVCP kiyaslandiginda MVCP ait grafikte 20 °C
de amorf yap1 azalarak pik daha keskinlesmis, amorf yapi azalmistir. Buradan
anlasildig tizere VCP ve MVCP amorf yapiya sahip ve kristalitesinin diisiik oldugu
sonucu bulunmustur. Literatiir arastirmalarina bakildiginda kanola c¢ekirdegi
proteini(Li ve ark.,2020), bezelye protein izolat1 (Lan ve ark.,2019) soya proteini
izolat1 (Zhang ve ark., 2012), Kaushik ve ark. (2016)’ nin yaptig1 calismada keten
tohumunun proteini ve nohut protein konsantreleri (Ghribi ve ark., 2015) 26 = 20°'de
bir tepeye sahip genis bir bant olan baskin bir amorf hali sergilemislerdir. Amorf
ozelliklere sahip proteinlerin miikkemmel ¢oziiniirliige, daha iyi su tutma kapasitesine
ve sikistirilabilirlige sahip oldugu gozlemlenmistir (Chen ve ark., 2017). Kanola
cekirdegi proteininin kristal olmayan 6zelliklerine, 10° ve 20°'de tepe agilari sunan o-

sarmal ve B-tabakanin ikincil yapisinin sebep oldugu bulunmustur (Bendit, 1960).
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Sekil.4. 9. X-ray 1gmlarinin kirinimi (XRD) spektroskobisi goriintiileri

4.3.5. Hidrojel Olusturma Kapasitesi

Visne c¢ekirdegi proteini, pektin-visne ¢ekirdegi proteini, modifiye visne
cekirdegi proteini ve modifiye visne ¢ekirdegi proteini -pektin olmak tizere dort farkl
ornegin jel olusturma kapasitelerinin ve 0Ozelliklerinin arastirilarak sonuclarin
karsilastirilmast i¢in hidrojel analizleri yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.3° te

yer almaktadir.

Cizelge 4.3. incelendiginde su kaldirma kapasitesi modifikasyon islemi ve
pektin ilavesi ile onemli bir artig gostermistir. Modifikasyon iglemi sirasinda olusan
baglarin siki bir yap1 olusturmasi ve pektinin de bu baglarin arasinda dolgu gorevi
yapmast ile birlikte daha dayanikli ve kararli bir hidrojel elde edilerek su kaldirma
kapasitesinin artis1 gozlemlenmistir. Bu da su salma sorunu yasanan gidalarda istenilen
yapinin elde edilebilecegini gostermektedir. Ayni tablo jel hacim indeksi ve sisme
oraninda da gozlemlenmektedir. Protein sizdirilabilirlik degerinde ise VCP % 19.11
iken VCP-pektin de %18.72, MVCP de 18.26 iken MVCP-pektinin olusturdugu
hidrojelde % 10.51 oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére modifiye protein ve pektinle

elde edilen jelde disariya salinan protein miktarinin azalmasi olusan hidrojel yapida
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protein miktariin daha fazla tutuldugunu gostermistir. Bu gida sektoriinde istenen bir
ozelliktir. Sonuclar sira ile gézlemlendiginde bu basariy1 pektinin eklenmesi ile elde
edildigi sonucuna varilabilir. Elde edilen verilere ve Sekil 4.10. daki gorsel
degerlendirildiginde modifiye proteinin pektinle olusturdugu hidrojellerin jellesme
ozelligi ve kararliligi, tekstiirel olarak dayanikliligi ve sikiligi artirdigi sonucuna

varilmstir.

Literatiirde yapilan caligmalara bakildiginda bezelye protein izolati jellesme
konsantrasyonu %16(Fernandez-Quintela ve ark. (1997), kusburnu ¢ekirdegi proteini
jel olusturma konsantrasyonu %8 (Moure ve ark. 2001), Cin ¢ilegi jel olusturma
konsantrasyonu %12 (Cheng ve ark. 2009), kaju fistig1 jel olusturma konsantrasyonu
%10 (Ogunwolu ve ark. 2009) visne ¢ekirdegi proteini jel olusturma konsantrasyonu
%8(Gedik,2011) olarak belirlendigi goriilmiistiir. Modifiye visne ¢ekirdegi proteininin
olusturdugu jel yapist literatiirle karsilastirildiginda daha giiclii ve kararli oldugu

analiz sonuglariyla goriilmektedir.

Cizelge.4. 3. Visne Cekidegi Proteini ve Modifiye Visne Cekirdegi Proteininin Olusturdugu
Hidrojelin Ozellikleri

Visne Visne Modifiye Visne Modifiye visne

Proteini proteini+Pektin Proteini proteini+Pektin
Su Kaldirma
Kapasitesi (%) 56.28+0.58 72.23+1.00 81.92+0.21 89.31+0.62
Jel Hacim
Indeksi(%) 61+1.41 65.01+1.44 91.26+6.69 97.42+1.07
Protein
Suzdinlabilirlik 9 1 55 18.72+0.42 18.26+0.15 10.510.15
Orani(%)
Sisme Oran1 (%)  0.78+0.07 1.47+0.62 2.81+0.91 4.45+0.76

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir.(n=3)
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Sekil.4.10. a: modifiye visne ¢ekirdegi proteini-pektin, b: visne ¢ekirdegi proteini-pektin olusturdugu
hidrojel goriintiileri.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada MTGaz enziminin visne proteini tizerindeki etkisinin belirlenmesi
amaciyla visne ¢ekirdegi proteinine MTgaz enzimi ile 5°C de modifikasyon islemi
uygulanmis freeze yontemi ile kurutulmustur. Yapilan analizlerle visne g¢ekirdegi
proteininin modifikasyon oncesi ve sonrasi bazi fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel
Ozelliklerindeki degisim ortaya konulmus, optimum modifikasyon sartlari
belirlenmistir.  Yapilan c¢alismalarla optimum modifikasyon kosullart 1/20
enzim/protein orant ve 18 saat inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar modifikasyon isleminin visne c¢ekirdegi proteininin fonksiyonel
ozelliklerinde iyilesme ve kararlilik sagladigin1 gostermistir. Modifiye proteinin gida
tiretim asamalarinda daha kaliteli ve daha kararli iirlinler elde etmek i¢in bir gida
ingrediyeni olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu verilerle ortaya konulmustur.
Calismada elde edilen veriler 6zet olarak asagida sirayla belirtilmistir.

Proteinlerin ¢oziiniirliikleri incelendiginde maksimum ¢6ziintirliikk pH 12.0° da
visne cekirdegi proteininde (102.86+3.52) gézlemlenirken, modifiye visne ¢ekirdegi
proteininde (99.41+£4.32) olarak gozlemlenmistir. En diisiik ¢6ziiniirliik ise pH 4,0
degerinde visne c¢ekirdegi proteini i¢in (%9,24+0.62), modifiye visne c¢ekirdegi
proteini icin (%12.41+0.56) olarak gdzlenmistir. Ozellikle pH 6,0 degerinde elde
edilen ¢oziiniirliik degerleri vigne c¢ekirdegi proteini (%48,71£2.49) modifiye visne
cekirdegi proteini (%91,75+£0.55) incelendiginde modifikasyon isleminin protein
¢Oziinlirliiglinde neden oldugu artis dikkat ¢ekmektedir. Genel olarak proteinlerin pH
2,4, 6,8, 10, 12 degerlerindeki coziiniirliikleri karsilastirildiginda modifiye visne
cekirdegi proteininde ¢Oziiniirliik sonuglarmin 6nemli Olclide artis gosterdigi

gozlemlenmistir.

Yag baglama kapasitesi visne ¢gekirdegi proteininde 1.53+0.06 g/g iken modifiye
visne ¢ekirdegi proteininde 8.48+0.28 g/g bulunmustur. Modifikasyon isleminin yag
baglama oOzelliginde 6nemli bir fark olusturdugu sonucuna varilmistir. Su tutma
kapasitesi ise visne ¢ekirdegi proteininde 0.66 g/g olarak tespit edilirken modifiye

visne ¢ekirdegi proteini suda tamamen ¢ozilindiiglinden belirlenememistir.
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Emiilsiyon aktivite indeksi degerleri visne ¢ekirdegi proteini igin 45.3+1.63 m?/g
ve modifiye visne c¢ekirdegi proteini igin 65.82+0.27 m%*g, VCP ve MVCP 10.
Dakikadaki emiilsiyon stabilite indeksleri sirasiyla 15,10+£0.03- 26,19+ 0,95 dakika
olarak belirlenmistir. Emiilsiyon aktivite indeksinde ve emiilsiyon stabilite indeksinde
modifiye visne ¢ekirdegi proteini degerleri visne ¢ekirdegi proteini degerlerinden daha

yiiksek bulunmustur.

Visne ¢ekirdegi proteini pH 12.0 ‘da kdpiik olusum kapasitesi %59, 10. dakikada
koplik stabilitesi %53 ve 30. dakikada kopiik stabilitesi %26.5 olarak Slgiilmiistiir. pH
12.0° da modifiye visne ¢ekirdegi proteini KOK % 66, 10. dk’ da % 61 30. dk *da %55
oldugu goriilmiistiir. pH 4.0’ te ise VCP’ nde kdpiik olusumu gozlenmezken MVCP’de
KOK %31.10 gibi az bir kopiik olusumu goézlemlenmistir. Genel olarak sonuglar
karsilagtirildiginda modifiye proteinin kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi vigne
cekirdegi proteininden daha iyi oldugu sonucu elde edilmistir.

VCP ve MVCP pektinle olusturdugu hidrojellerde yapilan analizler ve
incelemeler sonucunda pektinin ve modifikasyon isleminin hidrojel olusturma
kapasitesini artirdigi, olusan kovalent baglar sayesinde daha stabil daha kararli ve

giiclii bir hidrojel yapisi elde edildigi sonucuna varilmistir.

Modifiye edilmis visne ¢ekirdegi proteini gida sektdriinde en ¢ok kullanilan soya
proteinine gore bazi Ozelliklerde yakin ve hatta daha iyi isleve sahip oldugu i¢in
emiilsifiye edici, stabilizator gibi amaclarla kullanilmak iizere yeni bir dogal katki
maddesi alternatifi sunabilecegi elde edilen verilerle ortaya konulmustur. Ayni
zamanda kalic1 bir sekilde atik yonetimi gerceklestirilerek bir ¢evre kirliligi sorunu
giderilmis olup, zengin besin 6gelerine sahip visne ¢ekirdegi gida iiretiminde dogal ve
etkin bir gida ingrediyeni olarak daha iyi alanlarda degerlendirilmis olur. Ulke
kaynaklarmin korunmasi ve ekonomiye saglanabilecek katkida diger bir avantaj olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada; bircok gida maddesinin iiretimi sirasinda farkli
asamalarda kullanilarak gidanin biyoyararliligini artiran, kalitesini, tat ve tekstiiriinii

gelistiren ve yeni fonksiyonel gida ve ingrediyenlerin kesfedilmesini saglayan
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transglutaminaz enzimi kullanilarak modifikasyonla fonksiyonel 6zelliklerin daha iyi

ve kararli hale getirilebildigi sonucuna varilmstir.

Ekonomik degeri diisiik olan ve genelde gida atig1 olarak agiga c¢ikan visne
cekirdeginin gesitli gidalarin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirerek maddi ve besleyici
degerini artirilmasina ve farkli {irtinlerin iiretilmesine katki saglayacagi sonucuna

varilmistir.

Farkli ¢alismalarda;
e Modifiye proteinin iirlinlerde kullanim1 saglanarak elde edilen gidanin
fonksiyonel 6zellikleri arastirilabilir.
e Visne cekirdegi proteini farkli modifikasyon yontemleri uygulanarak
fonksiyonel ve fiziko kimyasal Ozellikleri {iizerindeki etkileri

incelenebilir.
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