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OZET

SURDURULEBILIR SUMERCIMEGIi URETIMI ILE BiTKIiSEL
BAZLI PROTEIN VE KLOROFIL iCEREN SAGLIKLI GIDA
URUNLERININ GELISTIRILMESI

AKYUZ, Ayca

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Seda ERSUS
Ocak 2025, 152 sayfa

Yapilan bu tez ¢alismasinda, hayvansal proteinlere alternatif ve siirdiiriilebilir
bir bitkisel protein kaynagi olan su mercimeginin protein igeriginin, yetistirme
ortam1 olan Hoagland soliisyonu bilesimine bagli olarak degisiminin belirlenmesi
calismanin ilk asamasi olarak arastirilmistir. Hoagland soliisyonu makro
elementlerinden KH2POs (%33,06) ve Ca(NO3)2.4HO’nun (%36,61) etken
parametreler oldugu Plackett-Burman faktoriyel tasarimindaki katki yiizdelerine
gore belirlenmistir. Etken parametreler ve pH degeri ile yanit ylizey yontemi ile
gergeklestirilen optimizasyon sonucu 3,92 mM KH2POys, 7,95 mM Ca(NOs).2.4H20
ve pH 7,22 degeri optimum kosullar olarak bulgulanmistir. Optimum kosullarda
yetistirilen su mercimeginin protein igerigi baslangica gore 9. gilin sonunda %28
oraninda artmistir. Modifiye edilmis Hoagland soliisyonunda yetistirilen su
mercimeginin protein igerigi %41,74 iken ticari Hoagland soliisyonunda yetistirilen

su mercimeginin protein igerigi %33,01 olarak belirlenmistir.

Protein igeriginin en yiiksek oldugu kosullarda yetistirilen su
mercimeklerinden maksimum verimlilikte protein ekstraksiyonu icin gerekli
kosullar ikinci asamada optimize edilmis ve ekstraksiyon verimini arttirmak
amaciyla enzim ve ultrases destekli ekstraksiyonlar gergeklestirilmistir. Optimum
kosullarda yetistirilen su mercimeklerinden protein izolasyonu icin belirlenen
optimum kosullar; pH 9 degeri, 5 mL/g ¢cozgen/katt oran1 ve 55 “C ekstraksiyon
sicakligi olarak belirlenmistir. Enzim destekli ekstraksiyon protein verimini 2,1 kat,
ultrases destekli ekstraksiyon 5,6 kat artig saglamistir. Ultrases destekli
ekstraksiyon ile izole edilen protein konsantrelerinin kuru madde bazindan protein

icerigi %60,09 olarak belirlenmistir. Protein konsantrelerinin mineral madde igerigi
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belirlenerek, alternatif protein kaynagi olarak tiikketime uygun oldugu belirlenmistir.
Protein konsantrelerinin esansiyel amino asitleri icerdigi, pH 9 degerinde yliksek
coziiniirlik (%92,16), yiiksek kopiirme (%92,62) ve emiilsiyon aktivitesi (%83,69)
gostermistir. Son olarak izole edilen protein konsantrelerinin atistirmalik bar,
ekmek ve kek diriinlerine eklenerek firiinlerin fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozelliklerine etkisi belirlenmistir. Gida tirlinlerine protein konsantresi eklenmesi
ile tirlinlerin protein igerigi arttirilmasi saglanirken ayni1 zamanda klorofil, fenolik,
flavonoid gibi biyoaktif madde igeriklerinin de degisimiyle antioksidan
kapasitelerinde de artis saglamistir. Su mercimegi protein konsantresi ilave edilen

iirlinler yapilan duyusal analizler sonucunda panelistler tarafindan kabul gormiistiir.

Anahtar sozciikler: Bitkisel protein, Su mercimegi, Optimizasyon,
Fonksiyonel gidalar, Yanit yiizey yontemi, Protein izolasyonu
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF HEALTHY FOOD PRODUCTS CONTAINING
PLANT-BASED PROTEIN AND CHLOROPHYLL WITH
SUSTAINABLE PRODUCTION OF DUCKWEED

AKYUZ, Ayga

Ph.D. in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Seda ERSUS
Jan 2025, 152 pages

In this thesis, the first phase of the study investigated how the protein content
of duckweed, a sustainable plant protein source alternative to animal proteins,
varies depending on the composition of the Hoagland solution, which serves as its
growing medium. The key parameters from the macro elements of the Hoagland
solution, KH2PO4 (33.06%) and Ca(NOs)2-4H20 (36.61%), were determined based
on the contribution percentages from the Plackett-Burman factorial design. The
optimization performed using response surface methodology with the active
parameters and pH value resulted in optimum conditions of 3.92 mM KH2POs, 7.95
mM Ca(NOz)2-4H20, and a pH of 7.22. Under these optimum conditions, the
protein content of the duckweed increased by 28% by the 9th day. The protein
content of duckweed grown in a modified Hoagland solution was found to be
41.74%, while that grown in commercial Hoagland solution was 33.01%.

In the second phase, conditions for maximum protein extraction efficiency
from the duckweed grown under the highest protein content were optimized.
Enzyme and ultrasound-assisted extractions were performed to increase the
extraction yield. The optimum conditions for protein isolation from the duckweed
grown under optimal conditions were determined to be a pH value of 9, a
solvent/solid ratio of 5 mL/g, and an extraction temperature of 55 °C. Enzyme
assisted extraction increased protein yield by 2.1 times, while ultrasound-assisted
extraction resulted in a 5.6-fold increase. The protein content of the concentrates
isolated using ultrasound-assisted extraction was found to be 60.09% on a dry
matter basis. The mineral content of the protein concentrates was analyzed, and it
was determined that they were suitable for consumption as an alternative protein
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source. The protein concentrates contained essential amino acids and demonstrated
high solubility (92.16%), high foaming (92.62%), and emulsion activity (83.69%)
at pH 9 value. Finally, the isolated protein concentrates were added to snack bars,
bread, and cake products, and their effects on the physical, chemical, and sensory
properties of the products were determined. The addition of protein concentrate to
food products increased their protein content, while also altering the levels of
bioactive compounds such as chlorophyll, phenolics, and flavonoids, leading to an
increase in antioxidant activities. The products containing duckweed protein
concentrate were well-received by panelists in the sensory analysis.

Key words: Plant protein, Duckweed, Optimization, Functional foods,
Response Surface Methodology, Protein isolation
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ONSOZ

Yapilan tez ¢aligmasi kapsaminda, alternatif siirdiiriilebilir bitkisel protein ve
klorofil kaynagi olarak belirlenen su mercimegi bitkisinin protein igerigini
arttiracak sekilde yetistirme kosullarinin ve ortaminin besin igeriginin optimize
edilmesi ve segilen optimum kosulda yetistirilen su mercimegi bitkisinin gida
sektoriinde  kullanilmak  iizere  siirdiiriilebilir  {iretiminin  saglanmasi
gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda, su mercimeginin yetistirme ortami olarak
belirlenen Hoagland soliisyonunun makro-bilesenlerinin protein icerigini etkileyen
faktorleri Plackett-Burman tasarimi ile belirlenmistir. Etken parametreler (KH2POa,
Ca(NO3)2.4H20 ve pH degeri) yanit yiizey yoOntemi ile optimize edilerek su
mercimekleri belirlenen optimum kosulda yetistirilmistir. Ardindan ekstraksiyon
parametreleri optimize edilerek maksimum verimde protein konsantresi {iretimi
gerceklestirilmistir. Izole edilen protein konsantrelerinin fiziksel, kimyasal ve
fonksiyonel ozellikleri belirlendikten sonra su mercimegi protein konsantresi
atistirmalik bar, ekmek ve kek formiilasyonlarina eklenerek bu iiriinlerin fiziksel,
kimyasal ve duyusal ozelliklerine etkisi belirlenmistir. Su mercimegi protein
konsantresi ilavesi ile atistirmalik bar, ekmek ve kek iirlinlerinin artan protein
iceriklerinin yani sira sagligi olumlu yonde etkileyen bilesenlerce zenginlestigi

belirlenmistir.

Tez calismas1 kapsaminda, Ayca AKYUZ, YOK 100/2000 Doktora Burs
Programu (Siirdiiriilebilir Tarim) ve TUBITAK 2211/A Yurt I¢i Genel Doktora

Burs Programi tarafindan desteklenmistir.
[ZMIR
24/01/2025

Ayca AKYUZ
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1. GIRIS

Proteinler, yasamin temel bilesenlerinden biri olup viicudun biiyiimesi,
yenilenmesi ve metabolik fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in hayati 6nem
tasimaktadir. Protein kaynaklari, hayvansal ve bitkisel olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Hayvansal proteinler, temel amino asitler bakimindan zengin
olmakla birlikte, c¢evresel siireklilik ve etik sorunlar nedeniyle sik¢a
elestirilmektedir. Bu nedenle bitkisel protein kaynaklari, siirdiirebilirlik ve daha
diisiik cevresel etki potansiyeliyle one ¢ikmakta ve giderek daha fazla ilgi
cekmektedir. Bitkisel proteinler, genellikle daha az doymus yag igcermekte ve lif,
vitamin ve fitokimyasallar gibi ek besin 6zelliklerine sahip kaynaklar olarak 6n

plana ¢ikmaktadir (Sabaté and Soret, 2014).

Bitkisel proteinlerin ekstraksiyonu, {iriin kalitesini ve fonksiyonel
ozelliklerini 6nemli Olgiide etkileyen kritik bir siirectir. Bu siirecte pH degeri,
sicaklik, ekstraksiyon siiresi, kati/sivi oran1 ve uygulanan yardimci ekstraksiyon
yontemleri gibi 6n islemler belirleyici rol oynamaktadir. pH degerinin, izoelektrik
noktanin altina veya iistiine ayarlanmasi, protein ¢oziliniirliigiinii etkilemektedir.
Sicaklik hem proteinlerin denatiirasyon riski hem de ekstraksiyon verimliligi
acisindan dikkatle kontrol edilmesi gereken bir parametredir. Bunlarin yani sira,
protein verimini ve safligin1 optimize etmek i¢in secilen ¢dzgenin ham maddeye
orani biiyiik bir 6neme sahiptir. Protein ekstraksiyonunu etkileyen parametrelerin
tek basina ya da birbirleri ile interaksiyonunun protein verimine etkisini belirlemek
amactyla bu parametrelerin optimize edilme gerekliligini ortaya koymaktadir

(Ortega et al., 2024).

Bitkisel proteinlerin izolasyonunda cesitli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlar, genellikle ¢oziiniirliik farkliliklarina dayali alkali ekstraksiyon/izoelektrik
¢oktiirme ve tuz ile ¢oktiirme (salting in/salting out) gibi yontemler (Cruz-Solis et
al., 2023; Cui et al., 2018) ve ileri teknolojilerle gelistirilen membran filtrasyonu
(Ehsani et al., 2024), ultrases destekli ekstraksiyon (Hildebrand et al., 2020),
enzimatik hidroliz (Chirinos et al., 2017) veya siiperkritik sivi (Capuzzo et al.,
2013) teknolojilerini igermektedir. Alkali ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme,

ekonomik ve etkili olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilirken; ultrases ve
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enzimatik yontemler, protein yapisin1 koruma ve 6zellikle fonksiyonel proteinlerin
cikarilmasi icin tercih edilmektedir. Bu yontemlerin se¢imi, ham madde tipi,

istenilen proteinin kalite ve verimi, maliyet ve ¢evresel etki gibi faktorlere baglidir.

Son yillarda, su mercimegi (Lemna minor) gibi az bilinen ve yenilikgi bitkisel
protein kaynaklar1 6nem kazanmistir. Su mercimegi, hizli biyokiitle iiretimi, diigiik
girdi ihtiyaci ve ¢evresel siirdiirebilirlik avantajlariyla dikkat ¢ekmektedir. Protein
icerigi, kuru agirligin %30-45’ine kadar ¢ikabilen su mercimegi, 6zellikle amino
asit profili acisindan hayvansal proteinlere yakin bir kompozisyon sunmaktadir
(Chakrabarti et al., 2018). Bu o6zellikleriyle su mercimegi, fonksiyonel gidalar
zenginlestirme ve bitkisel protein bazli yenilik¢i iirtinlerin gelistirilmesinde ¢ok

yonlii bir aday olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Bitkisel proteinlerin gidalarda kullanimi, tiiketici talepleri ve saglikli
beslenme trendleri dogrultusunda artmistir. Proteince zenginlestirilmis fonksiyonel
gidalar, sadece protein ihtiyacini karsilamakla kalmaz, ayni zamanda viicudun
genel saglik durumunu iyilestirici etkiler gosterebilmektedir. Protein izolatlari,
konsantreler veya hidrolizatlar, 6zellikle bitki bazli yogurt, peynir, ekmek ve
atistirmalik bar gibi {irlinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Su mercimegi gibi
alternatif protein kaynaklarmin fonksiyonel gida formiilasyonlarina entegrasyonu
hem yenilik¢i lirtinlerin gelistirilmesi hem de gevresel etki azaltim1 i¢in umut verici

bir strateji olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ma et al., 2022; Sosa et al., 2024).

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda, alternatif siirdiiriilebilir bitkisel protein ve
klorofil kaynagi olarak belirlenen su mercimegi bitkisinin protein igerigini
arttiracak sekilde yetistirme kosullarinin ve ortaminin besin igeriginin optimize
edilmesi ve segilen optimum kosulda yetistirilen su mercimegi bitkisinin gida
sektoriinde kullanilmak iizere siirdiiriilebilir iiretiminin saglanmasi1 amaglanmastir.
Bu dogrultuda, su mercimeginin yetistirme ortami olarak belirlenen Hoagland
soliisyonunun makro-bilesenlerinin protein igerigini etkileyen faktorleri Plackett-
Burman tasarimi ile belirlenmistir. Etken parametreler yanit yiizey yontemi (RSM)
ile optimize edilerek su mercimekleri bu kosullarda yetistirilmistir. Ardindan
optimum kosulda proteinler ekstrakte edilerek protein konsantresi iiretimi

gerceklestirilmistir. izole edilen protein konsantrelerinin fiziksel, kimyasal ve
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fonksiyonel ozellikleri belirlendikten sonra protein konsantresi atistirmalik bar,
ekmek ve kek formiilasyonlarina eklenerek bu iriinlerin fiziksel, kimyasal ve

duyusal 6zelliklerine etkisi belirlenmistir.



2.  GENEL BILGILER

Bu boliimde tez kapsaminda yer alan konular ile ilgili genel bilgilere ve

literatiir ¢alismalarina yer verilmistir.
2.1. Protein

Canliligin ana yap1 tasi olan proteinler, hiicre icinde birgok biyolojik
reaksiyonda gorev almaktadir. Membran yapisinda, kas ve bag dokuda (aktin ve
miyosin), tasima mekanizmasinda (hemoglobin), kan dolasiminda (antikor), hiicre
i¢i tiim reaksiyonlarda yer alan enzimlerin yapisinda, deoksiriboniikleik asit (DNA)
ve riboniikleik asit (RNA) olarak genetik yapida olmak gibi proteinlerin birgok
onemli islevi vardir (Alberts et al., 2017). Bu 6nemli molekiiliin yap1 tasi olan
amino asitler, merkez a-karbon (C) atomuna bagl hidrojen (-H), karboksil (-
COOH), amino (-NH2) ve radikal (-R) gruplarini igermektedir. Bir amino asidin
karbonil grubu (C-terminal) ile diger amino asidin amino grubunun (N-terminal)
peptit bagi ile baglanmasi sonucu proteinler olugsmaktadir (Branden and Tooze,
2012). Amino asit ve amino asitlerin peptit bagi ile baglanmasi sonucu olusan

proteinin yapisi Sekil 2.1°de verilmistir.

a) Radikal grup

. Karboksil grubu

(C-terminal)

Amino grubu
(N-terminal)

OH

|
Cl“\ (I:, A

H1d1 ojen (0]

b) Peptit bag1
(N- tennmal)

Sekil 2.1. Amino asit (a) ve protein yapisi (b) (Branden and Tooze, 2012).
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Amino asitleri farklilastiran bu radikal ya da degisken olarak adlandirilan
gruptur. Degisken gruba gore amino asitler; bazik, asidik, polar yiiksiiz, aromatik,
alifatik ve kiikiirt iceren amino asitler olarak ayrilmaktadir (Cizelge 2.1). Bunlara
ek olarak, glisin degisken grup olarak -H atomuna sahip asimetrik bir amino asit ve
prolin ikincil amino grubuna sahip olmasi sebebiyle imino asit olmasiyla bu

siiflandirmalarin disinda yer almaktadir (Phillips et al., 1994).

Cizelge 2.1. Degisken gruplarina gore amino asitlerin siniflandirilmasi (Phillips et al., 1994)

Bazik Asidik Polar Yiiksiiz Aromatik Alifatik Kiikiirt iceren
Lizin Aspartik asit Aspargin Fenilalanin Alanin Sistein
Arjinin Glutamik asit Glutamin Tirozin Lésin Metiyonin
Histidin Serin Triptofan Izol6sin
Treonin Valin

Cizelge 2.1’de yer alan amino asitlere glisin ve prolin amino asidi
eklendiginde toplamda 20 c¢esit amino asit vardir. Amino asitlerin cesitli
ozelliklerine goére birgok siniflandirmasi mevcuttur. Bunlardan biri, 3 boyutlu
yapisina gore primer, sekonder, tersiyer ve kuarter yapisidir. Primer yapi; amino
asitlerin diiz zincirdeki dizilimi, sekonder yapi; amino asitlerin C=0 ve N-H
baglarinin hidrojen baglari ile olusan a-heliks ve B-yapilari, tersiyer yapi; H-baglari,
iyonik baglar, polar ve polar olmayan baglar sonucu yapida meydana gelen
katlanmalar sonucu olusan 3 boyutlu protein yapisi ve son olarak kuarter yapi;
birden ¢ok polipeptit zincirler arasindaki tersiyer yapidaki baglar ile birbirine
baglanmasidir (Petsko and Ringe, 2004). Proteinlerin primer, sekonder, tersiyer ve

kuarter yapilar1 Sekil 2.2°de verilmistir.

a-heliks p-tabaka
N TACEVAEISYKKFRQLIGVN p )
VKESTVDLRRQMOASQHMLID (
GNLAFLDVTGHIAQTLLNLAKQ a
V!OGIEORTIK[OMGDPHTMADP e
s(:SHETVGFIIH(MLE{)(IN c ‘ c
Primer yap1 Sekonder yap1 Tersiyer yapi Kuarter yapi

Sekil 2.2. Amino asitlerin 3 boyutlu yapisi (Petsko and Ring, 2004)
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Amino asitler ayn1 zamanda, birbirleri ve su ile interaksiyonlarina gore
hidrofilik, hidrofobik ve amfipatik olarak siniflandirilmaktadir. Hidrofilik amino
asitler suyu seven polar amino asitlerdir. Bu amino asitlerin polar 6zelligi hidroksil
(-OH), amino (-NH2") ve karboksil (-COOH) gruplarindan gelmektedir ve suya
hidrojen baglar1 ile baglanarak c¢oziniirler. Hidrofobik amino asitler, suyu
sevmeyen, polar olmayan, birbirleri ve suyla etkilesime girmeyen, sadece van der
Waals etkilesimlerine giren gruplardir. Amfipatik amino asitler ise hem hidrofilik
hem de hidrofobik yan gruplara sahiptir. Proteinlerin sahip oldugu amino asitlerin
hidrofilik, hidrofobik ve amfipatik dagilimi, 3 boyutlu yapisi ve sayisi fonksiyonel
ozelliklerini belirlemektedir (Vnucec et al., 2017). Proteinlerin fonksiyonel
ozelliklerindeki farklilik ise gida endiistrisindeki kullanim alanlarin1 belirleyen
onemli faktorlerden biridir. Sekil 2.3’te hidrofilik, hidrofobik ve amfipatik amino

asitler verilmistir.

Alanin Izolosin Losin Valin
0 0 0 o) s
oy o
OH OH OH OH U
NH, NH, NH, NH, g
o] (o] (o} q
H
H e
©f\‘)‘\ OH OJ\ OH H‘\ OH -
NH, NH NH, E'
Fenilalanin Proline Glisin
Apinin Histidin Aspartik asit Glutamik asit
NH 0 0 0 0 0 E
o)
HN E’\/\HL OH <yNOH oH[ Ho OH %
NH, HN NH OH NH, NH, o
0 0 0 0 OH O 0 S|
© OH HN)'L/\ru\OH HO/\HLOH /H)J\OH H /\]/”\OH o
: =
NH, NH, NH, NH, NH, NH, E
Aspargin Glutamin Serin Treonin Sistein
Lizin Triptofan
0 0 >
NH, HN NH, E
- —5
e e e
HO NH, NH, ~
Tirozin Metiyonin

Sekil 2.3. Hidrofilik, hidrofobik ve amfipatik amino asitler
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Proteinler, asidik ve bazik, 3 boyutlu yapisi ve su ile interaksiyonlarina gore
smiflandirilmanin yani sira besinsel degerini ortaya koymak i¢in esansiyel ve
esansiyel olmayan amino asitler olarak da smiflandirilmaktadir. Viicut tarafindan
sentezlenemeyen 9 ¢esit amino asit, esansiyel amino asit olarak adlandirilir ve besin
yoluyla viicuda alinmasi1 gerekmektedir. Bu zorunlu amino asitlerin besin yoluyla
yeterli miktarda alinamamasi hiicresel faaliyetlerin aksamasina sebep olmaktadir.
Bu sebeple, proteinlerin besinsel degerini esansiyel amino asitlerin varhigi ve
miktar1 belirlemektedir (Ustunol, 2014). Lésin, izolosin, valin, fenilalanin, treonin,
triptofan, metiyonin, lizin ve histidin esansiyel amino asitlerdir. Glisin, prolin,
arjinin, sistein, tirozin, glutamin, aspargin, glutamik asit, aspartik asit, serin ve
alanin viicut tarafindan sentezlenir ve esansiyel olmayan amino asitler olarak
adlandirilmaktadir (Xiao and Guo, 2022). Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gore
yas, cinsiyet ve yasam tarzina gore degismekle birlikte saglikli bireylerin giinliik
almas1 gereken protein miktar1 kg viicut agirligi basina 0,8 gram olarak belirtilmistir
(World Health Organization, 2007). Hiicre i¢i bir¢ok gorevi olan proteinlerin,
dengeli amino asit dagilimina sahip olmasi ve bu amino asitlerin besin yoluyla

viicuda alinmasi saglik agisindan elzemdir.
2.2. Bitkisel Protein Kaynaklari

Protein, saglikli bir yasam igin digsaridan besin yoluyla alinmasi gereken
zorunlu besin grubudur. Bu besin grubu, hayvansal ve bitkisel kaynaklardan
saglanabilmektedir. Et, siit, balik, tavuk, yumurta, vb. gibi hayvansal kaynaklar
icerdikleri protein ve esansiyel amino asit miktari ile yiiksek protein kalitesine sahip
ana protein kaynagi olarak tiiketilmektedirler. Ancak, protein ihtiyacinin yalnizca
hayvansal kaynaklardan saglanmasinin saglik agisindan olumsuz etkileri mevcuttur
(Schonfeldt et al., 2013). Ozellikle gelismis iilkelerde artan refah seviyesi ile
hayvansal kaynakli proteinlerin tiiketiminin arttig1 ve bu hayvansal kaynaklarin
ylksek oranda igerdigi dogmus yag asidinin kardiovaskiiler rahatsizlara sebep

oldugu belirtilmistir (Richter et al., 2015).

Hayvansal proteinlerin bir diger olumsuz 6zelligi siirdiiriilebilirligidir.
Kiiresel 1sinmaya bagli olarak, kurakligin artmasi ve su kaynaklarinin azalmasi
cevresel kaynaklari tehdit etmektedir. Bunun yani sira, 2050 yilinda diinya
niifusunun 10 milyara ulagmast ve bu durumun gida talebinde %60’lik bir artisa

sebep olmasi beklenmektedir (Alexandratos and Bruinsma, 2012). Kaynaklarin
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giderek azaldig1 ancak gida talebinin popiilasyona bagli siirekli arttig1 bu durumda,
stirdiiriilebilirlik kavrami O6nem kazanmaktadir. Siirdiiriilebilirlik, ‘gelecek
kusaklarin kendi ihtiyaclarim1 karsilayabilme olanaklarini tehlikeye atmadan
bugiiniin ihtiyaglarin1 karsilamak’ olarak tanimlanmistir (United Nations General
Assembly, 1987). Ancak, hayvancilik sektoriiniin, kiiresel 1sinmanin en onemli
sebeplerinden biri olan sera gaz emisyonlarinin %14,5’ini olusturdugu
diistintildigiinde, hayvansal kaynaklarin gevresel siirdiiriilebilirlige olumsuz etkisi
goriilmektedir (Gerber, 2013).

Hayvansal kaynakli proteinlerin dezavantajlarinin yani sira, bitkisel
proteinlerin giderek biiyliyen bir pazar olmasi, hayvansal kaynaklara gére daha
stirdiiriilebilir olmasi, saglik agisindan negatif bir etkisinin olmamasi ve ekonomik
olmasi gibi avantajlar1 bitkisel proteinleri bir adim 6ne ¢ikarmaktadir (Sa et al.,
2020). Kiiresel bitkisel protein pazarinin degeri 2022 yilinda 12,2 milyar dolar iken
yaklasik %40’lik bir artigla 2027 yilinda 17,4 milyar dolara ulagmasi
beklenmektedir (Shahbandeh, 2022). Bitkisel kaynaklarin sera gazi emisyonunun,
hayvansal kaynaklara gore daha diisiik olmasi bitkisel kaynaklari siirdiiriilebilirlik
agisindan 6ne ¢ikarmaktadir (Scarborough etal., 2014). Ayrica, bitkisel proteinlerin
amino asit kompozisyonlarina gore g¢esitli kaynaklardan saglanmasi ile besleyici
ozelliklerinin arttirilabildigi, icerdigi antioksidan ve diyet lifi igerigi ile sagliga
olumlu etkilerinin oldugu, hayvansal kaynaklara gore daha ekonomik ve
fonksiyonel bilesen olarak kullanilma potansiyeli oldugu belirtilmistir (Sa et al.,
2020). Tim bu sebepler disiiniildiigiinde, alternatif bitkisel protein kaynagi

arayisinin artmasi olagandir.

Bitkisel protein kaynaklari; yagli tohumlar, tahillar, bakliyatlar ve yesil
bitkiler ve yapraklar olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir (Cetiner ve Ersus, 2018).
Yagli tohumlar, yagi alindiktan sonra yiiksek oranda protein igeren ve yagi alindigi
icin protein izolasyonuna uygun protein kaynaklaridir. Diinyada en fazla ekimi olan
yagl tohumlar; soya, aygicegi, yer fistigi, kolza ve pamuk tohumudur (Rodrigues
et al., 2012). Ozellikle soya, diinyada en fazla iiretim ve tiikketimi olan, bitkisel
protein denildiginde akla ilk gelen, icerdigi esansiyel amino asitler ve {istiin
fonksiyonel 6zellikleri agisindan 6nemli bir kaynaktir (Karr-Lilienthal et al., 2004).
Nisasta ve karbohidrat kaynagi olan tahillar, yagh tohumlara gore daha diisiik

oranda protein icermesine ragmen, Ustlin fonksiyonel 6zelliklere sahip gluten gibi
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proteinleri igermesi, tahillar1 6nemli bir protein kaynagi yapmaktadir (Shewry et
al., 1995). Diger yandan bakliyatlar ise tahillara gore daha yiiksek protein igerigine
sahip, ekonomik ve protein izolasyonuna uygun protein kaynaklaridir. Ac1 bakla,
bezelye, fasulye, nohut ve mercimek protein izolasyonunda kullanilan yaygin
kaynaklardir (Klupsaité and Juodeikiené, 2015). Yesil bitki ve yaprak proteinleri
dogada en fazla bulunan alternatif kaynaklardir. Son yillarda, yiiksek oranda protein
igerigine sahip seker pancar1 yapragi (Akyiiz and Ersus, 2021), ebeglimeci yapragi
(Ersus and Akyiiz, 2023), cay yapragi (Shen et al., 2008), moringa yaprag: (Paula
etal., 2017), zeytin yapragi (Ortega et al., 2024) ve manyok yapragindan (Patra and
Prasath, 2024) protein izolasyonu ile ilgili birgok calisma yapilmistir. Bitkisel

protein kaynaklari ile ilgili calismalar Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Bitkisel protein kaynaklari ile ilgili literatiir calismalari

Ham madde Protein orani Kaynak

Soya kiispesi %47,01 (Jankowski et al., 2009)
Aygigegi kiispesi %44,00 (Kaur and Ghoshal, 2022)
Kolza kiispesi %42,25 (Kalaydzhiev et al., 2020)

YAGLI  Pamuk tohumu kiispesi %56,80 (Kumar et al., 2022)
TOHUM

Susam kiispesi %41,96 (Sharma et al., 2016)

Yer fistig1 kiispesi 0052,73 (Yuetal., 2007)

Kanola kiispesi 236,13 (zlégg;tab and  Amtfield,

Piring kepegi %14,70 (Amagliani et al., 2017)

Tam bugday unu %11,55 (Ersus et al., 2024)

Piring unu %7,32 (Amagliani et al., 2017)
TAHIL

Cavdar %11,75 (Drakos et al., 2017)

Arpa %13,90 (Yalgin et al., 2008)

Yulaf %11,20 (Laursen et al., 2024)
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Nohut %16,71 (Karaca et al., 2011)
Ac1 bakla %38,20 (Lasztity et al., 2001)
Mercimek %25,88 (Boye et al., 2010-a)
BAKLIYAT
Bezelye %28,80 (Tian et al., 1999)
Faba %26,60 (Vioque et al., 2012)
Mas fasulyesi %22,27 (Aksoy and Ersus, 2023)
Seker pancari yapragi %28,89 (Akyiiz et al., 2024)
Ebegiimeci yapragi %43,50 (Ersus and Akyiiz, 2023)
. . 5 0 (Bocarando-Guzman et al.,
YESIL Moringa yapragi %26,72 2022)

BITKi VE

YAPRAK Manyok yapragi %30,10 (Gundersen et al., 2022)
Akcaagac yapragi 243,32 g\(;gijmen and . Orsat,
Brokoli yapragi %12,00 (Prade et al., 2021)

Yagli tohumlar, 6zellikle yagi alindiktan sonra, yliksek oranda protein
icermesi ve ekstrakte edilebilirlige uygun olmasi sebebiyle protein izolasyonuna en
uygun ham madde kaynaklari olarak bilinmektedir. Yagli tohumlarindan ardindan
bakliyatlar, yiiksek protein icerigi ile alternatif bir kaynak olarak degerlendirilirken,
tahillar diinyada tarimi en fazla yapilan iirlinlerden olmasi sebebiyle 6n plana
cikmaktadir. Diinya iizerinde en bol bulunan ham madde olmasina ragmen,
glinimiize kadar yapraklar, diisiik protein igerigi ve igerdigi seliiloz, hemiseliiloz
ve pektin gibi karmasik yapilarindan dolay ekstrakte edilebilirliginin diisiik olmasi
sebebiyle diger alternatif kaynaklara gore diisiik 6neme sahipti. Ancak, son yillarda
yapilan ¢aligmalar ile yiiksek protein igerigine sahip yapraklarin bulusu ve yenilik¢i
ekstraksiyon teknikleri ve uygun izolasyon yontemleri kullanilarak verimin
arttirilmast ile yapraklar, alternatif protein kaynagi olarak onemini arttirmistir
(Rawiwan and Quek, 2024).
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2.3. Protein Izolasyon Yontemleri

Protein izolasyonu, ekstraksiyon ve ¢oktiirme olmak iizere 2 ana asamadan
olusmaktadir. Ilk asamada, ham maddenin sahip oldugu proteinlerin
¢Ozlinlrligliniin yiksek oldugu kosulda, ¢dzgene geg¢mesi saglanmaktadir.
Ardindan, ¢6zgende bulunan proteinlerin ¢oziiniirliigiiniin en diisiik oldugu kosulda
¢oktiiriilmesi sonucu yiiksek oranda protein igeren protein konsantresi iiretimi
gerceklestirilmektedir (Hadnadjev et al., 2017).

Ekstraksiyon, yiiksek verimde protein eldesi igin protein izolasyonunda kritik
oneme sahiptir. Ozellikle yaprak hiicresinin sahip oldugu ekstra bariyer olan hiicre
duvari, protein ekstraksiyonunu zorlastirmaktadir. Yaprak proteinleri, hiicre
duvarinda seliiloz, hemiseliiloz ve pektine bagli ve kloroplastin i¢inde membran ve
rubisco proteinleri seklinde bulunmaktadir (Tamayo Tenorio, 2017). Sekil 2.4’te

yaprak hiicresinin yapisi ve proteinlerin bulundugu yap1 gosterilmistir.

Bitki
hiicresi

Kloroplast

Tilakoid %
) = membran m

oWe
Membran o Rubisco
proteinleri

Hiicre
duvari

@  Selilloz mikro fibriller
|7 Hemiselilloz
“™ Pektin
Fazna menlnn @ ®  Hiicre duvan yapisal proteinleri

Sitozol

Sekil 2.4. Bitki hiicre yapisi ve proteinler (Tamayo Tenorio, 2017)

Bitki hiicresinin yapisindan kaynakli diisiilk protein verimini arttirmak
amaciyla ekstraksiyon adimmnin  optimum kosullarda gerceklestirilmesi
gerekmektedir. Ortamin pH degeri, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve
ham madde/¢6zgen orani gibi ekstraksiyonu etkileyen parametrelerin ham maddeye

6zgll optimum kosullarinin belirlenmesi protein verimini arttirmak i¢in elzemdir.
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2.3.1. Yamt yiizey yontemi ile optimizasyon

Yanit ylizey yontemi, Box ve Wilson tarafindan diisiikk maliyet ile yiiksek
saflik ve verimde {irlin eldesini amaglayan bir yontem olarak gelistirilmistir (Dean
et al.,, 2017). istenilen yanit ile bir dizi iliskili olabilecegi diisiiniilen bagimsiz
degiskenler arasindaki matematiksel iliskiyi ortaya koyan istatistiksel bu yontemde,
optimum noktayr bulabilmek i¢in 2. dereceden denklem tasarimlari
kullanilmaktadir (Khuri and Mukhopadhyay, 2010). Optimum noktay1 ifade
edebilmek i¢in yanitin ilk Once arttig1 daha sonra azaldigi ya da tam tersi ilk 6nce
azaldig1 sonra arttig1 nokta belirlenmelidir. Bu sekilde, at eyerini andiran bir grafik

elde edilerek optimum nokta belirlenmektedir (Dean et al., 2017).

Yanit yilizey yonteminde en ¢ok kullanilan tasarimlar merkezi biitiinlesik
tasarim (CCD: Central Composite Design) ve Box-Behnken tasarimlaridir. Box-
Behnken, en az islem gerektiren ve her bir faktor igin 3 seviyenin (-1, 0, +1) yeterli
oldugu bir optimizasyon tasarimidir. Merkezi biitiinlesik tasarimi ise her bir faktor
icin 5 seviye gerektiren (-a, -1, 0, 1, +o) ve ilgi alanim1 distan gevreleyen bir
optimizasyon yontemidir (Dean et al., 2017). Bu yontemler, ekstraksiyon isleminin
verimi arttirmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle sicaklik, siire ve
cozelti/kat1 oran1 gibi parametrelerin optimum degerlerinin belirlenmesi, protein
veriminin artmasinin yani sira enerji, siire tasarrufu ve kimyasal kullanimi agisindan
onemlidir. Ayrica, her ham maddenin kendisine 6zgili hiicre yapist oldugundan
ekstraksiyonu etkileyen bu bagimsiz degiskenlerin ham maddeye 6zgii optimum
degerlerinin bulunmasi gerekmektedir. Cizelge 2.3 te ¢esitli bitkisel kaynaklardan
protein izolasyonunda, protein ekstraksiyonunu etkileyen parametrelerin

optimizasyonu ile ilgili literatiirde yer alan ¢aligmalar derlenmistir.
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Ham madde

Parametreler

Optimum nokta

Bulgular

Kaynak

Kuskonmaz yapraklar
yan iirlinleri

-pH degeri: 8-10
-Siire: 20-60 dk
-Sicaklik: 30-70 °C

-pH degeri: 9
-Siire: 40 dk
-Sicaklik: 50 °C

-Protein izolat1 protein igerigi: %90,48

-Protein verimi: %43,47

(dos Santos-Silva et al.,
2024)

Susam tohumu

-Cozgen/kati orani: 40/1-80/1 ag/h

-Siire: 12-24 sa
-Sicaklik: 30-50 °C

-Cozgen/kat orant: 40/1 ag/h
-Siire: 21 sa
-Sicaklik:50 °C

-Protein verimi: %80,57

(Khalfallah et al., 2024)

Kirmiz: adzuki
fasulyesi

-Kati/s1v1 orani: 1/25-1/35 ag/h
-pH degeri: 8,5-9,5

-Sicaklik: 40-60 °C

-Siire: 60-80 dk

-Kati/s1v1 orant: 1/35 ag/h
-pH degeri: 9,13
-Sicaklik: 59 °C
-Siire: 79,37 dk

-Ekstraksiyon verimi: 986,51

(Lietal., 2024)

Aspir kiispesi

-Sivi/kat1 orani: 10/1-40/1 mL/g
-pH degeri: 8-11

-Sicaklik: 20-50 °C

-Siire: 30-120 dk

-Cozgen/kati orani: 33,06/1 mL/g

-pH degeri: 11
-Sicaklik: 23,34 °C
-Sire: 30,86 dk

-Protein verimi: %75,21

(Korkmaz, 2024)

Soya fasulyesi

-Siire: 6-18 sa

-Sicaklik: 40-70 °C

-NH4OH konsant.: %0,5-1,5
-Cozgen orani: 1/5-1/15 ag/h

-Siire: 12 sa

-Sicaklik: 52,5 °C
-NH4OH konsant.: %0,5
-Cozgen orani: 1/10 ag/h

-Protein verimi: %65,66

(Bello et al., 2023)

Manyok yapragi

-Siire: 60-120 dk

-Sicaklik: 35-55 °C
-Cozgen/kat1 orani: 10-30 mL/g
-pH degeri: 9-12

-Siire: 114 dk

-Sicaklik: 46 °C

-Cozgen/kat1 orani: 23,5 mL/g
-pH degeri: 11

-Ekstraksiyon verimi: 918,31
-Protein kazanim verimi: %69

(Patra and Prasath, 2024)

Su mercimegi

-Su/kati orani: %2-6 h/ag

-Su/kat1 orani: %4 h/ag

-Protein saflig1: %57,6

(Muller et al., 2023)
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-pH degeri: 9-11
-Sicaklik: 50-80 °C

-pH degeri: 11
-Sicaklik: 80 °C

-Protein verimi: %60

-Sicaklik: 45-55 °C
-pH degeri:9-10

-Sicaklik: 55 °C
-pH degeri:10

K kirdegi -Protein verimi: %84,11 Pasrija and Sogi, 2022
avHR GeRITdest -Siire: 40-60 dk -Siire: 62 dk ’ ( J g )
-Cozgen/kati oran1: 10-20 mL/g -Cozgen/kati orani: 23 mL/g
-pH degeri: 9-11 -pH degeri: 9,84 . P
ot Sicaklik: 25-35 °C -Stcaklik: 28,94 °C ';kir?ks'ytoh verime B0 (Zhang etal, 2023)
-Cozgen/kat1 orani: 15/1-25/1 mL/g  -Cozgen/kat1 orani: 19,06/1 mL/g % ;5 ; 6pro S0l 1Z0°all protefil Ietiat: g b
-Siire: 60-120 dk -Siire: 98,19 dk '
-pH degeri: 8,5-9,5 -pH degeri: 8,97
Ceviz -Sicaklik: 50-60 °C -Sicaklik: 53,64 °C -Ekstraksiyon verimi: %67,66 (Zhang et al., 2022)
-Sivi/kat1 orani: 10/1-30/1 mL/g -Sivi/kat1 orani: 22,27/1 mL/g
-pH degeri: 11-12 -pH degeri: 12
. -Sivi/kat1 orani: 30/1-40/1 mL/g -Sivi/kat1 orani: 40/1 mL/g )
Mikro al -Ekstrak : %40,1 ., 2022
ikro alg Scaklik: 40-50 °C “Stcaklik: 45 °C straksiyon orani: %40,13 (Sun et al., 2022)
-Siire: 120-160 dk -Siire: 140 dk
-Siire: 30-60 dk -Stire: 46,89 dk -Protein konsantresi verimi: %11,84
Turp yaprag: -Ornek/su orani: 1/10-1/20 g/mL -Ornek/su oran: 1/15 g/mL -Turp yaprag: protein konsantresi protein (Kaur and Bhatia, 2022)

-pH degeri: 7-12

-pH degeri: 9,46

icerigi: %88,84

Seker pancar1 yapragi

-Sicaklik: 25-75 °C
-Siire: 40-120 dk
-Cozgen/kati orant: 15-45 mL/g

-Sicaklik: 54,25 °C
-Siire: 81,35 dk
-Cozgen/kat1 orani: 27,65 mL/g

-Protein verimi: %55,15

(Akyliz and Ersus, 2021)

Balkabagi yan tirtinleri

-Sicaklik: 30-60 °C
-Siire: 10-30 dk
-pH degeri: 7-10

-Sicaklik: 32,70 °C
-Siire: 16,06 dk
-pH degeri: 9,51

-Verim: %70,31

(Lalnunthari et al., 2020)
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Hiinnap ¢ekirdegi

-Sicaklik: 30-50 °C

-Siire: 15-75 dk

-pH degeri: 6-10

-Cozgen/kat1 orani: 15/1- 35/1 h/ag

-Sicaklik: 41,79 °C

-Siire: 54,46 dk

-pH degeri: 8,65

-Cozgen/kati orani: 25,9/1 h/ag

-Ekstraksiyon verimi; %81,52

(Chouaibi et al., 2019)

Susam tohumu

-Kati/s1v1 orani: 1/1-1/3 ag/h
-pH degeri: 9-12
-Sicaklik: 40-60 °C

-Kati/sivi orant: 1/3 ag/h
-pH degeri: 11
-Sicaklik: 47 °C

-Protein kazanim verimi: %73,10

(Fasuan et al., 2018)

Mas fasulyesi

-Tampon/6rnek orani: 10-20 mL/g
-pH degeri: 8,5-9,5
-Sicaklik: 30-50 °C

-Tampon/6rnek orani: 19,79 mL/g
-pH degeri: 9,12
-Sicaklik: 40 °C

-Protein verimi: 77.12 g protein ekstrakt/100

9)

(Du et al., 2018)

Caiiihua (tahil benzeri)

-Sicaklik: 30-50 °C

-Siire: 35-95 dk

-Cozgen/kati orani: 20/1-40/1 h/ag
-pH degeri: 8-10

-Sicaklik: 21 °C

-Siire: 5 dk

-Cozgen/kati orani: 37/1 h/ag
-pH degeri: 10

-Protein verimi: %88,3

(Betalleluz-Pallardel et
al., 2017)

Domates ¢ekirdegi

-Sw/ham madde orani: 40/1-80/1 ag/h

-Ekstraksiyon siiresi: 18-54 sa
-Karistirma stiresi: 15-25 dk

-Su/ham madde orani: 82,81 ag/h
-Ekstraksiyon siiresi: 49,76 sa
-Karigtirma siiresi: 24,56 dk

-Protein verimi: %80,37

(Mechmeche et al.,
2017)

Kivi ¢ekirdegi

-Sicaklik: 30-40 °C

-pH degeri: 9-10

-Siire: 70-90 dk

-Kati/s1v1 orani: 1/12-1/18 ag/h

-Sicaklik: 33,9 °C

-pH degeri: 9,14

-Siire: 49,2 dk

-Kati/siv1 orani: 1/8,4 ag/h

-Verim: 613,70 g/kg toplam protein

(Deng et al., 2014)




16

Cizelge 2.3’te goriildiigii lizere, ekstraksiyon sicakligi, siiresi, pH degeri ve
kati/s1v1 oran1 parametreleri protein verimini etkileyen dnemli bagimsiz degiskenler
olarak sec¢ilmis ve yanit yiizey yontemi ile ham maddeye 6zgii optimum
ekstraksiyon kosullart belirlenmistir. Proteinlerin yapisini  bozmamak ig¢in
ekstraksiyon sicakligi sinirlari genellikle 40-60 °C arasinda segilirken, optimum pH
degerinin genellikle 9 ile 10 arasinda oldugu bulgulanmistir. Siire ve kati/sivi orani
parametrelerinde ise ham maddenin igerdigi seliiloz, hemiseliiloz, pektin ve diger

bilesenlerin varligi sebebiyle optimum degerler farklilik gostermektedir.
2.3.2. Yardima ekstraksiyon yontemleri

Bitkisel kaynaklardan protein ekstraksiyonu, verimin diisiik olmasi sebebiyle
onemli bir zorluktur. Bu zorluk, bitki hiicre duvarmin varligindan
kaynaklanmaktadir. Protein verimini artirmak i¢in ek bir bariyer gérevi goren hiicre
duvarimi pargalamak gerekmektedir. Ultrases (Gorgiic et al., 2019), enzim (Dias and
de Moura Bell, 2022), mikrodalga (Prandi et al., 2022), vurgulu elektrik alan
(Kronbauer et al., 2023) ve yiiksek basingli homojenizasyon (Katsimichas et al.,
2023) destekli ekstraksiyon yontemlerinin, hiicre duvarini par¢alamada ve boylece

protein verimini artirmada etkili oldugu belirlenmistir.

Ultrases destekli ekstraksiyon, ses dalgalar1 yardimi ile hiicre duvarinin
kavitasyon ile mekanik parcalanmasini ve boylece ekstraksiyon veriminin artmasini
saglamaktadir. Ultrases insan kulagmin duyamayacagi frekanslarda (>20 kHz)
yayilim gosterirken, ¢6ziicii icerisinde salinim yaparak mekanik bir etki meydana
getirmektedir. Ultrases dalgalarinin sivi ortamda yayilmasi sirasinda olusan
kabarciklarin olusumu, biliylimesi ve kritik biiyiikliigii ulagsmasmin sonunda
patlamasina  ‘kavitasyon’ denir. Kavitasyon, bitki hiicre duvarlarinin
parcalanmasini ve organik maddelerin ¢oziiciiye gegisini kolaylastirmaktadir.
Boylece ultrases islemi diisiik sicakliklarda, kisa siirede daha yiiksek verim vaat
eden bir yontem olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Rahman and Lamsal, 2021).
Ultrases uygulamasi sirasinda kabarcik olusumu ve kabarcigin patlamasina kadar

olan siire¢ Sekil 2.5’te verilmistir.
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Kabarcik Kabarcik Kritik Kabarcik

olusumu biiytimesi boyut patlamasi

Sekil 2.5. Ultrases uygulamasi sirasinda kabarcik olusumu, kritik boyuta ulagsmasi ve patlamasi
(Rahman and Lamsal, 2021)

Enzim destekli ekstraksiyon yontemi, siirdiiriilebilir, ¢evre dostu ve daha
ihmli kosullarda caligmasi sebebiyle yesil teknoloji olarak adlandirilmaktadir.
Enzimler, 6zellikle hiicre duvarinda bulunan selilloz, hemiseliiloz ve pektini
substrat olarak kullanarak hiicre duvarmi pargalayarak, hiicre i¢inde bulunan
biyoaktif bilesenlerin serbest kalmasini saglamaktadir. Enzim destekli
ekstraksiyonun, geleneksel ekstraksiyona gore daha kisa siirede ve ilimli kosullar
altinda yiiksek verim vermesi endiistride kullanimini yayginlagtirmaktadir (Puri et
al., 2012). Enzim destekli ekstraksiyon ile hiicre duvarinin pargalanarak hiicre igi

bilesenlerin salinmasi Sekil 2.6’da verilmistir.

OO
Enzim 'O'O‘

Polisakkaritler

Hiicre Duvari

- @
@
° . .
. Protein ve diger
biyoaktif bilesenler

Sekil 2.6. Hiicre duvarinin enzim ile par¢alanmasi (Gligor et al., 2019)
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Bir diger yardimci ekstraksiyon yontemi mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemidir. Mikrodalgalar, 300 MHz ile 300 GHz arasindaki elektromanyetik
dalgalardir. Iyonlar aras1 etkilesim sonucu olusan siirtimme ve dipol etkilesim ile
ortaya ¢ikan 1s1 elektromanyetik enerjiyi termal enerjiye doniismektedir (Lopez-
Salazar et al., 2023). Mikrodalga uygulamasi sonucu hizli issnmadan kaynakli hiicre
icindeki su buharlasmaya ve hiicre ici basing artmaya baglamaktadir. Hiicre duvari
bir noktadan sonra bu basinca dayanamaz ve pargalanarak hiicre i¢i bilesenlerin
cozgene gecisi kolaylasmaktadir (Phongthai et al., 2016-b). Mikrodalga destekli
ekstraksiyon, verim artiginin yani sira siireyi kisaltmasi bir diger avantaji olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Sekil 2.7°de mikrodalga destekli ekstraksiyon ile hiicre

duvarmin pargalanmasi sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 2.7. Mikrodalga ile hiicre duvarinm ile par¢calanmasi (Kumar et al., 2021)

Vurgulu elektrik alan (Pulsed Electric Field/PEF), iki elektrot arasina
yerlestirilen liriinden kisa siire araliklari ile elektrik akimi gecirilerek hiicre zarinin
porlarinin gecirgenliginin arttirilmasini ya da hiicre zar1 yapisini geri doniisiimstiz
bir sekilde pargalanmasi islemidir. Hiicre zarinda meydana gelen bu degisiklige
elektroporasyon denir (Martinez et al., 2020). Proteinlerin vurgulu elektrik alan
destekli ekstraksiyonunda elektroporasyon olgusundan yararlanarak ekstraksiyon
veriminin arttirilmasi hedeflenmektedir. Sekil 2.8’de vurgulu elektrik alan ile hiicre

zarinin parcalanmasi (elektroporasyon) gosterilmistir.

Hiicre I > i
+ » pr >- + > .
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- —  —— — o So)f— mE) - (”o.‘_
N> "/"- 2 Ao /
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+ + »
Meu;bran s > = + >
Por :
e Geri Geri
v Polarizasyon o e
Elektrotlar doniigiimli doniistimsiiz

Sekil 2.8. Vurgulu elektrik alan ile hiicre zarinin par¢alanma asamalar1 (Kovaci¢ et al., 2021)
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Yiiksek basingli homojenizasyon (High Pressure Homogenization/HPH)
islemi ile 2000 barlara ¢ikan basing altinda, akiskan hizinin aniden artmasi ve hiicre
siispansiyonun kayma, uzama, kavitasyon ve tiirbiilans gibi yogun mekanik strese
maruz kalmasi ve bunun sonucunda hiicre duvarinin pargalanarak hiicre igi
bilesenlerin ekstraksiyonu saglanmaktadir (Katsimichas et al., 2023). Yapilan
caligmalar, vurgulu elektrik alan uygulamasina direngli hiicre duvarlarinin ytiksek
basing homojenizasyon islemine diren¢ gdsteremedigi bulgulanmis ve yiiksek
basinglt homojenizasyon isleminin daha etkili bir ekstraksiyon islemi oldugu
belirtilmistir (Carullo et al., 2018). Sekil 2.9°da yiiksek basingli homojenizasyon ile

hiicre parcalanmasi gosterilmistir.

e Protein

Yiiksek Basingli
Homojenizasyon

[=) ‘ ' -~ = -~
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Sekil 2.9. Yiiksek basingli homojenizasyon ile hiicre pargalanmasi (Carullo et al., 2018)

Ultrases, enzim, mikrodalga, vurgulu elektrik alan ve yiiksek basingh
homojenizasyon yontemleri ile hiicre duvari pargalanarak hiicre i¢i protein ve diger
bilesenlerin ekstraksiyonunda verimin arttirilmasi ve bunun yani sira iliman
kosullarda daha kisa siirede proteinlerin yapisin1 korumak hedeflenmektedir. Son
yillarda bu yardimci ekstraksiyon yontemleri ile verim artisini ortaya koyan birgok
calisma yapilmistir. Ultrases, enzim, mikrodalga, vurgulu elektrik alan ve yiiksek
basinglt homojenizasyon teknolojileri ile yapilan c¢aligmalar ve bunlarin protein

verimine etkisi Cizelge 2.4’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. Yardimci ekstraksiyon yontemleri ile protein ekstraksiyonu ve verime etkisine dair literatiir ¢alismalari

Geleneksel Ekstraksiyon Yontemi

Yardimci Ekstraksiyon Yontemi

H . . Veri K k
am madde Parametreleri Parametreleri erm ayna
-Bezelye unu/su orani: 1/10 ag/h -Bezelye unu/su orani: 1/10 ag/h
Bezelve -pH degeri: 9,5 -pH degeri: 9,5 -Geleneksel ekst. protein kazanimi: %49,88 (Youshanlouei et al.,
4 -Sicaklik: Oda sicaklig -Ultrases giicii: 100 W -Ultrases destekli ekst. protein kazanimi: %56,11 2024)
-Siire: 60 dk -Siire: 10 dk ag-10 dk kapa (30 dk)
-Co /kat : 16 mL/ o
Ca Jeat 20 ml/ C}OIZfefl ,a lliram g -Geleneksel ekst. verimi: %7,1
- 0zgen/Kat1 orani: m - cgerl: .. i
S e 8 . & p,_ £ -Geleneksel ekst. protein igerigi: %33,1
Uziim ¢ekirdegi -pH degeri: 9,5 -Siire: 37 dk (Garcia et al., 2024)
kiispesi -Sicaklik: 50 °C -Sicaklik: 33 °C . - K
. L -Ultrases destekli ekst. verimi: %14,3
~Sire: 2 52 -Ultrases giicii: 200W -Ultrases destekli ekst. protein igerigi: %55,1
-Ultrases frekansi: 40 kHz P GEHIBL: 7099,
-Ultrases Genligi: %80 . -
-pH degeri: 12 . gL 7o -Geleneksel ekst. protein verimi: %32,48 .
Alg N . -Siire: 30 dk . . . (Purdi et al., 2023)
-Alg/¢6zgen orani: %8 ag/h . o -Ultrases destekli ekst. protein verimi: %76,83
-Gorev dongiisii: %60
-Kati/su orani: 1/10 ag/h -Sicaklik: 50 °C
-pH degeri: 9 -Siire: 20 dk -Geleneksel ekst. protein verimi: %12,43
Dutyapragi b ool ) L e P M- 7522 (Zhao et al., 2023)
-Sicaklik: Oda sicaklig -Ultrases gii¢ yogunlugu: 450 W/L -Ultrases destekli ekst. protein verimi: %30,03
-Siire: 1 sa -Ultrases frekansi: 25 kHz

Kavun g¢ekirdegi

-Kati/su orani: 1/10 ag/h
-pH degeri: 9

-Sicaklik: Oda sicakligi
-Siire: 2 sa

-Ultrases giicii: 375 W
-Siire: 17,50 dk
-Kesikli: 10 s a¢-10 s kapa

-Geleneksel ekst. protein verimi: %15,03
-Ultrases destekli ekst. protein verimi: %31,06

(Naik et al., 2022)

Ebegiimeci
yapragi

-Cozgen/katt orani: 40 mL/g
-pH degeri: 7,5-9

-Enzim: Pectinex UF
-Enzim konsantrasyonu: %7

-Geleneksel ekst. protein verimi: %9,24
-Enzim destekli ekst. protein verimi: %82,2

(Ersus and Akytiz,
2023)
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-Sicaklik: 68 °C
-Stre: 30 dk-30 dk

-pH degeri: 5,6
-Sicaklik: 52,5 °C

Mantar yan
driinleri

-Kati/siv1 orant: 1/6 ag/h
-pH degeri: 7,2
-Sicaklik: Oda sicakligi
-Siire: 3 sa

-Enzim: Papain
-Enzim/substrat orani: %1
-Sicaklik: 65 °C

-Geleneksel ekst. protein verimi: %2

. . . - Prandi et al., 2023
-Enzim destekli ekst. protein verimi: %24 (Prandi eta )

Seker pancari
yapragi

-Cozgen/kati orani: 27,65 mL/g
-pH degeri: 7,5

-Sicaklik: 54,25 °C

-Siire: 81,35 dk

-Enzim: Pectinex Ultra SP-L
-Enzim konsantrasyonu: %8
-Sicaklik: 45 °C

-Geleneksel ekst. protein verimi: %55,15 (Akyiiz and Ersus,
-Enzim destekli ekst. protein verimi: %79,01 2021)

Susam kiispesi

-Kati/sivi orani: 1/10 ag/h
-pH degeri: 12

-Sicaklik: Oda sicaklig
-Siire: 1 sa

-Enzim: Alcalase 2.4L
-Enzim konsantrasyonu: %2
-pH degeri: 8,5

-Sicaklik: 65 °C

-Geleneksel ekst. protein verimi: %35 (Koysuren et al.,
-Enzim destekli ekst. protein verimi: %45 2021)

-Kati/s1vi orani: 1/20 ag/h

-Enzim: Alcalase

-Geleneksel ekst. protein verimi: %15,7

Yosun -Enzim konsantrasyonu: %0,2 . . . . Naseri et al., 2020
-pH degeri: 7 . 4 ’ -Enzim destekli ekst. protein verimi: %59,4 ( )
-pH degeri: 7
-Enzim: Alcalase 2.4L
-Cozgen/kati orani: 42/1 h/ag .
H degeri: 9.5 -Enzim konsantrasyonu: %5,6
. - egeri: 9, . - ..
Inka fistig1 -glcakli(' 549 °C -Siire: 40,4 dk -Geleneksel ekst. protein verimi: %29,7 (Chirinos et al.,
kiispesi T -Cozgen/kati orani: 50/1 h/ag -Enzim destekli ekst. protein verimi: %44,7 2017)

-NaCl konsant.:1,65 M
-Siuire: 30 dk

-pH degeri: 9
-Sicaklik: 50 °C

Yag1 alinmis
piring kepegi

-Kati/s1vi orani: 1/10 ag/h
-pH degeri: 10
-Sicaklik: 30-35 °C

-Mikrodalga giicii: 1000 W
-Stire: 90 s
-Kati/s1v1 orani: 0,89/10 g/mL

-Geleneksel ekst. protein verimi: %2,92 (Phongthai et al.,
-Mikrodalga destekli ekst. protein verimi: %4,37 2016-b)
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-Siire: 1 sa

-Kati/¢ozgen orani: 1/70 ag/h

-Mikrodalga giicii: 50 W

., .. -pH degeri: 9 -Kati/¢ozgen orant: 1/30 ag/h -Geleneksel ekst. protein kazanimi: %72
K kird Behere et al., 2021
avull geidrdest -Sicaklik: 40 °C -pH degeri: 10 -Mikrodalga destekli ekst. protein kazanimi: %90 ( )
-Siire: 1 sa -Siire: 2 dk
-Kati/¢ozgen orani: 1/10 ag/h
Fustik -pH degeri: 9 -Mikrodalga giicii: 725 W -Geleneksel ekst. verimi: %31,07 (Ochoa-Rivas et al.,
-Sicaklik: 50 °C -Siire: 8 dk -Mikrodalga destekli ekst. verimi: %55 2017)
-Stire: 1 sa
-Kati/¢ozgen orani: %5 ag/h -Elektrik alan siddeti: 1 kV/ecm
-Cozgen NaOH konsant: 0,25 M -Vurgu tekrarlama orani: 3 Hz -Geleneksel ekst. protein verimi: %21,56
Makro al . . o Prabhu et al., 2019
g -Sicaklik: 60 °C -Vurgu sayist: 200 -PEF destekli ekst. protein verimi: %64,09 ( )
-Siire: 1 sa -Vurgu genisligi siiresi: 50 ps
-Kati/¢ozgen orant: 1/10 ag/h -Elektrik alan siddeti: 2,3 kV/cm
Pirine kepegi -pH degeri: 10 -Siire: 25 dk -Geleneksel ekstraksiyon: 2060,28 mg (Thongkong et al.,
§RPEBL_gicaklik: Oda sicakligt _Gerilim: 8 kV _PEF destekli ekstraksiyon: 2485,82 mg 2023)
-Siire: 1 sa -Vurgu sayist: 250 vurgu/dk
-Cozgen/kati orani: 29/1 h/ag
Kabak ¢ekirdegi -pH degeri: 11 -Basing: 100 MPa -Geleneksel ekst. protein verimi: %45,99 (Sert et al., 2024)
kiispesi -Sicaklik: Oda sicaklig -Sicaklik: Oda sicakligi -HPH destekli ekst. protein verimi: %61,92 h

-Siire: 1 sa
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Cizelge 2.4’te goriildiigii iizere, yapilan caligmalarda Kkullanilan yardime1
ekstraksiyon yontemleri ile protein veriminin Vve izole edilen protein
konsantrelerinin protein igeriginin arttig1 bulgulanmistir. Ayn1 zamanda, protein
konsantrelerinin fonksiyonel 6zelliklerinde de degisiklikler meydana gelmektedir
(Behere et al., 2021; Koysuren et al., 2021; Ochoa-Rivas et al., 2017). Fonksiyonel
ozelliklerdeki bu degisim, protein konsantrelerinin farkli tirinlerde kullanimini

saglayarak gida endiistrisi i¢in alternatif olusturacag: diisiiniilmektedir.
2.3.3. Protein ¢oktiirme yontemleri

Protein izolasyonu, ekstraksiyon ve ¢oktiirme olmak {izere birbirini takip
eden 2 temel kisimdan olugmaktadir. Protein igerigi yiiksek ve {istiin fonksiyonel
Ozellikte protein konsantresi liretimi i¢in ekstraksiyon adiminin yaninda, uygun
protein ¢oktiirme yontemi ve kosullarinin belirlenmesi de 6nem arz etmektedir. Bu
boélimde, protein ¢oktiirme yontemlerinden izoelektrik ¢oktiirme ve tuz ile

¢oktiirme yontemlerine yer verilmistir.

2.3.3.1. izoelektrik coktiirme

Proteinlerin yapitasi olan amino asitler, yapisinda yer alan -COOH ve -NH:
gruplar1 sebebiyle art1 (+) ve eksi (—) yliklii iyonlara sahiptirler. Degisen ortam pH
degerine gore, amino asitler + ve — yiik ile yiiklenerek birbirlerini iterler ve suda
iyonlasarak ¢oziiniirler. Ancak, izoelektrik nokta (pl) denilen ve her amino aside
6zgl belirli pH degerinde + ve — yiikler esitlenerek net yiik sifir olur (Sekil 2.10).
Bu pH degerinde amino asitler toplanarak y1gin olusturur ve ¢okerler (Xia, 2007).

pH > pl pH =pl

Sekil 2.10. pH ve pl degerine gore amino asitlerin iyon durumlar1 (Cruz-Solis et al., 2023)
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Bitkisel proteinlerin genellikle izoelektrik noktasi pH degeri 4-6 arasinda iken
yaprak proteinlerinin izoelektrik noktas1 pH degeri 3-5 arasindadir (Cruz-Solis et
al., 2023; Nynés et al., 2023). Yapilan ¢alismalar 6zellikle soya, bezelye, fasulye,
faba ve benzeri bakliyat proteinlerinin izoelektrik noktasinin pH 4,5 olduguna isaret
etmektedir (Shevkani et al., 2019; Singh et al., 2022). Yaprak proteinlerinin ise 3,5
ile 4 pH degerleri arasinda en diisiik ¢oziniirliigii gosterdigi; seker pancari
yapragmin pl degerinin 3,8, yoncanin 3,7, lahananin 3,6 ve kirmizi pancar

yapraginin 4 oldugu belirtilmistir (Nynés et al., 2023).

Izoelektrik ~¢oktiirmenin avantajlari, basit, ekonomik ve endiistride
uygulanabilir olmasidir. Ticari liretimi en fazla olan soya protein konsantresi veya
izolatlar1 izoelektrik ¢oktiirme yontemi ile iiretilmektedir. Bezelye, nohut, faba, act
bakla ve mercimek gibi diger bakliyatlar soya gibi izoelektrik ¢coktiirme i¢in uygun
bitkisel kaynaklardir (Boye et al., 2010-b). Ancak, yaprak proteinlerinin
izolasyonunda da izoelektrik ¢oktiirme yontemi siklikla kullanilmaktadir.
Izoelektrik ¢oktiirme yontemi ile izole edilen protein konsantreleri ile ilgili

caligmalar Cizelge 2.5’te verilmistir.

2.3.3.2. Tuz ile coktiirme

Amino asitler diisiik tuz konsantrasyonunda + ve — yiiklii iyonlarina ayrilarak
hidrofilik olurlar ve su-protein etkilesimi ile suda ¢oziiniirler. Bu olaya ‘salting in
(tuzla ¢6ziinme)’ denir. Ancak, tuz konsantrasyonu arttikga amino asitler ¢ok yiikli
hale gelmeye ve sonrasinda kiimelesmeye ve protein-protein etkilesimi ile gokmeye
bagslarlar. Bu olaya ise ‘salting out (tuzla ¢6kelme)’ denir (Burgess, 2009). Sekil
2.11°de amino asitlerin diisiik ve yiiksek tuz konsantrasyonundaki davranislari

gosterilmistir.

Tuz ile ¢oktiirme yonteminde, ilk olarak diisiik tuz konsantrasyonunda
ekstrakte edilen proteinler, yiiksek tuz konsantrasyonuna getirilerek g¢oktiirme
islemi ile izole edilmektedir. Tuz ile ¢oktirme yontemi, ozellikle enzim gibi
biyolojik katalizorlerin izolasyonunun ilk adimi olarak kullanilmaktadir. Bunun
sebebi, izoelektrik ¢oktliirme esnasinda proteinlerin yapilarinda meydana gelen
degisikliklerin tuz ile ¢oktiirme yonteminde oldukca diisiik seviyede olmasi
dolayisiyla izole edilen enzimlerin aktivite kaybmin disiik olmasi ile

aciklanmaktadir (Palmer and Bonner, 2011).
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Sekil 2.11. Diisiik ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda proteinler (Singh and Bose, 2022)

Tuz ile ¢oktiirme yonteminde, ekonomik ve kolay ulasilabilir olmasinin yani
sira ¢Oziinlrligiiniin yiiksek olmasi sebebiyle amonyum siilfat (NH4)2SO> tercih
edilmektedir. Bu yontemde, ham maddeye 6zgii degisken konsantrasyonlarda
amonyum siilfat kullanilmaktadir. Calismalarda, plazma proteinleri igin %40
(Pringels et al., 2018), patates proteinleri i¢in %60 (Zhang et al., 2017) ve seliilaz
izolasyonu igin %80 (Adetuyi et al., 2018) amonyum siilfat konsantrasyonlari
kullanmilmistir. Bu yOntemde, kullanilan yiiksek konsantrasyondaki tuzun
sonrasinda diyaliz islemi ile uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla molekiil
caplarima gore cesitli boyutlarda gecirgenligi olan seliillozik yapida diyaliz
membranlart kullanilmaktadir (Yang et al., 2024). Tuz ile ¢oktiirme yonteminin
dezavantajlar yiiksek miktarda tuz ilavesi ve sonrasinda uzaklastirmak igin prosese
diyaliz gibi hem siire hem de maliyet a¢isindan ekstra bir adimin eklenmesidir. Bu
sebeple, gida endiistrisinde kullanilacak protein konsantresi ya da izolati tiretimi
icin kullanimi sinirhidir. Tuz ile ¢oktiirme yontemi ile izole edilen protein

konsantreleri ile ilgili ¢alismalar Cizelge 2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2.5. Protein ¢oktiirme yontemlerinin karsilastirildig literatiir caligmalari

Karsilast
Ham madde Coktiirme Yontemi ve Kosullar: arstiastirma Sonug¢ Kaynak
Parametresi
Izoelektrik: pH degeri 4,5 %85,89
Boriilce Amonyum Siilfat: %40 Protein igerigi %68,27 ;II\/IOZOOnlngn)garm et
izoelektrik-Amonyum Siilfat.: %40-pH degeri 4,5 979,35 ’
Izoelektrik: pH degeri 4 o %85,80 (Zhang et al.
Patates Protein igerigi ’
Amonyum Siilfat: %60 283,20 2017)
[zoelektrik: pH degeri 5 ~%45
Cay atiklart Amonyum Siilfat: %80 Protein ~%80 (Cuietal., 2018)
Y . yu e ¢Oktiirme orani ° B
Izoelektrik-Amonyum Siilfat: pH degeri 5-%80 ~%90
, Izoelektrik: pH degeri 2 ~%22,5
Isvec kirmizi deniz yosunu
Amonyum Siilfat: %80 ~%5
_ ‘ _ Izoelektrik: pH degeri 2 _ . ~%7,5 (Harrysson et
Isveg yesil deniz yosunu Protein verimi
Amonyum Siilfat: %80 ~%20 al., 2018)
_ ‘ _ [zoelektrik: pH degeri 2 ~%25
Isveg yesil kahverengi yosunu
Amonyum Siilfat: %80 ~%2,5
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2.4. Siirdiiriilebilir Tarim-Gida Iliskisi

Gliniimiizde artan niifusun yagam i¢in gerekli ihtiya¢larini kargilamak giderek
zorlagmaktadir. Kiiresel 1sinmaya bagli olarak dogal kaynaklarin giderek azalmasi
ile beraber tarim ve dolayisiyla gida sektorii olumsuz etkilenmektedir. Bu durum,
dogal kaynaklarin verimli kullanilmast zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir.
Siirdiiriilebilirlik kavrami bu noktada Onem arz etmektedir. Siirdiirilebilir
kalkinma, Diinya Cevre ve Kalkinma Komisyonu tarafindan ‘gelecek nesillerin
kendi ihtiyaclarini karsilama yetenegini tehlikeye atmadan, bugiiniin ihtiyaglarini
karsilama’ olarak tanimlanmistir (Brundtland, 1987). Bu sebeple, gevresel etkilerin
gozle goriiliir bir sekilde artmasi ile insan eliyle ekosistemin ne 6lgiide bozuldugunu
somut olarak hesaplamak i¢in ekolojik ayak izi kavrami gelistirilmistir. Minimum
stirdiiriilebilirlik i¢in biyolojik kapasitenin ekolojik ayak izinden biiyiikk olmasi
gerekmektedir. 1961-2022 verileri incelendiginde diinyanin ekolojik ayak izinin
giderek arttig1 biyokapasitenin ise giderek azaldigi goriilmektedir. 1970 yilindan
itibaren ise ekolojik ayak izinin biyokapasiteden daha yiiksek oldugu ve bu agigin
giinlimiize kadar artarak devam ettigi belirlenmistir (Global Footprint Network
(GFN), 2024). Sekil 2.12°de diinyanin biyokapasite ve ekolojik ayak izinin yillara

gore verileri verilmistir.

kisi basina diisen kiiresel hektar
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Sekil 2.12. Yillara gore diinyanin ekolojik ayak izi ve biyokapasite degerleri (GFN, 2024)
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Ulkelerin ekolojik ayak izleri ve biyokapasitelerine bakildiginda (Sekil 2.13),
koyu kirmizi ile gosterilen ilkelerin kritik seviyede oldugu goriilmektedir.
Tirkiye’deki veriler incelendiginde, 1980-85 yillar1 arasinda minimum
stirdiiriilebilirligin saglandigi son yillar oldugu ve giinlimiize kadar acigin giderek

arttig1 tespit edilmistir (GFN, 2024).
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Sekil 2.13. a) Diinyanin ekolojik ayak izi ve biyokapasitesi b) Tiirkiye'nin yillar igerisindeki
biyokapasite ve ekolojik ayak izi verileri degisimi (GFN, 2024)

Ekolojik ayak izi; karbon ayak izi, tarim arazisi ayak izi, orman ayak izi, otlak
ayak izi, yapilagsmig alan ayak izi ve balik¢ilik ayak izi olmak {izere 6 kategoriye
ayrilmaktadir (Galli et al., 2014). Kategorilere gore ayak izi verilerine bakildiginda,
toplam ayak izine katkisi en yiiksek olan kategori karbon ayak izidir (Sekil 2.14).
Onu tarim arazisi ayak izi takip etmektedir. Ayrica, karbon ayak izinin 6nemli

sebeplerinden biri sera gazi emisyonunun %214,5’inin sebebi hayvancilik
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sektoridiir (Gerber, 2013). Buna ek olarak, niifus artisina bagli olarak gida
talebinde artis beklenmektedir. Tiim bu veriler goz 6niinde bulunduruldugunda,

stirdiiriilebilir tarim-gida iliskisini saglamak zorunlu hale gelmektedir.
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Sekil 2.14. Yillara gore ekolojik ayak izi kategorilerinin dagilimi (GFN, 2024)

Stirdiiriilebilir tarim, dogal kaynaklar1 gozeterek tarimsal iiretimde verimi
arttirmay1 amaglayan ve bundan ekonomik ve sosyal anlamda getiri elde etmeyi
amagclayan tarim sistemidir (Velten et al., 2015). Agroekoloji, organik tarim,
permakiiltiir, biyodinamik tarim, koruyucu tarim, rejeneratif tarim ve akilli tarim
gibi birgok siirdiiriilebilir tarim uygulamalar1 vardir (Ober¢ and Arroyo Schnell,
2020). Toprak temelli tiim bu tarim uygulamalari ile konvansiyonel tarimin yol
act1g1 ¢esitli sorunlar giderilmeye ¢alisilmaktadir. Toprak, bitkiler i¢in gerekli besin
kaynagini saglayan gelisim ortamidir. Ancak, niifus artigina bagli tarim arazilerinin
azalmasi, toprak erozyonu, asir1 tarim ilact kullanimi ve toprak kirliligi gibi
nedenler topraga alternatif tarim yontemlerine yonelimi arttirmistir. Hidroponik
kiltlir ortami topraga alternatif yetistirme ortamlarindan biridir. Bitki gelisimi i¢in
su igerisindeki gerekli elementler ile sinirli alanda daha yiiksek verimde ve daha
yiiksek kalitede tiriin yetistirilebilmektedir (Mir et al., 2022). Hidroponik kiiltiir
ortam1 ile daha az giibre ve tarim ilact kullanimi ve suyun daha efektif kullanimi
saglanabilmektedir. Marul, domates ve salatalik gibi bircok sebzenin bu yontem ile
yetistirilmesi stirdiiriilebilir tarim faaliyetlerine alternatif olmasi agisindan 6nem arz

etmektedir (Fussy and Papenbrock, 2022).
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2.5. Su Mercimegi

Su mercimegi Lemnaceae familyasina ait Spirodela, Landoltia, Lemna,
Wolffiella ve Wolffia cinsleri olan ve 38 tiirii olan su bitkileridir (Bog et al., 2019).
Durgun su iizerinde biiyliyen su mercimegi, vejetatif olarak cogalir ve uygun
kosullar altinda her 16-32 saatte bir iki katina ¢ikabilme ve degisen ortam sartlarina
yliksek uyum saglayabilme yetenegine sahiptir. Bu nedenle 2-3 giinliikk dongiide
hasat edilebilmektedir (Wang et al., 2020). Basit bir bitki olan su mercimegi parlak
yesil yapragimsi bir yapidan ve kokgiikten olusmaktadir (Sharma et al., 2019). Sekil

2.15’te 5 farkli cins su mercimegi gdsterilmistir.

Spirodela Landoltia Lemna Wolffiella Wolffia

Sekil 2.15. Spirodela, Landoltia, Lemna, Wolffiella ve Wolffia cinslerindeki su mercimekleri
(Pagliuso et al., 2018)

Su mercimegi atik sularin fitoremediasyonu, atik sudaki toksik metalleri ve
diger besin maddelerini temizlemek ic¢in kullanilmakla beraber, Tayland, Laos ve
Myanmar gibi Giineydogu Asya iilkelerinde insan tiiketimi i¢in de kullanilmaktadir
(Sharma et al., 2019). Ancak, bati iilkelerinde ve {ilkemizde su mercimegi bitkisi
insan beslenmesinin bir pargast degildir (de Beukelaar et al., 2019). Literatiirde
yapilan c¢aligmalarda, tiirden tiire ve yetistirme kosullarina gore farklilik
gostermekle beraber su mercimeklerinin %20-45 araliginda ytiksek oranda protein
icerdigi ve protein igeriginin besin ortaminin igerigine bagl olarak arttirilabilecegi
belirtilmistir (Kaplan et al., 2019; Ullah et al., 2021). Biyokiitle artisinin hizlihigt,
degisen ortam kosullarina yiiksek adaptasyonu ve kimyasal kompozisyonunun
besiyeri igerigi ile istenilen sekilde degistirilebilmesi, su mercimeginin
sirdiiriilebilir alternatif bir protein kaynagi olarak degerlendirilmesine olanak

saglamaktadir.

Su mercimegi yetistiriciliginde Schenk ve Hildebrandt soliisyonu, Hutner

soliisyonu, Murashige ve Skoog soliisyonu ve Hoagland soliisyonu
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kullanilmaktadir. Yapay ortamda yetistirilen su mercimeginin, 6zellikle optimum
ortam igerigi ve pH degerinde biyokiitlesinde hizli bir artis saglanabilmektedir
(Baek et al., 2021). Hoagland soliisyonu, bitkinin ihtiya¢ duydugu azot (N),
potasyum (K), fosfor (P), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), kiikiirt (S) ve demir
(Fe) makro elementlerini icermektedir (Zhao et al., 2015). Bu elementler, bitkinin
hem biyokiitle hem de protein igerigini artirmada dnemli roller oynamaktadirlar. Bu
elementlerin hem tek basma hem de interaksiyonlari, biyokiitle birikimini ve
protein sentezini 6nemli olgiide etkilemektedir. Bu nedenle, her bir elementin
protein igerigi iizerindeki etkisini istatistiksel olarak belirlemek, protein verimini

artirmak agisindan onem arz etmektedir.

Farkl: tiirdeki su mercimeklerinden protein izolasyonu ve elde edilen protein
konsantresinin kimyasal ve fonksiyonel Ozellikleri ile ilgili calismalar, su
mercimeginin  silirdiiriilebilir protein kaynagi olarak degerlendirebilecegini
ongormektedir. Bitkisel proteinler, siirdiiriilebilir olmasi sebebiyle Ozellikle
gelismekte olan iilkeler i¢in 6nemli protein kaynaklaridir. Bu durumda, ekonomik
olan ve yapraklarda bulunan ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO)
onemli bir protein kaynagi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. RuBisCO, fotosentezden
sorumlu enzimdir ve yaprakta bulunan ¢Oziinlir proteinlerin  %30-65’ini
olusturmaktadir (Bagheri et al.,, 2017). RuBisCO, dengeli amino asit
kompozisyonu, kolay sindirilebilirligi ve alerjik olmamasi sebebiyle gida ve yem
endiistrisi i¢in potansiyel olusturmaktadir (Tanambell et al., 2023). RuBisCO,
sindirim sirasinda proteolitik parcalanarak kisa zincirli biyoaktif peptitlere
parcalanirlar. Biyoaktif peptitlerin antihipertansif antioksidan, antibakteriyel,
antikanser ve hafiza giiglendirici gibi sagliga olumlu bir¢ok etkisi mevcuttur
(Grécio et al., 2023; Nawaz et al., 2024; Udenigwe et al., 2017; Yang et al., 2001).
Yapilan bir ¢alismada, Lemna gibba su mercimeklerinden izole edilen protein
konsantrelerinin, pH 7 degerinde, jellesmesinin soya proteinlerinden ¢ok daha
giiclii oldugu, yumurta beyazina gore ise bir miktar zayif oldugu belirtilmistir
(Nieuwland et al., 2021). Baska bir calismada, 6 farkl: tiirdeki; Spirodela polyrhiza,
Landoltia punctata, Lemna minor, Lemna gibba, Wolffiella hyalina ve Wolffia
microscopica, su mercimeklerinin besleyici degerleri karsilastirilmistir. En yiiksek
protein ve yag icerigi Wolffiella hyalina tiirtinde iken, nisasta icerigi en yiiksek olan

tir ise Landoltia punctata olarak tespit edilmistir. Wolffiella hyalina tiiriiniin
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yiiksek protein igeriginin yani sira, Diinya Saglik orgiitii tarafindan 6nerilen amino
asit degerlerini saglamasi beslenme acisindan yeterliligini ortaya koymaktadir
(Appenroth et al., 2017). Farkl1 yetistirme kosullarinin etkisinin incelendigi baska
bir ¢alismada, organik giibre ile yetistirilen su mercimeklerinin (Spirodela
polyrhiza) protein igeriginin (%35,82) inorganik giibre ile yetistirilene gore
(%30,50) daha yiiksek oldugu ve bunun sebebinin organik giibredeki amonyak ve
fosfat igeriginin inorganik giibreye gore fazla olmasindan kaynaklandigi
belirtilmistir (Sharmaet al., 2019). Yetistirme ortaminin tuz i¢eriginin Lemna minor
tiiriiniin protein icerigine etkisinin arastirildig1 calismada, en yiiksek protein igerigi
%34 ile 4 g/L NaCl konsantrasyonunda yetistirilen su mercimeklerinde iken en
diisiik protein igerigi %25 ile 10 ve 12 g/L NaCl konsantrasyonundaki su
mercimeklerinde bulunmustur (Ullah et al., 2021). Tim bu ¢alismalar
degerlendirildiginde, su mercimeginin alternatif protein kaynagir olarak
degerlendirilebilecegi ve ortam kosullarinin degistirilerek istenilen ozellikte

kimyasal kompozisyonunda degisiklikler yapilabilecegi goriilmektedir.
2.6. Fonksiyonel Gida

Fonksiyonel gidanin bircok tanimi olmasina ragmen Avrupa Birligi
Fonksiyonel Gida Komisyonu tanimina gore ‘Bir gidanin fonksiyonel gida
sayilabilmesi i¢in, temel beslenme Ozelliklerinin yani sira insan saghigim
iyilestirmede ve/veya hastaliklarin olusumunu 6nlemede etkili olmasi1 gereken gida’
olarak tanmimlanmigtir (Kaur and Das, 2011). Fonksiyonel gidalar, son yillarda
saglikli beslenmeye olan ilginin artmasi ile giderek popiilaritesini arttirmaktadir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar gibi beslenmeye bagli hastaliklarin sebep oldugu
Olimler, iilkemizde ve diinyada giderek artmaktadir. 2021 yilinda diinyadaki
oliimlerin {igte biri kardiyovaskiiler hastaliklar kaynakli meydana gelmistir. Ayni
zamanda, 2021 yilinda 20,5 milyon kardiyovaskiiler hastalik kaynakli 6liimiin %80
gibi yiiksek bir orani diisiik ve orta gelir grubu iilkelerde goriilmiistiir (Di Cesare et
al., 2024; Lindstrom et al., 2022). Beslenmeye bagl ve saglig: tehdit eden bir diger
hastalik ise diyabettir. 2021 yil1 verilerine bakildiginda diyabet, diinya tizerinde 20
ile 79 yas arasindaki 537 milyon yetiskin bireyde ve ¢ogunlukla diisiik ve orta gelirli
tilkelerde goriilmektedir (Magliano and Boyko, 2021).

Kardiyovaskiiler ve diyabet gibi hastaliklarin 6zellikle diisiik ve orta gelirli

tilkelerde goriilmesi gidaya ulasimdan kaynakli beslenme eksikligi sebebiyle
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oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle protein eksikligi temel sorunlardan biridir.
Proteinler, yasam i¢in hayati dneme sahip makro-molekiiller olup sagliga faydali
bilesenler igermektedir (Dhiman et al., 2024). Bu sebeple, ekonomik protein
kaynaklarindan izole edilen proteinlerin diger gida tirlinlerine ilavesi ile proteince
zenginlestirilmis fonksiyonel gidalarin tiiketimi sagliga faydali ve beslenmeyi
destekleyici olacaktir. Bitkisel protein konsantresi ilavesi ile gelistirilen

fonksiyonel gida formiilasyonlari ile ilgili calismalar Cizelge 2.6’da verilmistir.



34

Cizelge 2.6. Bitkisel protein konsantresi/izolati ile fonksiyonel gida iiriinlerinin gelistirilmesi

Protein . ..
. Miktar, % Uriin Temel Bulgular Kaynak
konsantresi/izolati
-Protein icerigi yiiksek ekmek (%23,3)
Bezelye protein izolati 10 Ekmek -Kontrole gére somun hacminde azalma (Tiketici kabulii) (Marchais et al., 2011)

-Kabuk ve ekmek i¢i aydinlik degerinde azalma

-Nohut protein konsantresi ile zenginlestirilmis keklerin nem igeriginde azalma, sertlik,
sakizimsilik ve ¢ignenebilirlik degerlerini artma belirlenmistir.
i TN o , ; L
Nohut protein Protein igerigi %12,2°den %22,2’ye yiikselmistir. .
. 10 Kek e . o (Sohaimy et al., 2021)
konsantresi -Protein sindirilebilirligi %89,7’den %94,08¢ yiikselmistir.

-Aydinlik degerinde azalma, sarilik degerinde artma belirlenmistir.

-Duyusal degerlendirmede, yiiksek tiiketici kabulii gdstermistir.

-Protein igerigi yiiksek ekmek (%15,9)
Soya protein izolati 20 Ekmek -%20 soy protein izolat1 igeren ekmek panelistlerin (%55) ilk tercihi (Shivaani, 2020)

-L* degerinde azalma

-Yumurta alblimini yerine %2 oraninda piring kepegi protein konsantresi kullanimi ile .
. 2 Ekmek . L : . (Phongthai et al., 2016-a)
konsantresi en yliksek 6zgiil hacim saglanmigtir.

Piring kepegi protein
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-Ekmek gozenekliligi ve duyusal 6zellikler gelismistir.

-Ekmegin bayatlamasinin engellenmesinde yumurta albiiminden daha etkili oldugu

belirtilmistir.

Balkabagi protein
konsantresi

10

Ekmek

-Balkabagi protein konsantresi ikamesi ile bugday unundaki 16sin eksikligi giderilebilir

-Balkabagi protein konsantresi ikamesi ile hamurun gaz tutma ve sekil tutma

kapasitelerinde dnemli bir degisiklik olmamuistir.

-Balkabagi protein konsantresi ikamesi, yiiksek protein ve lif igerikli ekmek iiretimine
olanak saglamaktadir.

(Galenko et al., 2024)

Nohut protein
konsantresi

Eriste

-Hamurun elastik ve viskoz modiilleri, nohut protein izolatinin ikamesindeki artigla

artmistir.

-Protein izolat1 konsantrasyonundaki artisla birlikte; eristelerin protein igeriginde
(%7,52 ile 19,3), pisirme siiresinde (13,4 ile 15,1 dk), antioksidan aktivitesinde (%22,6
ile 31,3) 6nemli artis oldugu, buna karsin pisirme kaybinin 6nemli 6l¢iide azaldig1

belirtilmistir.

-%6 nohut protein izolat1 ile hazirlanan glutensiz piring eristeleri, duyusal
degerlendirmeye gore daha iyi genel kabul edilebilirlik géstermistir.

(Sofi et al., 2020)

Moringa yapragi 15
protein izolati

Bar

-Protein icerigi yiiksek bar (%42,55)
-Moringa protein izolati ilavesi olumlu tekstiir 6zellikleri

-Atistirmalik barin besleyici 6zellikleri gelistirilmistir.

(Javed et al., 2021)
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3.  GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Tez ¢alismasinda kullanilan su mercimegi (Lemna minor) 6n denemeler icin
Ege Universitesi Botanik Béliimii'nden ve diger tiim analizler igin Izmir'deki yerel
bir saticidan temin edilmistir. Su mercimekleri, saf su altinda yikandiktan sonra
farkli ¢ozeltilerde yetistirilene kadar distile suda oda sicakliginda (24+1 °C)
bekletilmistir. Hoagland ¢06zeltisinin makro bilesenleri, KH2PO4, KNOsg,
Ca(NOs)2-4H20, MgS04-7H20 ve Fe*2 ve minor bilesenleri (HsBOs, MnCl,-4H;0,
ZnS0O4-7H20, CuSO4-5H20, H2M004-H20) Sigma Aldrich'ten (St. Louis, MO,
ABD) satin alinmistir. Pectinex UF (3300 PGNU/g) ve Alcalase (2,4 AU/Q)
enzimleri Novozymes (Danimarka) firmasindan temin edilmistir. Bradford protein
metodu icin standart egri icin Thermo Fisher Scientific (ABD) firmasindan temin
edilen Bovine Gamma Globulin (2 mg/mL) kullanilmistir. Tez ¢alismasindaki diger
kimyasallar, analitik saflikta kullanilmistir. Sekil 3.1°de tez ¢alismasinda kullanilan

su mercimekleri gdsterilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan su mercimekleri (Lemna minor)

3.2. Yontem

Tez ¢alismasi, 3 is paketine ayrilmistir. ilk is paketinde su mercimeklerinin
yetistirme kosullari maksimum protein igerigine goére optimize edilmistir. Bir
sonraki i3 paketinde optimum kosulda yetistirilen su mercimeklerinden
ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu ve yardimci ekstraksiyon yontemleri
(ultrases ve enzim destekli) kullanimi ile proteinler maksimum verimde izole
edilmistir. Ardindan su mercimegi protein konsantrelerinin fiziksel, kimyasal ve
fonksiyonel ozellikleri belirlenmistir. Son is paketinde ise elde edilen protein

konsantreleri, atistirmalik bar, ekmek ve kek gibi fonksiyonel iiriinlere ikame
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edilerek bu iiriinlerin kimyasal kompozisyonu ve duyusal 6zellikleri belirlenmistir.

Tez ¢aligmasinin genel akim semas1 Sekil 3.2.°de verilmistir.

Su mercimeklerinin 1/4 ve 1/5 oraninda seyreltilimis Hoagland soliisyonlarinda
yetistirilmesi ve maksimum protein orammna gore Hoagland soliisyonunu
seyreltme oranmin belirlenmesi

Hoagland soliisyonunun pH degerinin (pH 5, 6, 7, 8 ve 9) maksimum protein
icerigine gore belirlenmesi

Hoagland soliisyonu makro bilesenlerinin (KH,PO,, KNO;, Ca(NO;),-4H,0,
MgSO0,-7H,0 ve Fe™) protein oramna etkisinin Plackett-Burman tasarimi ile
belirlenmesi

Plackett-Burman tasarinu ile belirlenen etkili makro bilesenlerin  Merkezi
Biitiinlesik Tasarim ile optimizasyonu

Optimum kosulda yetistirilen su mercimekleri 3 farkli yontem (vakumda kurutma,
dondurarak kurutma ve dondurma) ile muhafaza edilmesi ve protein icerigine |
gore ham maddenin formunun belirlenmesi

Ekstraksiyon pH degerinin (7, 8, 9 ve 10), ekstraksiyon sicakhiimin (50, 55 ve
607C) ve cozeltikati orammin (3, 5, 7 ve 10 mL/g) maksimum protein [
konsantrasyonuna gore belirlenmesi

Ultrases ve enzim destekli ekstraksiyon yontemlerinin protein verimine etkisinin
belirlenmesi

Optimum kosulda izole edilen protein konsantrelerinin fiziksel, kimyasal ve
fonksiyonel dzelliklerinin belirlenmesi

Protein konsantreleri atistirmalik bar, ekmek ve kek trtinlerine ikame edilerek
fonksiyonel gida tretimi gergeklestirilmesi ve fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozelliklerinin belirlenmesi

Sekil 3.2. Tez caligmasi akim semasi
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3.2.1. Su mercimekleri yetistirme kosullarinin belirlenmesi

Tez g¢alismasi kapsaminda, su mercimegi bitkisinin yetistirme kosullar
maksimum protein igerigine gore optimize edilmistir. Bu kapsamda, ilk adimda
Hoagland soliisyonunun seyreltme orani ve pH degeri belirlenmistir. Ardindan,
Plackett-Burman tasarimi ile Hoagland soliisyonu makro bilesenlerinin protein
icerigine etkisi belirlenmistir. Bu tasarimda belirlenen etkili parametreler, yanit
ylizey yoOntemi merkezi biitiinlesik tasarim ile optimize edilmistir. Optimum
kosullarda su mercimekleri yetistirilmesinin ardindan protein izolasyonu asamasina

gecilmistir.

3.2.1.1. Su mercimeklerinin vetistirilmesi

Yaklasik 1 g su mercimegi, 500 mL polietilen tereftalat (PET) kaplarda 250
mL Hoagland soliisyonunda oda sicakliginda (25 + 2 °C) yetistirilmistir. Soliisyon,
her 3 giinde bir degistirilmistir. Su mercimeklerinin biyokiitle artis1 soliisyon
degisimleri sirasinda kaydedilmistir. 12. giinlin sonunda yetistirilen su
mercimekleri siiziildilkten sonra protein oranlar1 kuru madde bazinda

hesaplanmistir (Kittiwongwattana and Vuttipongchaikij, 2013).

3.2.1.2. Hoagland soliisyonu hazirlanisi

Hoagland soliisyonu makro bilesikleri; 1 M KH2POs, 1 M KNO3, 1 M
Ca(NO3)2-4H20, 1 M MgSO4-7H,0 ve 0,05 M Fe*3, stok cozeltiler olarak
hazirlanmastir. 0,046 M H3BO3, 0,009 M MnCl,-4H20, 0,00075 M ZnSQO4-7H>0,
0,00032 M CuSO4-5H.0O ve 0,000111 M H>Mo00O4-H20 igeren mikro bilesen
soliisyon karigimi temin edilmistir. Ardindan 1 L Hoagland soliisyonu hazirlamak
icin yukarida belirtilen konsantrasyondaki stok ¢ozeltilerden 1 mL KH2PO4, 5 mL
KNOgs, 5 mL Ca(NO3)2-4H,0, 2 mL MgSO4-7H20 ve 1 mL Fe*® ve 1 mL mikro
bilesen soliisyondan alinarak toplam 15 mL'lik karisim 1 L’ye tamamlanmustir.
Hoagland soliisyonunun icerdigi bilesiklerin son konsantrasyonu Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Hoagland soliisyonu i¢in gerekli makro ve mikro bilesenlerin final konsantrasyonlari

Bilesik Konsantrasyon 1t1c:kltlzll;(;;1z§:1tri flllil konsailt?ZLyonu
KH2PO4 1M 1mL 1mM
KNOs3 1M 5mL 5mM
Ca(NOs3)2-4H.0 1M 5mL 5mM
MgSO4-7H20 1M 2 mL 2mM
Fe*s 0,05 M 1mL 0,05 mM
Mikro bilesenler 1mL

3.2.1.3. Hoagland soliisyonu seyreltme oraninin belirlenmesi

Calismanin ilk adimi, literatiire gore hazirlanan Hoagland soliisyonunun
seyreltme oraninin belirlenmesidir. Bu amagla, Cizelge 3.1°e gore hazirlanan
Hoagland soliisyonu 1/4 (Hzs soliisyonu) ve 1/5 (H2o soliisyonu) oranlarinda
seyreltilerek hazirlanan soliisyonlarda su mercimekleri yetistirilmistir. Seyreltme
oran1 9. giin sonundaki su mercimeklerinin kuru madde bazindaki protein oranina

gore belirlenmistir.

3.2.1.4. Hoagland soliisyonu pH degerinin belirlenmesi

Plackett-Burman tasarimindan 6nce, pH degerinin sabit tutulmasi amaciyla
belirlenen seyreltme oraninda hazirlanan Hoagland soliisyonun pH degerleri 5, 6,
7, 8 ve 9 degerlerine ayarlanarak en yiiksek protein igerigine sahip pH degeri

belirlenmistir.

3.2.1.5. Makro bilesenlerin Plackett-Burman tasarimi

Hoagland soliisyonu makro-bilesenlerinin etkisini ortaya koymak ve yanit
yiizey yontemindeki bagimsiz degiskenleri belirlemek amaciyla Plackett-Burman
deney tasarimi kullanilmigtir. Design Expert programi (7.0.0. siiriimii, State-Ease,
Inc., Minneapolis, MN, ABD) kullanilarak, KH2PO4 (0,1-1 mM), KNO3z (0,5-5
mM), Ca(NO3).-4H20 (0,5-5 mM), MgSO4-7H,0 (0,2-2 mM) ve Fe** (0,1-1 mM)
faktorleri ile 12 denemeden olusan bir deneme deseni olusturulmustur (Cizelge
3.2). Design Expert programindaki Plackett-Burman tasarimi en az 11 faktor
gerektirmesi sebebiyle program tarafindan onerildigi sekilde faktor sayisint 11°e
tamamlayacak sekilde diger bagimsiz degiskenler Dummy 1-6 olarak

tanimlanmigtir. Tasarimin yaniti, su mercimeginin kuru bazinda protein igerigi
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olarak belirlenmistir. Secilen alt (-) ve st (+) seviye konsantrasyonlari, orijinal
Hoagland soliisyonu konsantrasyonlari ve On c¢alismalar dikkate alinarak
secilmistir. Modeldeki anlamli terimler, %95 giiven araliginda varyans analizi
(ANOVA), Fisher testi degeri (F degeri) ile degerlendirilmistir. Plackett-
Burman'daki ANOVA sonuglarina goére anlamli bulunan faktorler, optimizasyon

faktorleri olarak segilmistir (Rana et al., 2021).

Cizelge 3.2. Hoagland soliisyonu makro-bilesenlerinin Plackett-Burman deneme deseni

Bagimsiz degisken Sembol Alt limit (-1) Ust Limit (+1)
KH2PO,4 A 0,1 1
KNOs; B 0,5 5
Ca(NOs).-4H,0 C 0,5 5
MgSO,4-7H20 D 0,2 2
Fe*s E 0,1 i
Dummy 1 F -1 +1
Dummy 2 G -1 +1
Dummy 3 H -1 +1
Dummy 4 J -1 +1
Dummy 5 K -1 +1
Dummy 6 L -1 +1

3.2.1.6. MerKkezi biitiinlesik tasarim ile optimizasyon

Plackett-Burman deneme tasariminda belirlenen Hoagland soliisyonunun
anlamli parametreleri, yanit yiizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarim kullanilarak
optimize edilmistir. Hoagland soliisyonunun makro elementlerine ek olarak,
soliisyonun pH degeri de optimizasyon tasarimina dahil edilmistir. Bagimsiz
degiskenlerin; KH2PO4 (2-5 mM), Ca(NOz3)2-4H20 (5-10 mM) ve pH degeri (6-9),
su mercimeginin protein oranina etkisi arastirtlmistir (Cizelge 3.3). Deneme deseni,
3'i merkez nokta olmak tizere 17 deneme icermektedir. Modeldeki anlaml
parametreler, %95 giiven araliginda varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Model dogrulugu, uyum eksikligi (lack of fit) ve Fisher testi
degeri (F degeri) ile belirlenmistir. Modelin tahmin edilen degeri ne Olgiide
karsiladigini belirlemek amaciyla optimum noktada, dogrulama analizi (4 tekrar)
yapilmistir. Son olarak, optimum parametrelerde yetistirilen su mercimeginin
protein igerikleri, ticari Hoagland soliisyonunda yetistirilen su mercimekleri ile

karsilagtirilmistir.
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Cizelge 3.3. Yanit ylizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarim deneme deseni

dB:gg;:::f Sembol  -a 1 0 +1 +a

KH,PO, A 0,98 2 35 5 6,02
Ca(NO3)4H,0 B 3,30 5 75 10 11,71
pH degeri C 4,98 6 75 9 10,02

3.2.2. Protein izolasyonu

Optimize kosullarda yetistirilen su mercimeklerinden proteinlerin maksimum
verimde izolasyonunu gerceklestirmek amaciyla ilk olarak ham maddenin formu
(vakumda kurutulmus, dondurarak kurutulmus ve dondurulmus) belirlenmistir.
Sonrasinda, protein izolasyon parametreleri optimize edilerek maksimum verimde
protein  konsantresi  iretimi yapilmustir.  Protein  konsantreleri  alkali
ekstraksiyon/izoelektrik ¢oktiirme yontemi ile elde edilmistir. Protein verimini
arttirmak igin optimizasyonun yani sira ultrases ve enzim destekli yardimci

ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir.

3.2.2.1. Ham maddenin formu

Su mercimeklerinden protein izolasyonunda, ham maddenin formunun
protein igerigine etkisini belirlemek i¢in su mercimekleri 3 farkli yontem ile
muhafaza edilmistir. Yetistirilen su mercimekleri, vakumda kurutularak (65 C, 515-
775 mmHg), dondurarak kurutularak (-30C, 50 kPa) ve dondurarak (-18TC)
muhafaza edilmistir. Ardindan, 3 farkli yontemle muhafaza edilen su
mercimeklerinin kuru madde bazinda protein oranlar1 bulgulanmis ve istatistiksel

olarak aradaki farkliliklar degerlendirilmistir.

3.2.2.2. Ekstraksivon cozgeninin pH degeri

Ham maddenin formu belirlendikten sonra ekstraksiyon ortaminin pH degeri
belirlenmistir. Bu amagla, su mercimegine 5 mL/g ¢6zgen/kat1 oraninda pH 7, pH
8, pH 9 ve pH 10 degerlerindeki tampon ilave edilmis ve karigimlar Ultra-Turrax
(HG-15D, Daihan, Wertheim, Almanya) yardimi ile 14000 rpm’de 3 dk homojenize
edilmistir. 50 C’de 30 dk ekstraksiyondan sonra tiilbent yardimu ile kaba filtrasyonu
yapilmis ve ardindan 6000 rpm’de 20 dk santrifiijden sonra stipernatantlarin protein
konsantrasyonu (mg/mL) Bradford metodu ile bulgulanmistir (Bradford, 1976).



42

Farkli pH degerlerindeki protein konsantrasyonlar istatistiksel (P<0,05) olarak

karsilastirilmis ve ekstraksiyon ¢ozgeninin pH degeri belirlenmistir.

3.2.2.3. Ekstraksiyon sicakligi

Su mercimegine 5 mL/g ¢6zgen/kat1 oraninda belirlenen pH degerindeki
tampon ilave edilmis ve karigimlar Ultra-Turrax ile 14000 rpm’de 3 dk homojenize
edilmistir. Ardindan, su mercimegi/¢6zgen karigimi ayri sicakliklarda; i) 50, ii) 55
ve iii) 60 °C’de 30 dk olan kosullarda ekstraksiyona tabi tutulmustur. Kaba filtrasyon
ve 6000 rpm’de 20 dk santrifiijiin ardindan siipernatantin pH degeri 1 N HCI ile
3,5’e ayarlanmis ve 30 dk 300 rpm’de karistirilmistir. Sonrasinda, 6000 rpm’de 30
dk santrifiij isleminin ardindan pelet -30°C’de liyofilizatorde (Liyolife Freeze-
Dryer, 253.3.6/22/194, Manisa, Tirkiye) vakum altinda dondurularak
kurutulmustur (Akyiiz and Ersus, 2021). Elde edilen protein konsantrelerinin
protein igerigi Kjeldahl yontemi ile belirlendikten sonra en yiiksek protein igerigine
sahip sicaklik istatistiksel olarak (P<0,05) belirlenmistir (AOAC, 1990).

3.2.2.4. Cozgen/kat1 orani

Su mercimeklerine 3, 5, 7 ve 10 mL/g ¢6zgen/kat1 oraninda belirlenen pH
degerindeki tampon ilave edilmis ve karisimlar Ultra-Turrax ile 14000 rpm’de 3 dk
homojenize edilmistir. Ardindan, belirlenen ekstraksiyon sicakliginda 30 dk
proteinler ekstrakte edilmistir. Kaba filtrasyon ve 6000 rpm’de 20 dk santrifiijiin
ardindan siipernatantin pH degeri 1 N HCl ile 3,5’e ayarlanmig ve 30 dk 300 rpm’de
karistirilmistir. Sonrasinda, 6000 rpm’de 30 dk santrifiij isleminin ardindan pelet -
30C’de liyofilizatorde (Liyolife Freeze-Dryer, 253.3.6/22/194, Manisa, Tiirkiye)
vakum altinda dondurularak kurutulmustur (Akyiiz and Ersus, 2021). Elde edilen
protein konsantrelerinin protein igerigi Kjeldahl yontemi ile belirlendikten sonra en
yiiksek protein igerigine sahip ¢ozgen/kati orani istatistiksel olarak (P<0,05)
belirlenmistir (AOAC, 1990).

3.2.2.5. Ultrases destekli ekstraksiyon

Su mercimegi belirlenen ¢ozgen/kati oraninda belirlenen pH degerindeki
tampon ile homojenize edildikten sonra ultrases islemi uygulanmistir. Ultrases
islemi Bandelin (Sonopuls, 253.3.6/21/32.41, Almanya) marka prob ile
gerceklestirilmigtir. Maksimum protein verimi i¢in uygulama parametreleri
optimize edilmistir. ilk olarak, karisima %60, %80 ve %100 genlikte 10 dk siirekli
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bir ultrases islemi gergeklestirilmis ve optimum ekstraksiyon kosullarinda protein
ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve siipernatantin protein konsantrasyonu Bradford
yontemi ile belirlenmistir (Bradford, 1976). Ikinci adimda, belirlenen genlikte
ultrases islemi, 5, 10 ve 15 dk siirekli olarak uygulanmis ve genlik denemesinde
oldugu gibi siipernatantin protein konsantrasyonu belirlenmistir. Son adimda ise
ultrases isleminin siirekli ve kesikli denemeleri belirlenen genlik ve siirede
denenmis ve maksimum protein konsantrasyonuna gore istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (Hildebrand et al., 2020).

3.2.2.6. Enzim destekli ekstraksiyon

Enzim destekli ekstraksiyon isleminde Pectinex UF ve Alcalase L enzimleri
kullanilmistir. Enzimatik ekstraksiyon, daha 6nce yapilan galigmalarda belirlenen
parametrelerde gergeklestirilmistir. Pectinex UF i¢in pH 7 degerinde 50C’de %7
enzim konsantrasyonunda 30 dk (Ersus and Akyiiz, 2023), Alcalase L igin ise pH 8
degerinde 55 'C’de %5 enzim konsantrasyonunda 30 dk (Akyiiz et al., 2024) olarak
uygulanmistir. Enzimatik ekstraksiyonun ardindan kosullari belirlenen geleneksel
ekstraksiyon islemi gergeklestirilmis ve siipernatantin protein konsantrasyonuna

gore enzim se¢imi yapilmistir.

3.2.2.7. Protein veriminin hesaplanmasi

Protein izolasyonunda nihai yontemin belirlenmesi amaciyla alkali
ekstraksiyon (optimum kosulda), ultrases destekli alkali ekstraksiyon ve enzim
destekli alkali ekstraksiyon yontemlerinin protein verimleri hesaplanarak
istatistiksel olarak degerlendirilmistir (P<0,05). Protein verimi asagidaki formiile
(Esitlik 1) gore hesaplanmistir.

100 g 6rnekten elde edilen protein tozundaki g protein

% Protein verimi = % 100 (Esitlik 1)

100 g 6rnegin kuru maddede icerdigi g protein

3.2.3. Fonksiyonel Gida Formiilasyonlar:

Optimum kosullarda izole edilen su mercimegi protein konsantresi (SMP) ile
atistirmalik bar, ekmek ve kek iiretimi gergeklestirilmistir. Atistirmalik bar, ekmek
ve kek iriinlerinin liretim parametreleri ve formiilasyonlarina bu béliimde yer

verilmistir.
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3.2.3.1. Atistirmalik bar iiretimi

Atigtirmalik bar iiretimindeki girdiler; kuru hurma, kuru {iziim, badem, findik,
tahin-pekmez karisimi ve yulaftir. SMP, yulaf ununa %12,5 oraninda eklenmistir.
Diger girdiler, kontrol barinda kullanilan miktarlar ile ayn1 miktarda kullanilmistir.
Kontrol ve SMP iceren bar formiilasyonlar1 Cizelge 3.4’te verilmistir. Islatilip
parcalanan kuru hurma ve iiziimler, ezilmis badem ve findik ve diger girdiler ile
karistirilmistir. Sonrasinda karisima dikdortgen sekli (7,5 X 2 X 2 cm) verilerek 100
°C’de firinda 90 dk pisirilmistir. KB ve SMP-B 6rnekleri yapilmasi planlanan

analizlere kadar doypack ambalajlarda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.4. Kontrol ve SMP igeren bar formiilasyonlari

Girdiler Kontrol Bar (KB) SMP Bar (SMP-B)
Kuru hurma (g) 20 20

Kuru iiziim (g) 20 20

Badem (g) 10 10

Findik (g) 10 10
Tahin-pekmez karigimi (g) 40 40

Yulaf ezmesi (g) 20 17,5

Yulaf unu (g) 20 17,5

SMP (g) - 5

3.2.3.2. Ekmek iiretimi

Ekmek tiretimindeki girdiler; bugday unu, su, tuz, maya, seker, aycigek yagi
ve kabartma tozudur. 100 gram bugday ununa gore kullanilan diger girdilerin
miktarlart Cizelge 3.5’te gosterilmistir. SMP, bugday ununa %35 oraninda
eklenmistir. Diger girdiler, kontrol ekmeginde kullanilan miktarlar ile aym
miktarda kullanilmigtir. Maya, 35 “C sekerli suda aktiflestirildikten sonra diger
girdiler ile karistirilarak hamur yogurulmustur. Yogurulan ve yuvarlak (roll ekmek)
sekil verilen (7,5 cm ¢apinda) hamur, 37 °C’de 45 dk bekletildikten sonra, 200 °C
firinda 25 dk pisirilmistir. KE ve SMP-E 6rnekleri yapilmasi planlanan analizlere
kadar doypack ambalajlarda muhafaza edilmistir (Guevara-Arauza et al., 2015).
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Cizelge 3.5. Kontrol ve SMP iceren ekmek formiilasyonlari

Girdiler Kontrol Bar (KB) SMP Ekmek (SMP-E)
Bugday unu (g) 100 95

SMP (g) - 5

Su (mL) 38 38

Tuz (9) 1,6 1,6

Seker (g) 3 3

Aycigek yag1 (mL) 1 1

Kabartma tozu (g) 1 1

Maya (g) 1 1

3.2.3.3. Kek uiretimi

Kek tiretimindeki girdiler; bugday unu, ay¢igek yagi, seker, yumurta, tuz, siit,
vanilya, kakao ve kabartma tozudur. 100 gram bugday ununa gore kullanilan diger
girdilerin miktarlar1 Cizelge 3.6’da gosterilmistir. SMP, bugday ununa %10
oraninda eklenmistir. Diger girdiler, kontrol kekinde kullanilan miktarlar ile ayn1
miktarda kullanilmistir. Yumurta ve seker karistirildiktan sonra siit ve yag ilavesi
yapilmistir. Tekrar karistirilan karigimin iizerine toz girdiler eklenerek kek karigimi
elde edilmistir. Karisim kek kalibina (5 cm ¢apinda silikon kalip) dokiildiikten
sonra 180 °C firinda 50 dk pisirilmistir. KK ve SMP-K o6rnekleri yapilmasi
planlanan analizlere kadar doypack ambalajlarda muhafaza edilmistir (Aslan and

Bilgicli, 2021).

Cizelge 3.6. Kontrol ve SMP igeren kek formiilasyonlari

Girdiler Kontrol Bar (KB) SMP Kek (SMP-K)
Bugday unu (g) 100 90

SMP (g) - 10
Aycigek yagi (g) 50 50

Tuz (9) 0,2 0,2

Seker (g) 75 75
Yumurta (g) 60 60
Kabartma tozu (g) 3 3

Vanilya (g)

Kakao (g)

Siit (mL) 40 40
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3.3. Analiz Yontemleri

Su mercimeginin (SM), su mercimegi protein konsantresinin (SMP) ve su
mercimegi protein konsantresi i¢ceren fonksiyonel atistirmalik bar (SMP-B), ekmek
(SMP-E) ve kek (SMP-K) tiriinlerinin kimyasal kompozisyonunu belirlemek igin
yapilan analizlere ek olarak tirtinlerin fiziksel, fonksiyonel, morfolojik ve duyusal

ozelliklerini belirlemek i¢in yapilan analizler de bu boliimde yer almaktadir.

3.3.1. Kuru madde analizi

Kuru madde igerigini belirlemek igin 3-5 g'lik ornekler, darasi alinan petri
kaplarina tartilarak 65 °C'de vakumlu etiivde (Niive EV018, Tiirkiye) sabit agirliga
ulasana kadar kurutulmustur (AOAC, 1990). Etiivden ¢ikarilan petri kaplar
desikatorde sogutulduktan sonra tartilmis ve %KM asagidaki esitlige gore
hesaplanmistir (Esitlik 2).

%Kuru madde (KM) = 2" 5100  (Esitlik 2)
m, —my

my: Petri daras1 (g)
mz: Ornek miktari+petri darasi (g)

mg3: Sabit tartima gelen 6rnek miktari+petri darasi (g)

3.3.2. Protein analizi

Protein igerigi Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir. 1-1,5 g 6rnege 13-14 mL
%95-96’1ik H2SO4 ilave edilmis ve yakma islemi gergeklestirilmistir. Ardindan,
%40’lik NaOH ile distilasyon yapilmistir. Sonrasinda, 0,1 N HCI ile titrasyon
edilmis ve sarfiyat kaydedilmistir. Asagidaki esitliklere gore %N (Esitlik 3) ve
%Protein (Esitlik 4) igerigi hesaplanmigtir. Azot-protein doniisiim faktorii olarak
6,25 kullanilmigtir (AOAC, 1990).

(§—B)x 0,014 xN .
%N = — x 100 (Esitlik 3)

%Protein = %N X 6,25 (Esitlik 4)
S: Ornek denemede 0,1 N HCI’nin titrasyon hacmi (mL);
B: Kor denemede 0,1 N HCI’nin titrasyon hacmi (mL);
N: HCI'nin normalitesi

m: Ornek miktar (g)
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3.3.3. Yag analizi

Toplam yag icerigi Sokselet yontemi ile belirlenmistir (AOAC, 1990).
Yaklasik 10 g kurutulmus, 6giitiilmiis 6rnek sokselet ekstraktoriine yerlestirilmis ve
¢oziicii olarak yaklasik 200 mL (1,5 sifon) hekzan kullanilarak ornek igerisindeki
yag ekstrakte edilmistir. Ornek icerisindeki yag orami asagidaki esitlige gore

hesaplanmistir (Esitlik 5).

2

. My —M, .
%Yag = — X 100 (Esitlik 5)

Ma: Sabit tartima getirilmis balonun agirligi (g)
M:z: Balonda darasi+0rnekteki yag miktari (g)
m: Ornek miktar1 (g)

3.3.4. Kiil analizi

3-5 g 6rnek, daras1 alinmis kiil krozelerine tartilmis ve 6n yakma islemine tabi
tutulmustur. Ardindan, 6 saat boyunca 550 °C'de kil firninda (Niive MF 120,
Tiirkiye) yakma islemine devam edilmis ve toplam kiil asagidaki esitlige (Esitlik 6)
gore hesaplanmistir (AOAC, 1990).

M, — M
%Kil = % x 100 (Esitlik 6)

Mzi: Sabit tartima getirilmis kroze agirhigi (g)
M2: Kroze darasi+kiil miktar1 (g)

m: Ornek miktari (g)

3.3.5. Bradford yontemi ile protein analizi

Ekstraksiyon ortaminin pH degeri ve yardimci ekstraksiyon yontemlerindeki
parametreleri belirlemede, siipernatantin protein konsantrasyonu Bradford yontemi
ile belirlenmistir (Bradford, 1976). 100 uL 6rnek iizerine 2 mL Coomassie Blue
boya ¢ozeltisi eklenmis ve 595 nm'de absorbans Slglimii yapilmigtir. Yntemin
kalibrasyon egrisi 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125 ve 0,025 mg/mL konsantrasyonlarindaki
Bovine Gama Globulin (BGG) kullanilarak belirlenmistir.
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3.3.6. Renk degerlerinin belirlenmesi

Hunter-Lab kolorimetre Colorflex model renk 6l¢iim cihazi (Management
Company, ABD) kullanilarak &rneklerin CIELAB renk degerleri, L*, a“ ve b”
degerleri dlciilmiistiir. Orneklerin farkli noktalaridan en az 4 okuma olacak sekilde

olgtimler yapilmistir (Azetsu and Suetake, 2021).

3.3.7. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin molekiil yapisindaki
baglarinin  tamimlanmasi1 amaciyla Perkin Elmer FTIR spektrometresi
kullanilmistir. Orneklerin, 4 cm™ ¢oziiniirliikte, 4000 - 650 cm™ araliginda, 25+1 °C
oda sicakliginda 6l¢iimleri kaydedilmistir (Tekin and Ersus, 2024).

3.3.8. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiileme

Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin morfolojik
ozelliklerini taramali elektron mikroskobu (SEM: Scanning Electron Microscopy)
ile belirlenmistir (Tekin and Ersus, 2021).

3.3.9. Amino asit kompozisyonu analizi

Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin toplam amino asit
kompozisyonu analizi yiiksek basingli sivi kromatografisi-diyot dizisi detektorii
(HPLC-DAD: High Pressure Liquid Chromatoraphy-Diode-Array Detection) ile
belirlenmistir. Hidroliz i¢in 6rnekler, 6 M HCI asit ile muamele edilmistir (Araya
etal., 2021).

3.3.10. Mineral madde analizi

Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin i¢erdigi sodyum (Na),
magnezyum (Mg), fosfor (P), potasyum (K), kalsiyum (Ca), mangan (Mn), demir
(Fe), ¢inko (Zn) ve selenyum (Se) minerallerinin konsantrasyonu Endiiktif Eslesmis
Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS: Inductively Coupled Plasma — Mass
Spectrometer) ile belirlenmistir (Ahmad et al., 2021).
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3.3.11. Toplam Kklorofil miktar1 analizi

Orneklere belirli oranda %80’lik aseton ¢ozeltisi ilave edilmis ve karisim
14000 rpm’de 3 dk Ultra-Turraks ile homojenize edilmistir. Ardindan, 6rnekler
7500 rpm’de 15 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda Whatman No 1
ile filtre edilen supernatant 25 mL'ye tamamlanmistir. Spektrofotometrede (UV-
VIS., Peak Instruments, C-7200, Houston, ABD) 663 ve 645 nm’de absorbans
Olgtimleri yapilan 6rneklerin toplam klorofil miktar1 asagidaki esitlige (Esitlik 7)
gore hesaplanmustir (Tekin and Ersus, 2021).

m 20,2 X Agss +8,02 X A
Toplam Klorofil Miktarl,jg = ( 64i000 663) X SF (Esitlik 7)

SF: Seyreltme faktorii
Asss. 645 nm’deki absorbans Ol¢limii

Ass3: 663 nm’deki absorbans Ol¢iimii

3.3.12. Toplam fenolik madde miktar1 analizi

Ornekler belirli oranda %80’lik etanol ile homojenize edildikten sonra 7500
rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve ekstrakt elde edilmistir. Ardindan, 0,5 mL
ekstrakt tizerine 2,5 mL %10’luk Folin Ciocalteau ¢ozeltisi eklenmis ve vorteks
yardimi (100 rpm, 2 dk) ile karistirilmistir. Sonrasinda, 75 g/L konsantrasyonundaki
Na,COs ¢ozeltisinden 2 mL ilave edilmistir. Ornekler, tekrar vorteks yardimi ile
karistirildiktan sonra 50 ‘C'de 5 dk inkiibe edilmis ve ardindan sogutularak
spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltileri ile (10, 20, 30, 40 ve 50 mg/L) ile
kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve sonuglar mg gallik asit esdegeri/100 g olarak
verilmistir (Ersus et al., 2024).

3.3.13. Antioksidan kapasite analizi

3.3.13.1. DPPH radikal siipiirme aktivite analizi

Orneklerin DPPH radikal siipiirme aktivitesi Hwang ve Lee (2023) yéntemine
gore belirlenmistir. %80°lik etanol ile ekstrakte edilen 6rneklerin 517 nm’de DPPH

radikalini indirgemesi Ol¢lilmiistiir. Bu dogrultuda, 0,5 mL 6rnek {lizerine 4 mL
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etanol (%96) ve 0,5 mL DPPH radikali (1 mmol/L) eklenmistir. Ardindan, 15 s
vorteks ile karistirildiktan sonra ornekler karanlik ortamda 30 dk bekletilmis ve
absorbans Ol¢timleri yapilmistir. Kalibrasyon egrisi i¢in farkli konsantrasyondaki
Troloks ¢ozeltileri (0, 25, 50 ve 100 pg/mL) kullanilmistir. Sonuglar ug Troloks
esdegeri/100 g olarak ifade edilmistir.

3.3.13.2. ABTS radikal siipiirme aktivite analizi

Orneklerin ABTS radikal siipiirme aktivitesi Hwang ve Lee (2023) yontemine
gore belirlenmistir. DPPH radikal siiplirme aktivitesi i¢in hazirlanan ornek
ekstraktlar1 kullanilmistir. ABTS boya ¢ozeltisi, 7 mM ABTS ve 2,45 mM
potasyum persiilfat, pH 7,4 degerindeki fosfat tamponunda (PBS) ¢oziilerek
hazirlanmistir. ABTS boya ¢ozeltisi 24 saat karanlik ortamda bekletildikten sonra
732 nm’de 0,8-0,9 absorbans olacak sekilde seyreltilmistir. Ardindan, 100 pL 6rnek
tizerine 1900 pL. ABTS boya ¢ozeltisi eklenmis ve 30 dk karanlik ortamda
bekledikten sonra 734 nm dalga boyunda absorbans Olglimii yapilmistir.
Kalibrasyon egrisi i¢in farkli konsantrasyondaki Troloks ¢ozeltileri (0, 25, 50, 100
ve 200 pg/mL) kullanilmistir. Sonuglar pg Troloks esdegeri/100 g olarak ifade

edilmistir.

3.3.14. Toplam flavonoid miktar: analizi

Ornekler belirli oranda %80’lik etanol ile ekstrakte edilmistir. Ardindan, 1
mL ornek tizerine 0,3 mL %S5’lik NaNO: ¢ozeltisi eklendikten sonra vorteks
yardimi ile karigtirllmis ve 5 dk karanlikta bekletilmistir. Sonrasinda 0,3 mL
%10’luk AlCI3.6H20 eklendikten sonra tekrar karistirtlip 5 dk bekletilmistir. Son
olarak, 2 mL 1 M NaOH eklendikten sonra karisim 10 mL’ye distile su ile
tamamlanmis ve 510 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmigtir. Kalibrasyon
egrisi i¢in farkli konsantrasyonlardaki katesin ¢ozeltileri (0, 100, 200, 300 ve 400
mg/L) kullanilmistir. Sonuglar mg katesin esdegeri/100 g olarak ifade edilmistir
(Kim et al., 2003).

3.3.15. Protein ¢oziiniirliigii analizi

Protein konsantrelerinin pH 2, 3, 3,5, 5, 6,5, 7, 8, 9 ve 9,5 degerlerindeki
¢oziiniirliigl Bradford (1976) yontemi ile belirlenmistir. Bu amagla, %1,5’lik (ag/h)
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protein konsantreleri hazirlanmig ve 0,1 M HCI ve 0,1 N NaOH c¢ozeltileri
kullanilarak pH degerleri ayarlanmistir. Ardindan, karigimlar 2 saat boyunca oda
sicakliginda (25C+1) 300 rpm’de karistirilmistir. Ardindan, 6000 rpm’de 20 dk
santrifiij isleminin ardindan Orneklerin Bradford ile protein konsantrasyonlari

belirlenmistir. Orneklerin %protein ¢oziiniirliigii asagidaki esitlige (Esitlik 8) gore

hesaplanmustir.
e v PK[ETIXSFxV[m] .
%Protein ¢ozinirligi = = ——rir_wr X 100 (Esitlik 8)
m[g]x100x—-=xT

PK: Kalibrasyon egrisinden bulunan protein konsantrasyonu (pug/mL)
SF: Seyreltme faktorii

V: Protein konsantresi ¢ozeltisi hacmi (mL)

m: Protein konsantresi miktari (g)

10%: g-pg doniisiimii

KM: Protein konsantresinin % kuru maddesi

P: Protein konsantresinin % protein igerigi

3.3.16. Kopiirme kapasitesi ve stabilitesi analizi

Protein konsantrelerinin izoelektrik noktasinda (pH 3,5 degeri), nétr pH
degerinde ve ¢oziiniirliigiiniin en yiiksek oldugu pH degerinde kopiirme kapasitesi
ve stabilitesi belirlenmistir. %1,5’lik (ag/h) protein konsantresi ¢ozeltileri
belirlenen pH degerlerine getirildikten sonra 100 mL’lik meziirde 10500 rpm’de 90
s Ultra-Turraks ile karigtirtlmistir. Ardindan, 90 saniye sonraki kopiik hacmi
Ol¢iilmiistiir. Kopiirme kapasitesi asagidaki esitlige (Esitlik 9) gore hesaplanmustir.
Kopiirme stabilitesi i¢in karisimin 5. ve 30. dk kopiik hacimleri dlgiilerek Esitlik
10’e gore hesaplanmistir (Jakobson et al., 2023).

v,
%Kopiirme Kapasitesi = 7"x100 (Esitlik 9)
0

Vk: Kopiik hacmi (mL)

Vo: Baslangi¢ karisim hacmi (mL)

V
%Kopiirme Stabilitesi(t) = VL"xmo (Esitlik 10)
k
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Vik: t. zamanindaki kopiik hacmi (mL)

Vk: Baslangi¢ kopiik hacmi (mL)

3.3.17. Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi analizi

Protein konsantrelerinin izoelektrik noktasinda (pH 3,5 degeri), notr pH
degerinde ve ¢oziiniirliigiiniin en yiiksek oldugu pH degerinde emiilsiyon aktivitesi
ve stabilitesi belirlenmistir. %2’lik (ag/h) protein konsantresi ¢ézeltisi 10000
rpm’de 30 s Ultra-Turraks ile karistirilmistir. Ardindan, 10 mL ay¢icek yagi
eklendikten sonra 14000 rpm’de 2 dk homojenize edilmistir. Sonrasinda, karisim
1720 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve emiilsiyon hacmi dl¢iilmiistiir. Emiilsiyon
aktivitesi asagidaki esitlige (Esitlik 11) gore hesaplanmistir. Emiilsiyon stabilitesi
icin karisim 80C’de 30 dk bekletilmistir. Santrifiij isleminin ardindan bulunan
emiilsiyon hacmi ilk emiilsiyon hacmine oranlanarak (Esitlik 12) emiilsiyon

stabilitesi hesaplanmistir (Nath and Rao, 1981).
. oV r
%Emiilsiyon Aktivitesi = 7x100 (Esitlik 11)
0

VE: Emiilsiyon hacmi (mL)

Vo: Basglangi¢ karisim hacmi (mL)
. S Vs o
%Emilsiyon Stabilitesi(t) = V—x100 (Esitlik 12)
E

Vs: Isil islem sonrast emiilsiyon hacmi (mL)

VE: Baslangi¢c emiilsiyon hacmi (mL)

3.3.18. Y1gin yogunlugu, sikistirilmis y1gin yogunlugu analizi

Ornekler, darasi bilinen 25 mL'lik meziirde 20 mL'ye tamamlanmis ve
ornegin miktar1 (g) 6l¢tilmiistiir. Y1gin yogunlugu 6rnegin miktarinin hacmine orant

olarak hesaplanmis ve kg/m? olarak ifade edilmistir (Jinapong et al., 2008).

Sikistirilmis yi1gin yogunlugu analizinde ise meziire 100 kez vurularak 6rnek
miktarmin hacme orani ile hesaplanmis ve kg/m® olarak ifade edilmistir (Jinapong

et al., 2008).



53
3.3.19. Carr indeksi ve Hausner orani hesaplanmasi

Y18in yogunlugu ve sikistirilmis y1gin yogunlugu belirlenen 6rneklerin Carr
indeksi ve Hausner orani1 asagidaki esitliklere (Esitlik 13 ve 14) gore hesaplanmistir
(Jinapong et al., 2008).

Yigin yogunlugu — Sikistirilmis yigin yogunlugu
Carr indeksi,% = gt Y08 5 ’ = ?y & Vy & & X 100 (Esitlik 13)
Sikistirimis yigin yogunlugu

Sikistirilmis yigin yogunlugu

Hausner orant = ~ = =
Yigin yogunlugu

(Esitlik 14)

Carr indeksi O0rnegin akabilirligi, Hausner orani ise yapiskanligi hakkinda
bilgi veren degerlerdir. Bu degerlere gore oOrneklerin bu 06zelliklerinin

smiflandirilmasi Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Carr indeksi ve Hausner oranlarina gore siniflandirilmasi

%ClI Akabilirlik Hausner oram Yapiskanhk
<15 Cok iyi <1,2 Diisiik

15-20 Iyi 1,2-1,4 Orta

20-35 Orta >1,4 Yiiksek
35-45 Koti

>45 Cok kotii

3.3.20. Su aktivitesi analizi

Orneklerin  su aktivite degerleri Testo marka (Almanya) cihaz ile

belirlenmistir. Ornek cihazin haznesine yerlestirilerek su aktivitesi degeri
olgtilmistiir (Shih et al., 2016).

3.3.21. Tekstiir profili analizi

Bar, ekmek ve keklerin sertlik (g), esneklik (mm), yapiskanlik, sakizimsilik
(g), ¢ignenebilirlik (g/mm) ve elastikiyet gibi tekstiir 6zellikleri tekstiir analizori
(P/36R prob, TA.XTplusC, Stable Micro Systems) ile belirlenmistir. Olgiim
yapilacak barlarin boyutlar1 25 x 25 x 10 mm olacak sekilde ayarlanmstir.
Ekmeklerin kabuk kisimlar1 ¢ikarildiktan sonra 40 x 40 x 25 mm boyutlarina
getirilmistir. Kek triinleri ise 30 x 30 x 20 mm boyutlarina getirilerek 6l¢iimler
yapilmustir. Test parametreleri; 1 mm/s test hizi, %50 derinlik ve 1. ve 2. sikistirma
arasindaki zaman aralig1 30 s olarak belirlenmistir (Gomez et al., 2007). Test, tiim

orneklere 1. Giin ve ¢ tekrar olacak sekilde uygulanmistir.
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3.3.22. Duyusal degerlendirme

Su mercimegi protein konsantresi ikame edilmis fonksiyonel iiriinler
(atisirmalik bar, ekmek, kek), yas araligi 25-50 olan 10 panelist ile duyusal
degerlendirme testine tabi tutulmustur. Fonksiyonel tiriinler renk, koku, doku, genel
begeni ve satin alma istegi gibi farkli ozelliklere gore 5 puanlik skalada
degerlendirilmistir. Panelistler tarafindan 5 puanlik derecelendirme 6l¢eginde 5-
Cok begendim, 4-Begendim, 3-Orta derecede begendim, 2-Begenmedim, 1-Hig
begenmedim olarak degerlendirilmistir. Puanlamanin ardindan tiim sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Nasir et al., 2020).
3.3.23. Istatistiksel analiz

Analizler, iki tekerriir ve ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmis ve sonuglar
ortalama standart sapma olarak sunulmustur. Ornekler arasindaki farki belirlemek
icin SPSS programinda (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) %95 giiven diizeyinde tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak bagimsiz t-testi gerceklestirilerek
belirlenmistir (P<0,05). Design Expert programi 7.0.0 versiyonu (State-Ease, Inc.,
Minneapolis, MN, ABD) kullanilarak Plackett-Burman faktoriyel tasarimi ve yanit
ylizeyi yontemi merkezi biitlinlesik tasarim ile optimizasyon gergeklestirilmistir.
Ayrica, Cizelge 3.8’de su mercimegine (SM), su mercimegi protein konsantresine
(SMP) ve fonksiyonel gida iiriinlerine (SMP-B, SMP-E ve SMP-K) yapilacak

analizler gdsterilmistir.
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Cizelge 3.8. Su mercimegine, su mercimegi protein konsantresine ve fonksiyonel gida iiriinlerine

yapilacak analizler

SM SMP SMP-B, SMP-E, SMP-K
-Toplam kuru madde -Toplam kuru madde -Toplam kuru madde
-Protein -Protein -Protein
-Yag -Kiil -Yag
-Kaiil -Renk -Kiil
-FT-IR -FT-IR -Renk
-SEM -SEM -Klorofil

-Amino asit kompozisyonu -Amino asit kompozisyonu -Toplam fenolik
-Mineral -Mineral -Antioksidan Kapasite
-Klorofil -Klorofil -Flavonoid

-Istatistiksel analiz -Protein ¢oziiniirligi -Su aktivitesi

-Kopiirme kapasitesi/stabilitesi
-Emiilsiyon aktivitesi/stabilitesi
-Y181in yogunlugu
-Sikistirilmis y18in yogunlugu
-Carr Endeks ve Hausner orani

-Istatistiksel analiz

-Duyusal degerlendirme

-Istatistiksel analiz
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4.  BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Su Mercimeginin Kimyasal Kompozisyonu

Su mercimeginin baslangigtaki toplam kuru madde, protein, yag ve kiil
icerikleri Cizelge 4.1’te verilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan Lemna minor igin
protein igerigi %39,81+1,28 bulunmustur. Su mercimeginin protein igerigi, tiir ve
yetistirme ortamina bagli olarak Onemli Olgiide degisiklik gostermektedir
(Appenroth et al., 2017). Yapilan ¢alismalarda, Lemna gibba tiiriiniin protein i¢erigi
%33,6 (Nieuwland et al., 2021), Lemnature firmasindan temin edilen su
mercimeginin protein igerigi %35,8 (Muller et al., 2023) ve Lemna paucicostata
tirtiniin protein igerigi ise %35,08 (Abdullahi and Mohammed, 2023) olarak
bulunmustur. Baska bir ¢alismada, 4 farkli tirtin (Lemna gibba, Spirodela
polyrhiza, Spirodela punctata ve Wolffia columbiana) protein igeriginin %25,2-
36,5 arasinda degistigi bildirilmistir (Rusoff et al., 1980). Baska bir galismada,
yapay yetistirme ortami olarak secilen Hoagland soliisyonunda yetistirilen su
mercimeginin (Wolffia arhiza) protein igeriginin %50,89 oldugu bildirilmistir (Hu
et al., 2022). Su mercimeginin yag igerigi ise %3,4340,13 olarak belirlenmistir.
Literatiirde, yag iceriklerine bakildiginda, Wolffia globosa tiiriniin kuru madde
bazinda %3,03 (Duangjarus et al., 2022), Lemna gibba, Spirodela polyrhiza,
Spirodela punctata ve Wolffia columbiana tiirlerinin ise kuru madde bazinda %4,5-
6,6 (Goopy and Murray, 2003) arasinda yag i¢erdigi bildirilmistir. Tez ¢aligmasinda
kullanilan Lemna minor igin kiil igerigi ise %16,24+0,38 olarak bulunmustur.
Calismalarda farkl tiirdeki su mercimeklerinin kiil igeriklerinin %11,71 (Hu et al.,
2022), %13,7-17,1 (Goopy and Murray, 2003), %14,6 (Duangjarus et al., 2022),
%18 (Nieuwland et al., 2021) ve %19 (Men et al., 2001) oldugu bulgulanmistir. Su
mercimeginin kimyasal bilesimindeki bu farklilik, tiire ve yetistirilen ortam
kosullarma (sicaklik, nem, 151k yogunlugu, pH degeri) gore degismesinden

kaynaklanmaktadir (Molina-Alcaide and Yafiez-Ruiz, 2008).

Cizelge 4.1. Su mercimeginin (Lemna minor) kimyasal kompozisyonu

Bilesenler Su mercimegi (Lemna minor)
Toplam Kuru Madde (%) 3,18+0,02
Nem (%) 96,82+0,02
Protein (g/100 g KM) 39,81+1,28
Yag (9/100 g KM) 3,43+0,13

Kiil (g/100 g KM) 16,24+0,38
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4.2. Su Mercimegi Yetistirme Kosullarinin Belirlenmesi

Bu bolimde, su mercimeginin optimum yetistirme kosullarin protein
igerigine gore belirlenmesi i¢in yapilan analizler ve sonuglar1 ayrintili bir sekilde
verilmistir. Ik olarak soliisyonun seyreltme orami, ardindan soliisyonun pH
degerinin protein icerigine etkisi tespit edilmistir. Sonrasinda, Hoagland soliisyonu
makro-bilesenlerinin su mercimeginin protein igerigine etkisi Plackett-Burman
tasarimi ile belirlenmis ve istatistiksel olarak anlamli parametreler merkezi

biitiinlesik tasarim ile optimize edilmistir.

4.2.1. Hoagland soliisyonu seyreltme oraninin belirlenmesi

Ticari formiilasyonuna goére hazirlanan Hoagland soliisyonu 1/4 (H2s) ve 1/5
(H20) oraninda seyreltilmistir. Has ve Hzo soliisyonlarinda yetistirilen su
mercimeklerinin 9. giiniin sonunda kuru madde bazindaki protein igerikleri sirasiyla
%43,18+1,272 ve %26,67+0,89° olarak bulunmustur. Protein icerikleri arasindaki
anlamli istatistiksel farklilik sebebiyle 1/4 oraninda seyreltilmis Hoagland

soliisyonu, su mercimeklerini yetistirmek i¢in kullanilmistir.

Su mercimegi yetistirmede Hoagland soliisyonunun  kullanildig:
calismalarda, Hoagland soliisyonlar1 genellikle 1/4 ve 1/5 oraninda seyreltilmistir
(Guo et al., 2023; Hu et al., 2022; Liu et al., 2017). Bunun sebebi, Hoagland
sollisyonunun, su kiiltiiriinde yetisen bitkiler i¢in olduk¢a konsantre bir yetistirme
ortami1 olmasidir. Bu sebeple hem bitki gelisimi hem de maksimum protein icerigi
icin yeterli konsantrasyonda bilesenlerin varligi 6nem arz etmektedir. Yapilan
calismalarda 6zellikle Hoagland soliisyonundaki azot i¢eriginin bitkinin fotosentez,
klorofil olusumu ve protein sentezi agisindan Onemli oldugu belirtilmistir.
Dolayisiyla daha yiiksek konsantrasyondaki azot, daha yiiksek oranda fotosentez,
daha yiiksek oranda klorofil olusumu ve daha yiiksek oranda protein sentezini

tesvik edecegi diistiniilmektedir (de Bever et al., 2013).



H2S H20

Sekil 4.1. Has ve Hyp soliisyonlarinda yetisen su mercimeklerinin 0, 3, 6 ve 9. giin goriintiileri

4.2.2. Hoagland soliisyonu pH degerinin belirlenmesi

Su mercimekleri, ticari formiilasyona gore hazirlanan, 1/4 oraninda
seyreltilen ve pH 5, 6, 7, 8 ve 9 degerlerine ayarlanan Hoagland soliisyonunda
yetistirilmis ve 9. giin sonunda kuru madde bazinda protein igerikleri Cizelge 4.2 de

verilmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli pH degerlerindeki Hoagland soliisyonunda yetistirilen su mercimeklerinin
protein icerikleri

H deseri 0. vi 0. oi %Protein
egeri . giin . giin

p g g g (KM)

o 44,76+0,99%

pH 5 degeri
pH 6 degeri 39,07+1,21°¢
pH 7 degeri 47,08+1,352
pH 8 degeri 37,06£1,01°¢
pH 9 degeri 45,4241,04%

Sonuglar, ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
ab.¢ pH degerleri arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklar1 gostermektedir (P<0,05).
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Protein igeriklerine bakildiginda, pH 7 degerindeki Hoagland soliisyonunda
yetistirilen su mercimeklerinin istatistiksel olarak anlamli bir farkla en yiiksek
protein igerigine sahip oldugu goriilmektedir (P<0,05). Onu pH 9 ve 5 degerleri
takip etmektedir. En diisiik protein igerikleri ise pH 6 ve 8 degerlerinde
bulunmustur. Protein igeriklerinin yani sira, bitkinin gelisimi de degerlendirilmistir.
Bu sebeple, soliisyon degisimleri sirasinda farkli pH degerlerindeki Hoagland
sollisyonunda yetistirilen su mercimeklerinin biyokiitle takibi yapilmis ve Sekil

4.2°de gosterilmistir.

mpHS wpH6 mwpH7 "pHS8 mpH?Y

=~

Biyokiitle (g)

2
3.gin  Zaman (giin) 6. gin
mpH S 1_0049 1.5502 1.8406 2, 3239
EpH6 1.0068 1.9704 2.5898 3.6915
=pH 7 1.0080 2.1891 3.8322 5.5391
pH 8 1.0042 2.6964 3.1470 4,6652
mpH9 1,0174 2,5777 3.9336 4,8075

Sekil 4.2. Farkli pH degerlerindeki Hoagland soliisyonunda yetistirilen su mercimeklerinin

biyokiitle degisimleri

Biyokiitle degisimlerine bakildiginda, 9. giin sonunda protein igeriginde
oldugu gibi biyokiitle artisinda da pH 7 degerinin en yiiksek oldugu belirlenmistir.
pH 7 degerini, 9 ve 8 degerleri takip etmektedir. pH 5 degeri protein igerigi
acisindan yiiksek olmasina ragmen biyokiitle artisinin oldukca diisiik oldugu
bulgulanmistir. Hoagland soliisyonunun pH degerinin 7 olmasinin protein verimi

acisindan uygun oldugu tespit edilmistir. pH degerinin Lemna minor bitkisinin
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biiylime ve protein oranina etkisinin incelendigi bir calismada, benzer sonuglar elde
edilmistir. En yiiksek protein igeriginin ve bitki gelisim oraninin pH 7 degerinde

yetistirilen su mercimeklerinde oldugu belirlenmistir (Ullah et al., 2023).

4.2.3. Makro bilesenlerin Plackett-Burman tasarimi

Segilen 5 faktoriin en diisiik (-) ve en yliksek (+) seviyeleri ile olusturulan
Plackett-Burman deneme deseni ile su mercimeginin protein oranina etkisi
belirlenmistir. Deneme desenine gore hazirlanan soliisyonlar, 1/4 seyreltme
oraninda ve pH 7 degerinde hazirlanmistir. Deneme deseni ve yanit olarak

belirlenen kuru maddede protein igerigi Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Hoagland ¢6zeltisindeki makro elementlerin Plackett-Burman deneme deseni ve yaniti

Soliisyon KH,PO, KNO;  Ca(NOs3), MgSOq Fe*s Protein
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)  (g/100 g KM)

1 0,1(-) 5(+) 5(+) 2(+) 0,1(-) 24,62
2 1(+) 0,5(-) 0,5(-) 0,2 (-) 1(+) 22,08
3 0,1(-) 0,5(-) 0,5(-) 2(+) 0,1(-) 19,51
4 0,1(-) 0,5(-) 0,5(-) 0,2 (-) 0,1(-) 20,89
5 1(+) 0,5(-) 5(+) 2(+) 0,1(-) 41,62
6 1(+) 5(+) 5(+) 0,2 (-) 0,1(-) 34,63
7 0,1(-) 0,5(-) 5(+) 0,2 (-) 1(+) 33,74
8 0,1(-) 5(+) 5(+) 0,2 (-) 1(+) 30,07
9 1(+) 5 (+) 0,5 (-) 2 (+) 1(+) 35,45
10 1(+) 0,5(-) 5(+) 2(+) 1(+) 45,52
11 1(+) 5 (+) 0,5 (-) 02() 01() 29,47
12 0,1(-) 5(+) 0,5(-) 2 (+) 1(+) 25,64

Farkli Hoagland soliisyonlarinda yetistirilen su mercimeklerinin protein
icerikleri 9%19,51-45,52 arasinda bulunmustur. Model, %95 giiven diizeyinde
istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05). Plackett-Burman tasariminda protein
igerigi igin KH2POs, KNOs, Ca(NOs)2-4H20, MgSO4-7H.0 ve Fe*® karelerin
toplaminin yiizdeleri (SS%) sirastyla %33,06, %0,11, %36,61, %5,01 ve %5,42
olarak belirlenmistir. KH2PO4 ve Ca(NOz)2-4H20 bagimsiz degiskenleri, p-
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli faktorler olarak tespit edilmistir
(P<0,05). Modelin uyumlulugu i¢in énemli olan R? ve ayarlanmis-R? degerlerine

bakildiginda, sirasiyla 0,9907 ve 0,9489°dur. Bu degerlerin birbirine ve 1'e yakin
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olmast modelin uyumlu oldugunu gostermektedir (Babu and Srivastava, 2007).

Cizelge 4.4’te modelin ANOVA sonuglarina yer verilmistir.

Cizelge 4.4. Plackett-Burman ANOVA sonuglar1

Kaynak Toptam % Orataman 9T g
Model 742,91 9,00 82,55 23,70 0,0411
A-KH2PO4 247,88 1,00 247,88 71,16 0,0138
C-Ca(NO3).-4H20 274,56 1,00 274,56 78,82 0,0125
D-MgSO,4-7H20 37,59 1,00 37,59 10,79 0,0815
E-Fe*? 40,63 1,00 40,63 11,66 0,0761
F-Dummy 1 21,76 1,00 21,76 6,25 0,1297
G-Dummy 2 22,36 1,00 22,36 6,42 0,1268
J-Dummy 4 15,28 1,00 15,28 4,39 0,1713
K-Dummy 5 46,02 1,00 46,02 13,21 0,0681
L-Dummy 6 36,82 1,00 36,82 10,57 0,0830
Kalint1 6,97 2,00 3,48

Cor Total 749,88 11,00

Bitkiler, biiylime ve gelismeleri i¢in azot (N), potasyum (K), fosfor (P),
kiikiirt (S), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve demir (Fe) gibi elementlere ihtiyag
duymaktadir. Potasyum ve fosfor onemli elementlerin basinda gelmektedir.
Hoagland soliisyonunda, potasyum ve fosfor kaynagi olarak potasyum monofosfat
(KH2PO4) kullanilmustir. Potasyum, fotosentez, azot ve karbon metabolizmasi,
seker transferi ve protein sentezinde yer alan enzimlerin kofaktorii olarak gorev
almaktadir (Oosterhuis et al., 2014). Bunun yani sira, potasyumun dnemi bir diger
onemli element olan azot ile iligskisinden gelmektedir. Potasyum, protein
sentezindeki enzimlerin aktivasyonunda 6nemli rol oynayan bir elementtir ve azot
emilimini desteklemektedir (Xu et al., 2020). Yapilan bir ¢alismada, yetistirme
ortamindaki potasyum miktarinin yapraktaki baskin protein olan RuBisCO iizerine
etkisi arastirilmistir. RuBisSCO konsantrasyonunun potasyum konsantrasyonuna
bagl oldugu, ancak potasyum eksikliginin RuBisCO aktivitesini daha olumsuz
etkiledigi belirlenmistir (Xu et al., 2020). Bitki biiylimesi i¢in bir diger elzem
element ise fosfordur. Fosfor, hiicrenin yasamsal faaliyetlerini siirdiirmesi i¢in
gerekli enerjiyi saglayan ATP molekiiliiniin yapisinda bulunan bir element
oldugundan eksikligi metabolik reaksiyonlarin akmasma neden olabilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda, ortamdaki fosfor igeriginin artirilmasina bagli olarak protein
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ve biyokiitle artis1 sagladigi belirtilmistir (Ullah et al., 2022). Plackett-Burman
tasarimina gore, Hoagland soliisyonunun bir diger 6nemli makro-bileseni, kalsiyum
ve azot kaynagi olan Ca(NOz)2-4H20'dir. Amino asitlerin yap1 tasi olan azot, bitki
biliyiimesi i¢in vazgegilmez bir diger elementtir. Yapilan calismalarda, azot
iceriginin artmasiyla protein oraninin arttigi tespit edilmistir. Fosfor igeriginin
azalmasi, ATP sentezinde aksamaya ve dolayisiyla protein iiretiminin azalmasina
neden olabilmektedir (Li et al., 2022). Ullah et al. (2022) yaptig1 ¢alismada, su
mercimeginin kontrol grubunun protein igerigi %27 bulunurken, 30 ppm azot i¢eren
bir ortamda yetistirilen su mercimeklerinin protein igerigi %29, 30 ppm azot ve 30
ppm fosfor iceren bir ortamda yetistirilenlerde %33 olarak bulunmustur. Kalsiyum,
hiicre duvar1 ve zarindaki 6nemli islevleri nedeniyle bitkiler i¢in 6nemli bir
elementtir (White and Broadley, 2003). Kalsiyum ve magnezyum arasindaki iliskiyi
inceleyen bir caligmada, kalsiyum oraninin magnezyum oranindan yiiksek
olmasiin su mercimeginin gelisimi i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur (Walsh
et al., 2020). Tiim bu ¢alismalarla uyumlu olarak, su mercimeginin protein i¢erigini
artirmada istatistiksel olarak anlamli parametrelerin literatiirle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Su mercimeginin 12. giindeki biyokiitlesindeki degisimin grafigi ve
su mercimeginin farkli soliisyonlardaki goriintiileri sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil

4.4’te verilmistir.
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Sol. 9 Sol. 10 Sol. 11 Sol. 12

Sekil 4.4. Plackett Burman tasarimina gore hazirlanan soliisyonlarda yetistirilen su
mercimeklerinin 12. giin gérintiileri

Biyokiitle artiglarina bakildiginda Plackett-Burman deneme desenindeki 9 ve
10 numarali denemeye gore hazirlanan soliisyonlarda yetistirilen su mercimeginin
12. giin sonundaki biyokiitle artisinin diger soliisyonlara gore yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ayrica, bu soliisyonlarda yetisen su mercimeklerinin protein
iceriginin de yliksek oldugu bulgulanmistir. Su mercimeklerinin protein igerigi ve
biyokiitle artis1 arasindaki bu pozitif iligki literatiir ¢aligmalar1 ile de uyumludur
(Ullah et al., 2023).

4.2.4. Merkezi biitiinlesik tasarim ile optimizasyon

Plackett-Burman tasariminda belirlenen KH2POs (2 mM-5 mM) ve
Ca(NO3)2.4H20 (5 mM-10 mM) faktorlerine ek olarak, pH degeri (6-9) yanit yilizey

yontemi merkezi biitiinlesik tasarimina 3. bagimsiz degisken olarak eklenmistir. 3"
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orta nokta olmak iizere toplam 17 noktadan olusan deney tasariminin ve yanit
olarak belirlenen su mercimeklerinin kuru maddedeki protein icerigi Cizelge 4.5'te

verilmistir.

Cizelge 4.5. Yanit ylizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarimi deneme deseni ve yanitlari

Kodlanms degiskenler Kodlanmams degiskenler Protein icerigi
Deneme
B C  KH:POs Ca(NOs)2 pHdegeri  (9/100 g KM)

1 -1 -1 1 2 5 9 31,50
2 0 o 0 3,5 11,7 7,5 45,09
3 -1 1 -1 2 10 6 37,52
4 1 1 -1 5 10 6 42,44
5 0 -0 0 3,5 3,3 7,5 30,80
6 1 -1 1 5 5 9 37,04
7 a 0 0 6,02 7,5 7,5 45,08
8 0 0 0 3,5 7,5 7,5 54,24
9 0 0 -a 3,5 7,5 4,98 46,29
10 0 0 0 3,5 7,5 7,5 51,28
11 -a 0 0 0,98 7,5 7,5 30,43
12 1 1 1 5 10 9 39,56
13 0 0 a 3,5 7,5 10,02 43,95
14 0 0 0 3,5 7,5 7,5 53,13
15 -1 -1 -1 2 5 6 35,12
16 1 -1 -1 5 5 6 45,30
17 -1 1 1 2 10 9 43,31

Yanit ylizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarimina gore hazirlanan farkli
Hoagland soliisyonlarinda yetistirilen su mercimeklerinin kuru madde bazindaki
protein igerikleri %30,43 ile 54,24 arasinda bulunmustur. ANOVA sonuglarina
gore (Cizelge 4.6), %95 giliven diizeyinde model istatistiksel olarak anlamli
(P<0,05) ve uyum eksikligi (lack of fit) anlaml degildir (P>0,05). Ayrica, program
tarafindan ikinci dereceden denklemin Onerilmesi optimizasyona uygunlugunu
gostermektedir. Anlamli parametreler; KH2POs, Ca(NO3)2.4H20, KH2POs4 x
KH2POs, Ca(NO3)2.4H20 x Ca(NO3)2.4H2O ve pH degeri x pH degeri’dir.
Interaksiyonlar ve pH degeri model igin istatistiksel olarak anlamli degildir
(P>0,05). R? degerinin 0,75’ten biiyiik olmas1 (R? = 0,9482) ve adj-R? degerinin
0,8’den biiyiik olmas1 (adj-R? = 0,8816) modelin uygunlugunu gostermektedir (Le
Man et al., 2010; Rheem et al., 2017). Ayrica bu degerlerin 1'e ve birbirlerine
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yakinligi da modelin uygunlugunu ortaya koymaktadir (Babu and Srivastava,
2007).

Cizelge 4.6. Yanit ylizey yontemi merkezi biitlinlesik tasarrm ANOVA sonuglar1

Kaynak Toptam % Orataman 9T g
Model 835,49 9 92,83 14,23 0,0010
A-KH2PO4 126,28 1 126,28 19,36 0,0032
B-Ca(NOs)2-4H20 105,19 1 105,19 16,13 0,0051
C-pH degeri 12,20 1 12,20 1,87 0,2138
AB 26,46 1 26,46 4,06 0,0838
AC 22,14 1 22,14 3,40 0,1079
BC 27,34 1 27,34 4,19 0,0798
A? 336,99 1 336,99 51,66 0,0002
B? 328,76 1 328,76 50,40 0,0002
c? 92,43 1 92,43 14,17 0,0070
Kalint1 45,66 7 6,52

Uyum Eksikligi 41,19 5 8,24 3,68 0,2272
Saf Hata 4,47 2 2,24

Cor Total 881,15 16

Modelin denklemi asagidaki Esitlik 15’te verilmistir. Kodlanmis
degiskenlere dayali protein icerigi (Y) formiilii asagidaki gibidir.

Y = 52,92 + 3,044 + 2,788 — 0,94C — 1,824B — 1,66AC + 1,85BC — 5,47 A2
— 5,40B% — 2,862 (Esitlik 15)

Sekil 4.5’te  KH2POs, Ca(NO3)2.4HO ve pH degeri arasindaki
interaksiyonlarin 3 boyutlu yiizey grafikleri verilmistir. Optimum nokta, 3 boyutlu
yiuzey grafiklerinde agik¢a goriilmektedir. KH2PO4, Ca(NOs)2.4H.O ve pH
degerlerinin belirli bir noktaya kadar (optimum nokta) artmasmnin Ssu
mercimeklerinin protein igerigini artirdigi, bu noktadan sonra artmasinin protein
icerigini azalttig1 belirlenmistir. Bunun nedeninin asir1 miktarda potasyum, fosfor,
kalsiyum ve azotun hiicre i¢i dengeyi bozarak hiicresel aktivitelerin bozulmasi ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (Xu et al., 2020). Ayni sekilde, pH degerinin belirli

bir noktadan sonra artmasi su mercimeginin protein icerigini olumsuz etkilemistir.
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Sekil 4.5. Optimizasyonun 3D yiizey grafikleri (A: ‘KH2PO4 X Ca(NO3)2-4H>0'nun su mercimeginin
protein igerigine etkisi, pH degeri 7,5; B: ‘KH2PO4 x pH degeri’nin su mercimeginin
protein igerigine etkisi, Ca(NO3z)2:4H>0 7,5 mM; C: ‘Ca(NO3)24H,0 x pH degeri’nin su
mercimeginin protein icerigine etkisi. KH2POs sifir seviyesinde 3,5 mM

Yanit yiizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarim deneme desenine gore
hazirlanan  Hoagland  soliisyonlarinda  yetistirilen su  mercimeklerinin
biyokiitlesindeki degisimin grafigi ve 12. giindeki goriintiileri sirasiyla Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6. Yanit yiizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarimi1 deneme deseni soliisyonlarinda
yetistirilen su mercimeklerinin biyokiitle degisimi
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3ol 1 Sol. 2 3ol 3 Sol. 4 Sol. 5 Sol. 6

Sekil 4.7. Yanit yiizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarimi deneme deseni soliisyonlarinda
yetistirilen su mercimeklerinin 12. giin goriintiileri
Yanit ylizey yontemi merkezi biitiinlesik tasarimi deneme desenine gore
olusturulan Hoagland soliisyonlarinda yetistirilen su mercimeklerinin en yiiksek
protein igerigi ile en yiiksek biyokiitle artisi ayni soliisyonda (Soliisyon 8/Orta
nokta) belirlenmistir. Bu durum, bitki gelisimi ile protein igerigi arasinda Plackett-
Burman deneme tasariminda da oldugu gibi pozitif bir iligki oldugunu

gostermektedir (Ullah et al., 2023).

Optimum nokta 3,92 mM KH2POs, 7,95 mM Ca(NOs)2.4H20 ve 7,22 pH
degeri olarak belirlenmistir. Diger makro-bilesenler ticari Hoagland
soliisyonundaki miktarlarda kullanilmigtir. Program tarafindan belirlenen bu
parametrelerde hazirlanan Hoagland soliisyonunda yetistirilen su mercimeklerinin
protein igerigi %53,68 olarak ongoriilmiistiir. Bu noktada, 4 adet dogrulama analizi
yapilarak su mercimeklerinin protein icerigi ve biyokiitle artis1 belirlenmistir.
Optimum noktada protein igeriginin %51,09 oldugu bulunmus ve program
tarafindan tahmin edilen degere %95,18 oraninda uydugu belirlenmistir. Sekil
4.8’de dogrulama analizinde yetistirilen su mercimeklerinin biyokiitle artis

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Dogrulama analizinde yetistirilen su mercimeklerinin biyokiitle artist

Dogrulama analizinin ardindan su mercimekleri modifiye Hoagland
soliisyonunda (OPT) ve ticari Hoagland soliisyonunda (HOA) yetistirilmistir.
Yetistirilen su mercimeklerinin protein igerigi ve biyokiitle artisi 9. giinlin sonunda
belirlenmistir. OPT'de yetistirilen su mercimeklerinin protein igerigi %41,74+0,53
iken, HOA'da yetistirilen su mercimeklerinin protein igerigi %33,01+0,77 olarak
bulgulanmistir. OPT ve HOA soliisyonlarinda yetistirilen su mercimeklerinin
protein igerikleri arasindaki fark istatistiksel anlamlidir (P<0,05). Ayrica, OPT

soliisyonunda yetistirilen su mercimeklerinin biyokiitle artisginin daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. HOA ve OPT soliisyonlarda yetistirilen su mercimekleri biyokiitle degisimi



70

OPT soliisyonda yetistirilen su mercimeginin protein igeriginin yanit yiizey
yonteminde bulunan degere gore diisiik olmasmin sebebi, sicaklik ve 11k
faktorlerinin sabit tutulmamasi ile agiklanmaktadir. Bu nedenle protein igerigi yanit
yilizey yonteminde bulunan degere gore diisiik olmasina ragmen OPT soliisyonda
yetistirilen su mercimeklerinin protein igerigi ve biyokiitle artisinin ticari Hoagland
soliisyonunda (HOA) yetistirilen su mercimeklerinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. OPT ve HOA soliisyonunda yetistirilen su mercimeginin 0. ve 9. giin

goriintiileri Sekil 4.10°da verilmistir.

0. giin

Sekil 4.10. HOA ve OPT soliisyonlarinda yetisen su mercimeklerinin 0. ve 9. giin goriintiileri

4.3. Protein izolasyonu

Bu béliimde, optimum yetistirme kosulunda yetistirilen su mercimeklerinin
muhafaza yontemi, ekstraksiyon ortaminin pH degeri, ekstraksiyon sicakligi,
cozgen/katt orani, yardimci ekstraksiyon yontemlerinin etkisi ve yardimci
ekstraksiyon yontemlerinin uygulama kosullar1 belirlenerek maksimum verimde

protein izolasyonu gerceklestirilmistir.
4.3.1. Ham maddenin depolama yonteminin belirlenmesi

Optimum kosulda yetistirilen su mercimekleri, vakumda kurutulmus (V),
dondurarak kurutulmus (L) ve dondurulmus (D) sekilde muhafaza edilmistir. Sekil

4.5’te farkl yontemlerle muhafaza edilen su mercimekleri ve kuru madde bazindaki

protein icerikleri verilmistir.
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VAKUMDA DONDURULARAK  DONDURULMUS
KURUTULMUS

KURUTULMUS

%32,82+0,04¢ %35,43+0,15° %40,14+0,25?

Sekil 4.11. Vakumda kurutulmus, dondurarak kurutulmus ve dondurulmus su mercimekleri ve
protein icerikleri

Protein igeriklerine bakildiginda, dondurulmus su mercimeklerinin protein
igeriginin vakumda ve dondurarak kurutulmus su mercimeklerine gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle kurutulan drneklerdeki diisiik protein iceriginin
sebebi kurutma sicaklik ve siirelerine bagli olarak proteinlerin yapisinin
bozulmastyla iliskilidir (Hassan et al., 2007; Uribe et al., 2019). Ayrica, yapilan
caligmalarda ayn1 yontem ile farkli gii¢ uygulamalarinda kurutulan 6rneklerin de
protein igeriklerinde farklilik belirlenmistir (Alibas et al., 2021). Protein
iceriklerinin yani sira, ham maddenin taze, kuru ya da yas olmasinin proteinlerin
ekstrakte edilebilirligini etkilemektedir. Taze ve kuru su mercimeklerinden protein
ekstraksiyonu yapilan bir ¢aligmada, {iretim verimi, protein verimi ve protein gefri
kazanimlar1 degerlendirilmis ve taze drneklerin énemli oranda her 3 kategoride
yuksek verim sagladigi belirlenmistir. Bunun sebebinin, yapraklarin igerdigi
seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi suyu tutan bilesiklerin kurutma ile oranca
artmast ile agiklanabilir. Kuru su mercimeklerinin suyu tutarak proteinlerin ektrakte
edilebilirligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Nitiwuttithorn et al., 2024).
Dondurma isleminde ise olusan buz kristallerinin ¢oziilme esnasinda hiicre
duvarinin pargalanmasi ile yapraklardan protein ekstrakte edilebilirligini
arttirabilecegi belirtilmistir. Yapilan calismalarda, dondurma isleminin protein
ekstrakte edilebilirligini %30 oraninda arttirabilecegini belirtilmistir (Gahly and
Alkoaik, 2010; Kinsella, 1970). Tim bu degerlendirmeler 1s1ginda, su
mercimeginden protein izolasyonu i¢in ham maddenin dondurularak

depolanmasina karar verilmistir.
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4.3.2. Ekstraksiyon ¢ozgeninin pH degeri

pH 7, 8, 9 ve 10 degerlerindeki tampon ¢ozeltiler ile ekstraksiyon
uygulamasinin ardindan elde edilen ekstraktin protein konsantrasyonlar: sirasiyla
0,582+0,005%, 1,109+0,016°, 1,323+0,007% ve 1,137+0,002° olarak bulunmustur
(Sekil 4.12). Literatiir yapilan ¢aligmalar incelendiginde, bitkisel ham maddelerden
protein ekstraksiyonunda en yiiksek verimin pH 9 degerinde gorildigi
belirlenmistir. Optimum pH degerleri; piring kepeginde 9,02 (Loan et al., 2023),
cevizde 8,97 (Zhang et al., 2022), bezelyede 9,11 (Sethi et al., 2021) ve kuskonmaz
yapraklar1 yan triinlerinde 9 (dos Santos-Silva et al., 2024) olarak belirlenmistir.
Bu durum, bitkisel kaynaklarin alkali ortamda ¢oztiniirliigii yiikksek olan amino
asitlerden glutenin, aspartik asit ve glutamik asidi yiliksek oranda igermesi ile
aciklanabilmektedir (Damodaran, 2008).

1.60 1,32320,007°
1.40 1,10920,016¢ [ 1,137£0,002°

1,20 | |
1,00 1 |

Protein kosantrasyonu, mg/mL
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Sekil 4.12. Ekstraksiyon ortaminin pH degerlerine gore protein konsantrasyonu

4.3.3. Ekstraksiyon sicakhig1

50, 55 ve 60 °C’de gerceklestirilen ekstraksiyon iglemlerinin ardindan elde
edilen protein konsantrelerinin Kjeldahl yontemi ile belirlenen protein igerikleri
Sekil 4.13°te verilmistir. Protein konsantrelerinin en yiiksek protein igeriginin 55
°C’de gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde oldugu belirlenmistir (P<0,05). Ham
maddeye gore degisiklik gostermek ile birlikte genellikle protein yapisinin
bozulmamasi amaciyla optimum ekstraksiyon sicakliklart 40 ile 60 °C arasinda

uygulanmaktadir. Literatiir incelendiginde, kavun ¢ekirdeginde 55 °C (Pasrija and
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Sogi, 2022), cevizde 53,64 °C (Zhang et al., 2022), seker pancar1 yapraginda 54,25
°C (Akyiiz and Ersus, 2021) ve bezelyede 53,35 °C (Sethi et al., 2021) optimum
ekstraksiyon sicakliklar1 olarak belirlenmistir. Bu durum, sicakligin artmasiyla
hidrojen ve disiilfit baglarmin kirilmasi ve bdylece proteinlerin ¢oziiniirligiiniin
artmasi ile aciklanabilmektedir. Ancak, 60 “C ve iizeri sicakliklarda proteinlerin
yapisinin bozulmasina bagli olarak protein uglarinin ¢apraz baglanmasi ve ¢okelme

egilimi gostermesi ile ¢oziliniirliik azalabilmektedir (Paraman et al., 2007; Pasrija
and Sogi, 2022).
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Sekil 4.13. Farkli ekstraksiyon sicakliklarinda izole edilen protein konsantrelerinin protein orani

4.3.4. Cozgen/kat1 oram

3 mL/g, 5 mL/g, 7 mL/g ve 10 mL/g ¢6zgen/kat1 oraninda gerceklestirilen
ekstraksiyon islemlerinin ardindan elde edilen protein konsantrelerinin Kjeldahl
yontemi ile belirlenen protein igerikleri Sekil 4.14’te verilmistir. Protein
konsantrelerinin en yiiksek protein oran1 ¢ozgen/kati oranmt 5 mL/g iken
bulunmustur (P<0,05). En diisiik protein igerigi 3 mL/g’da iken 5 mL/g’dan itibaren
artan ¢ozgen/kat1 oraninda protein igerikleri azalmistir. Bu durum, molekiillerin
diizensiz ve diisiik enerjili olma istegiyle agiklanabilmektedir. Protein molekiilleri,
kimyasal potansiyel farki esitlenene kadar hiicreden daha diizensiz olan
ekstraksiyon ortamina gegmeye devam etmekte ve boylece ekstraksiyon verimi

artmaktadir (Mechmeche et al., 2017).
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Sekil 4.14. Cozgen/kat1 oranina gore protein konsantrelerinin protein orant

Dondurulmus su mercimeklerinden pH 9 degerinde, 5 mL/g c¢ozgen/kat
oraninda 55 “C’de 30 dk alkali ekstraksiyon prosesinin protein verimi %5,04+0,08°

olarak bulunmustur.
4.3.5. Ultrases destekli ekstraksiyon

Ultrases uygulamasinin protein konsantrasyonuna gore optimum kosullart
Cizelge 4.7°de verilmistir. Chlorella vulgaris tiirii algten protein izolasyonu ile
yapilan bir ¢alismada, ultrases uygulamasindaki %20’den %100°e artan genligin
protein geri kazanimini yaklasik %30 oraninda arttirdigi bulgulanmistir. Ayrica, 10
dk ultrases uygulamasindaki protein geri kazaniminin 18 saatlik geleneksel
ekstraksiyon yontemine kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptanmistir
(Hildebrand et al., 2020). Bu durum, yiiksek genlikte yliksek enerji yogunlugu ve
giicline bagl olarak hiicrelerde daha yiiksek oranda kavitasyon meydana gelmesi
ile agiklanabilmektedir (Rahman and Lamsal, 2021). Ayrica, ultrases uygulama
sliresini uzatmanin kavitasyona baglh olarak kiitle transferini arttirdigi ve boylece
proteinlerin ekstrakte edilebilirligini kolaylastirdigi bildirilmistir (Gorgiig et al.,
2019). Ancak, artan siire ile beraber sicakligin kontroliiniin saglanmasi
zorlagmaktadir. Artan sicaklik ile vizkozite diiser, yiizey gerilimi azalir ve buhar
basinct artar. Buhar basincindaki arti daha fazla kavitasyon kabarcigl
olusturmasina ragmen siddetlerinin diisiik olmasi1 sebebiyle ses dalgasi etkisi
azaltmaktadir (Chemat et al., 2017).
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Cizelge 4.7. Ultrases destekli ekstraksiyonun protein konsantrasyonuna goére uygulama kosullari

Ultrases kosullari Protein konsantrasyonu (mg/mL)
60 1,33+0,02¢
Genlik (%) 80 1,4740,01°
100 1,80+0,04°
5 1,74+0,03°
Siire (dKk) 10 1,81+0,02°
15 1,55+0,04¢
Kesikli 1,82+0,01°

Uygulama .

Stirekli 2,05+0,02?

Sonuglar, ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir.
ab.¢ Her bir uygulama kosulu kendi iginde istatistiksel olarak anlaml farkliliklar1 gdstermektedir

(P<0,05).

%100 genlik, 10 dk siire ve siirekli uygulanan ultrases islemi ve ardindan
alkali ekstraksiyon islemi ile protein verimi %28,24+0,16* olarak belirlenmistir.
Ultrases destekli ekstraksiyon ile alkali ekstraksiyon uygulamasina gore protein
veriminde yaklasik 5,6 kat artis tespit edilmistir. Literatiirde, ultrases destekli
ekstraksiyonun geleneksel ekstraksiyon yontemlerine kiyasla dut yapraginda 2,4
kat (Zhao et al., 2023), moringa tohumunda 3 kat (Fatima et al., 2023), kavun
¢ekirdeginde 2 kat (Naik et al., 2022), fasulyede 1,7 kat (Zhao et al., 2021) ve
bezelyede 1,4 kat (Youshanlouei et al., 2022) verim artig1 sagladig1 bulgulanmistir.

4.3.6. Enzim destekli ekstraksiyon

Pectinex UF ve Alcalase destekli gergeklestirilen ekstraksiyonlarin protein
konsantrasyonlari sirastyla 1,77+0,03° mg/mL ve 1,990,012 olarak bulunmustur.
Alcalase destekli ekstraksiyonu protein verimi %10,79+0,44° olarak belirlenmistir.
Alcalase destekli ekstraksiyon (%10,79) ile alkali ekstraksiyon (%5,04)
uygulamasina gore protein veriminde yaklasik 2,1 kat artig saglanmistir. Susam
kiispesinden Alcalase destekli protein ekstraksiyonunda verimin %35’ten %45°e
arttig1 tespit edilmistir (Koysuren et al., 2021). Bir baska c¢alismada, Alcalase
enzimi kullanilarak su yosununda protein veriminin %15,7’den %59,4’e arttig1

belirtilmistir (Naseri et al., 2020).

Protein verimleri kiyaslandiginda ultrases destekli ekstraksiyonun en etkili
protein izolasyonu yontemi oldugu belirlenmistir. Su mercimeginden protein

izolasyonunda ultrases destekli alkali ekstraksiyon izoelektrik ¢oktiirme yontemi
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kullanilmistir. Sekil 4.15°te alkali ekstraksiyon, ultrases destekli alkali ekstraksiyon

ve enzim destekli alkali ekstraksiyonun protein verimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Ekstraksiyon yontemine gore protein verimi

4.3.7. Su mercimegi protein konsantresinin kimyasal kompozisyonu

Su mercimegi protein konsantresinin toplam kuru madde, nem, toplam kiil ve
protein analizleri sonucu Cizelge 4.8’de verilmistir. Literatiirde, protein izolatt
tanim1 ‘Kuru madde bazinda %90 oraninda protein icermelidir’ seklindedir (Wang
et al., 2004). Ancak, protein konsantresi taniminda farkli kaynaklarda farkli
tamimlar goriillmektedir. %50-75 arasinda (Morr and Ha, 1993), %40-90 arasinda
(Fang et al., 2010) ve en az kuru madde bazinda %65 (Wang et al., 2004) protein
icermesi gerektigini belirten bir¢ok kaynak mevcuttur. Bu baglamda, %60,09
protein icerikli su mercimegi protein tozlart ‘protein konsantresi’ olarak
tanimlanmustir. Farkli tiirdeki su mercimeklerinden farkli ekstraksiyon teknikleri ile
izole edilen protein konsantrelerinin kuru madde bazindaki protein ve kiil igerikleri
farklillk gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada, Spirodela polyrhiza tirii su
mercimeklerinden izole edilen protein konsantresinin protein icerigi %67,83 ve kiil
icerigi %1,59 olarak bulunmustur (Yu et al., 2011). Baska bir ¢aligmada, ayn
tiirden izole edilen protein konsantrelerinin protein igerigi %64,6 ve kil igerigi ise
%7,3 olarak belirlenmistir (Fasakin, 1999). Wolffia arrhiza tiirlinden ultrases
destekli ekstraksiyon ile izole edilen protein konsantrelerinin protein igerigi %64,19
ve kiil icerigi ise %0,94 olarak bulgulanmistir (Nitiwuttithorn et al., 2024). SMP’nin

klorofil igerigi 7,26 mg/g olarak belirlenmistir. Pongamia agaci1 yapraklarindan
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izole edilen protein konsantresinin klorofil igerigi 3,8 mg/g (Khan and Varshney,
2015), yonca protein konsantresinin 6,1 mg/g (Ohshima and Ueda, 1984), ¢imen
protein konsantresinin 7,2 mg/g (Pérez-Vila et al., 2024) ve kavak agaci yapragi

protein konsantresinin 4,68 mg/g (Khan et al., 2014) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.8. SMP'nin kimyasal kompozisyonu

Bilesenler SMP

Toplam Kuru Madde (%) 98,26+0,05
Nem (%) 1,74+0,05
Protein (9/100 g KM) 60,09+0,06
Kiil (9/100 g KM) 4,17+0,13
Klorofil (mg/g) 7,26+0,03

4.3.8. Su mercimegi ve protein konsantresinin amino asit kompozisyonu

Su mercimegi (SM) ve su mercimegi protein konsantresinin (SMP) amino asit
kompozisyonu Cizelge 4.9’da verilmistir. Su mercimegi ve su mercimegi protein
konsantresi 6nemli oranda esansiyel amino asitleri icermektedir. Su mercimeginde
bast ¢eken esansiyel amino asitler 16sin, fenilalanin ve izoldsin, su mercimegi
protein konsantresinde ise 18sin, fenilalanin ve valindir. Ozellikle valin ve izolsin
amino asitlerinin kas gelisimi iizerindeki olumlu etkileri, protein konsantrelerinin
gida takviyesi olarak kullanilmasi agisindan 6nemlidir (Tymchak, 2013). Glutamik
asit, aspartik asit ve arjinin su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin
onemli esansiyel olmayan amino asitleridir. Aspartik asit, arginin, lizin, metiyonin,
treonin ve izoldsin sentezinde 6nemli rol oynarken, glutamik asit, mono sodyum
glutamat formunda bir gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Tymchak,
2013). Tim bunlar, su mercimegi protein konsantresinin gida takviyesi olarak
kullanimini olumlu y6nde etkilemektedir. Chakrabarti et al. (2018) Lemna minor
tiirli su mercimeginin amino asit profili ile ilgili yaptig1 calisma ile sonuglarin
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ancak, yapilan diger caligsmalar ile farkliliklarin
oldugu tespit edilmistir (Appenroth etal., 2017; Hu et al., 2022; Miltko et al., 2024).
Amino asit kompozisyonlardaki bu farklilik, tiire ve yetistirilen ortam kosullarina
(sicaklik, nem, 151k yogunlugu, pH degeri) gore degismesinden kaynaklanmaktadir

(Molina-Alcaide and Yanez-Ruiz, 2008).
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Cizelge 4.9. Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin amino asit kompozisyonu

Esansiyel Amino Lemna minor (g/100 g)

SM (g/100g)  SMP (g/100 g)

Asitler (Chakrabarti et al., 2018)
Losin 3,5 49 41
izol6sin 2,2 3,1 2,0
Valin 1,1 3,2 2,7
Fenilalanin 2,4 3,4 2,6
Treonin 1,2 2,5 1,9
Triptofan 0,8 1,5 0,4
Metiyonin 1,1 1,6 0,9
Histidin 0,8 1,3 0,9
Lizin 1,5 2,9 2,7

Esansiyel Olmayan
Amino Asitler

Lemna minor (g/100 g)

SM(9/1009)  SMP (/100 9) (Chakrabarti et al., 2018)

Aspartik asit 3,2 3,7 3,7
Glutamik asit 5,6 6,1 6,4
Serin 1,6 2,0 2,4
Glisin 2,1 2,5 2,9
Tirozin 1,2 2,1 1,9
Arjinin 2,4 3,2 3,1
Alanin 19 2,5 2,9
Sistein 0,5 1,2 0,4
Prolin 1,1 14 1,3
Hidroksiprolin 0,2 0,8 0,1

4.3.9. Su mercimegi protein konsantresinin renk, yogunluk, Carr indeksi ve

Hausner orani degerleri

Su mercimegi protein konsantresinin renk degerleri, yigin yogunlugu,
sikistirilmis y1gin yogunlugu, Carr indeksi ve Hausner orani Cizelge 4.10°da
verilmigti. SMP’nin  renk degerleri incelendiginde Ozellikle protein
konsantrelerinin aydinlik degerinin diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16). Bunun
sebebi, yaprak proteinlerindeki baskin protein olan RuBisCO’nun klorofillere bagl
olmas1 ve ekstraksiyon sirasinda klorofilin degrade olmasindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Kaur and Bhatia, 2023). Yapraklardan izole edilen protein
konsantrelerinin L* degerlerine bakildiginda, turp yapragi protein konsantresinin
49,70 (Kaur and Bhatia, 2022), ebegiimeci yapragi protein konsantresinin 51,32
(Ersus and Akyiiz, 2023), alfalfa protein konsantresinin 56,7 (Hadidi et al., 2020)
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ve moringa yapragi protein konsantresinin 34,09 (Adewumi et al., 2022) oldugu
belirlenmistir. Ayrica, protein konsantrelerinin renk degerleri, protein izolasyon
yontemi (Toews and Wang, 2013) ve ekstraksiyon ortamimnin pH degerine
(Adebowale et al., 2007) gore degisebilmektedir. Enzim destekli ekstraksiyon ile
izole edilen turp protein konsantresinin L* degerinin 45,80’e distiigii (Kaur and
Bhatia, 2023), ultrases-ultrafiltrasyon destekli ekstraksiyon ile izole edilen alfalfa
protein konsantresinin L* degerinin 68,1°¢ yiikseldigi (Hadidi et al., 2020)

saptanmistir.

Cizelge 4.10. SMP'nin renk, yogunluk, Carr indeksi ve Hausner oran1 degerleri

Fiziksel 6zellikler SMP

L* a* b* 20,03+0,03 0,26+0,04 3,87+0,11
Y1gin yogunlugu (kg/m?3) 264,4+1,15

Sikistirilmis y1gin yogunlugu (kg/md) 296,7+1,67

Carr indeksi (%) 20,97+0,77

Hausner orani 1,27+0,01

Sekil 4.16. Su mercimegi protein konsantresinin (SMP) goriintiisii

Toz tirlinlerin y1gin yogunlugu ve sikistirilmis yigin yogunlugu iriinlerin
islenmesi, paketlenmesi ve depolanmasinda 6nemli bir role sahiptir. SMP’nin y181in
yogunlugu 264,4+1,15 kg/m?® olarak bulunurken, sikistirilmis y1gm yogunlugu
296,7+1,67 kg/m?® olarak bulunmustur. Literatiirde ¢esitli kaynaklardan izole edilen
yaprak proteinlerinin sikistirilmis y1gin yogunluklari incelendiginde, alfalfa protein

konsantresinin 160 kg/m® (Wang and Kinsella, 1976), seker pancar1 yapragi protein
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konsantresinin 99,77 kg/m® (Akyiiz and Ersus, 2021) ve ebegiimeci protein
konsantresinin 318,51 kg/m?® (Ersus and Akyiiz, 2023) oldugu belirtilmistir. Protein
konsantrelerinin yogunluklar1 arasindaki bu fark partikiil boyutuna (Yeasmen and
Orsat, 2024), protein izolasyon yontemine (Ersus and Akyiiz, 2023), ekstraksiyon
ortamimnin pH degerine (Yeasmen and Orsat, 2024), yardimci ekstraksiyon
yontemine (Yeasmen and Orsat, 2024) ve farkli kurutma tekniklerinin

uygulanmasina (Zhang et al., 2018) bagli olabilmektedir.

Toz tirlinlerin akiskanliginin yorumlanmasina yardimci olan Carr indeksi
Cizelge 3.4’e gore SMP i¢in sinir degerden ‘orta’ olarak belirlenmistir. Yapiskanlik
ile ilgili bilgi veren Hausner orani ise Cizelge 3.4’e gore ‘orta’ olarak tespit
edilmistir. Akiskanlik ve yapiskanlik arasi ters bir iligki vardir. Akiskanligin ‘iy1’
olarak tanimlanmaya c¢ok yakin degerde iken yapiskanligin ‘orta’ olarak
tanimlanmasi bu durumu agiklamaktadir. Bunun nedeni, kiigiik parcacik boyutu
nedeniyle pargaciklar arasindaki temas yiizeyinin artmasiyla agiklanabilmektedir

(Jinapong et al., 2008).

4.3.10. Su mercimegi protein konsantresinin protein c¢oziiniirligii

Su mercimegi protein konsantresinin pH 2, 3, 3,5 (pl nokta), 5, 6,5, 7, 8, 9 ve
9,5 degerlerindeki protein ¢oziiniirliikleri Sekil 4.17°de gosterilmistir. Protein
¢ozinirligl %1,64-92,19 arasinda degismektedir. SMP, izoelektrik bolgede (pH
3-3,5 degerleri) en diisiik ¢Oziiniirliige sahipken en yiiksek ¢oziiniirliigii bazik
bolgede gostermektedir. Bu durum, izoelektrik noktada protein-protein
interaksiyonu ile proteinlerin ¢okelmesi ile agciklanabilmektedir. Izoelektrik
noktanin altindaki ve istiindeki pH degerlerinde ise ¢oziiniirliiglin arttif1 tespit
edilmistir. U-seklindeki bu desen bir¢ok bitkisel kaynaktan izole edilen protein
konsantresi ve izolatinda saptanmistir (Adebowale and Lawal, 2003; Ghribi et al.,
2015; Hojilla-Evangelista et al., 2018; Ogunwolu et al., 2009). Asit ortaminda
proteinler pozitif yiiklii, alkali ortaminda ise negatif yiiklii olarak protein-¢cdzgen
etkilesimi ile ¢ozliniirliikleri artar. Ancak, SMP’nin alkali bolgedeki ¢oziiniirligii
asidik bolgedeki ¢oziiniirliiglinden daha yiiksektir. Bunun sebebi, SMP nin yiiksek
oranda negatif yiiklii ve polar yiiksiiz amino asitlere sahip olmasi ile
aciklanabilmektedir (Singh and Sogi, 2018). Ayrica, diisiik ¢6ziiniirliik proteinlerin
denatiirasyonunu belirtmektedir (Waglay et al., 2014). Sonug¢ olarak, SMP'nin
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nispeten bakliyat proteinlerine gore diislik ¢coziiniirligli proteinlerin degrade olmus
olabilecegini gostermektedir (Boye et al., 2010-a). Ayrica, yiiksek gligteki ultrases
uygulamasinin proteinler degradasyonuna sebep olabilecegi ve bu durumun protein

¢ozintrliglni distirebilecegi diisiiniilmektedir (Rahman and Lamsal, 2021).
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Sekil 4.17. Su mercimegi protein konsantresinin pH degerine gore protein ¢oziiniirliikleri

4.3.11. Su mercimegi protein konsantresinin kopiirme kapasitesi ve kopiirme

stabilitesi

Su mercimegi protein konsantresinin pH 3,5 degerinde (izoelektrik nokta),
pH 7 degerinde (nodtr pH degeri) ve pH 9 degerinde (¢oziiniirliiglin en yiiksek
oldugu pH degeri) kopiirme kapasitesi Sekil 4.18’de verilmistir. En yiiksek
kopiirme kapasitesi pH 9 degerinde, en diisiik ise izoelektrik noktasi olan pH 3,5
degerinde belirlenmistir. Bu durum, proteinlerin ¢6ziiniirliigii, esnekligi ve yiizey
hidrofobitesi ile ilgilidir (Amagliani et al., 2021). izoelektrik nokta disinda
proteinlerin art1 (asidik) ve eksi (alkali) yiiklii hale gelmesi ile su ile interaksiyonu
sonucu ¢ozinirliikleri ve esneklikleri artarken hidrofobitesi azalmaktadir. Bu
durum, proteinin hava-su arayiiziine daha hizli yayilmasina ve boylece kopiik

olusumu kapasitesinin artmasina sebep olmaktadir (El Nasri and El Tinay, 2007).
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Sekil 4.18. Su mercimegi protein konsantresinin pH degerine gore kdpiirme kapasitesi

Su mercimegi protein konsantresinin pH degerine gore degisen kopilirme
stabilitesi Sekil 4.19°da gosterilmistir. pH degerine gore kopiik kapasitesi ve kopiik
stabilitesi arasinda ters bir iliski oldugu goriilmektedir. SMP’nin izoelektrik
noktada kopiik stabilitesini yiiksek oranda korudugu, ¢oziiniirliiglin en yiiksek
oldugu pH 9 degerinde ise stabilitenin diistiigii belirlenmistir. Bunun sebebi,
izoelektrik noktada net yiikiin sifir olmasiyla, elektrostatik itmenin minimum
seviyede olmasi ile agiklanabilmektedir. Minimum seviyedeki interaksiyon ile
proteinler daha kararli hava-su arayiizii olusturmaktadir (Lamsal et al., 2007).
Elektrostatik itmenin daha yiiksek oldugu pH 7 ve 9 degerinde ise kopiik stabilitesi

giderek azalmakta oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Su mercimegi protein konsantresinin pH degerlerine gore 5 ve 30 dk kopilirme

stabilitesi
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4.3.12. Su mercimegi protein konsantresinin emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon

stabilitesi

Su mercimegi protein konsantresinin pH 3,5 (izoelektrik nokta), pH 7 (notr
pH degeri) ve pH 9 degerlerinde (¢oziiniirliiglin en yiiksek oldugu pH degeri)
emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi Sekil 4.20°de verilmistir. En yiiksek emiilsiyon
aktivitesi pH 9 degerinde tespit edilmistir. Izoelektrik noktada ise emiilsiyon
olusumu tespit edilmemistir. Bu durum, kopiirme kapasitesinde oldugu gibi
proteinlerin ¢ozlntirliik profili ile benzerlik gostermektedir. Coziintirliglin en
diisiik oldugu nokta olan izoelektrik noktada, proteinlerin elektrostatik itme
giiciiniin minimum olmasina bagl olarak arayiiz olusumunu zayiflamaktadir.
Ancak, izoelektrik nokta disinda elektrostatik itme glicii arttikga emiilsiyon

olusturma yetenegi giderek artmaktadir (Ogunwolu et al., 2009).
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Sekil 4.20. Su mercimegi protein konsantresinin pH degerlerine gére emiilsiyon aktivitesi ve

stabilitesi

4.3.13. Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin FTIR analizi

Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin FTIR spektrumlari
Sekil 4.21°de gosterilmistir. Cozelti, kristal ve kati fazlardaki proteinlerin
konformasyonel degisimlerini ve safligin1 incelemek i¢in etkili bir yaklasim olan
FTIR spektroskopisi, su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin spektral
bantlarindaki tepe noktalar incelendiginde orneklerin safligi hakkinda bilgiler
vermektedir. Amid | (1600-1700 cm™) ve amid 11 (1500-1600 cm™) proteinlere
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Ozgii en baskin olan bantlarin goriildiigii dalga boylaridir. Bunun yaninda amid A
(33003500 cm™) bandi da proteinlerin varligini isaret etmektedir (Achouri et al.,
2012; Kong and Yu, 2007; Schwaighofer et al., 2018; Yang et al., 2022). Sekil
4.21’e gore SM ve SMP oOrneklerinin proteinlere 6zgii tim bu spektrumlar
gosterdigi belirlenmis ve proteinlerin varligi ortaya konmustur. Bunun yani sira,
SMP’nin SM’ye gore daha belirgin pikler gosterdigi goriillmektedir. Bunun yan
sira, 1000 cm™ bandinda baslayan artis seliiloz icerigindeki artis1 ve 900 cm™
bandinda seliilozun glikoz birimleri arasindaki B-glukozik baglar1 ifade etmektedir
(Benini et al., 2018; Melikoglu et al., 2023). Yapilan ¢aligmalarda, 1000-1500 cm’
! bandindaki pikler ise seliilozun kristalinitesinin arttigmin gostergesi olarak
belirtilmistir (Kruer-Zerhusen et al., 2018). Su mercimegindeki seliiloz piklerinin,
su mercimegi protein konsantresine gore daha belirgin olusu protein

konsantresindeki seliiloz miktarinin daha diisiik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.21. Su mercimegi Ve su mercimegi protein konsantresinin FTIR spektrumu

4.3.14. SEM analizi ile su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin

yiizeylerinin karakterizasyonu

Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresine ait farkli yaklagma
seviyelerindeki SEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.22 ve Sekil 4.23te verilmistir. Su
mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin SEM goriintiilerine bakildiginda

benzer yapida bilesiklerin varligi goriilmektedir. Pul (flake) seklindeki diizensiz
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yapilarin, hiicre matrisinde izolasyon sirasinda ¢dziinmiis proteinler oldugu ve
dondurarak kurutma esnasinda bu pul yapisinin olustugu disiiniilmektedir.
Literatiirde, dondurarak kurutulmus proteinlerin SEM goriintiilerinin benzer yapida
oldugu bildirilmistir (Berghout, 2015; Jia et al., 2021; Jiang et al., 2014). Bunun
sebebi, dondurarak kurutmanin uzun siirmesine bagli olarak proteinlerin
birbirleriyle etkilesime girerek agregasyon olusturmasiyla agiklanmaktadir. Ayrica,
buz kristallerinin siiblimlesme ile gaz fazina gegmesi esnasinda biiyiik gozeneklerin
olusmas1 morfolojik 6zellikleri etkilemektedir (Bhatta et al., 2020; Ozdemir et al.,

2022).

Sekil 4.22. Su mercimegine ait a)100 um, b)50 um, ¢)30 um ve d)10 um yaklagsma seviyelerindeki
SEM goriintiileri
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Sekil 4.23. Su mercimegi protein konsantresine ait a)300 um, b)100 um, ¢)50 um ve d)30 um

yaklagma seviyelerindeki SEM goriintiileri

4.3.15. Mineral madde analizi

Su mercimegi ve su mercimegi protein konsantresinin igerdigi kalsiyum (Ca),
demir (Fe), potasyum (K), magnezyum (Mg), manganez (Mn), ¢inko (Zn), sodyum
(Na), fosfor (P) ve selenyum (Se) minerallerinin miktarlart Cizelge 4.11°de
verilmistir. Su mercimeginde 6zellikle kalsiyum (43455 mg/kg) ve fosfor (22312
mg/kg) elementlerinin yiiksek miktarda bulundugu belirlenmistir. Genellikle diyet
agisindan Ca:P oraninin 1:1 veya 2:1 oraninda olmasi 6nerilmektedir (Loughrill et
al., 2017). Su mercimeginde kalsiyum:fosfor orani 1,94 olarak tespit edilmistir.
Yapilan bir ¢galismada, Lemna minuta ve Lemna minor karigimi su mercimeklerinde
19500 mg/kg kalsiyum (Ca) ve 9000 mg/kg fosfor (P) tespit edilirken Ca:P orani
2,16 olarak bulunmustur (Roman and Brennan, 2019). Su mercimegi protein
konsantresinde ise kalsiyum ve sodyum elementlerinin yiiksek oranda bulundugu
saptanmigtir. Protein izolasyonunun ardindan kalsiyum, magnezyum, manganez,
¢inko, fosfor ve selenyum miktarlarinda 6nemli oranda azalma tespit edilmistir.
Ozellikle fonksiyonel iiriinlerde kullanilan su mercimegi protein konsantresinin

(SMP) igerdigi minerallerin miktar1 gida olarak tiiketimi agisindan Onem arz
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etmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, Lemna gibba ve Lemna minor tiirleri
karisimindan elde edilen protein konsantresinin (NF) icerdigi mineral madde
miktarlar1 Cizelge 4.11°de verilmistir (Turck et al., 2023). Ayrica, ¢alismada NF su
mercimegi konsantresinin spesifikasyonu incelendiginde, demirin 670 mg/Kkg,
cinkonun 50 mg/kg ve manganezin 100 mg/kg’in altinda olmasinin giivenlik
acisindan uygun oldugu belirtilmistir (Turck et al., 2023). Tiim bu caligmalar
degerlendirildiginde, ¢alismada kullanilan Lemna minor su mercimeginden izole
edilen protein konsantresinin insan beslenmesine uygun o&zellikte oldugu

bulgulanmastir.

Cizelge 4.11. Su mercimegi, su mercimegi protein konsantresinin ve NF protein konsantresinin
mineral madde miktarlar

Mineral SM (mg/kg) SMP (mg/kg) (Tulr\(lzllj gnfl/kg()) 23)
Kalsiyum (Ca) 43455+5215 54284651 2300-5700
Demir (Fe) 234435 412+62 350-420
Potasyum (K) 3329+400 3489+419 5800-11900
Magnezyum (Mg) 8839+1060 778493 740-1120
Manganez (Mn) 184450 942 40-97
Cinko (Zn) 177£21 39+5 22-43
Sodyum (Na) 4557+£547 5141617 -

Fosfor (P) 2231242677 3489+419 -
Selenyum (Se) 0,126+0,02 0,012+0,02 -

4.4. Fonksiyonel Gidalarin Uretimi

Su mercimegi protein konsantresi ikame edilen atistirmalik bar (SMP-B),
ekmek (SMP-E)ve kek (SMP-K) iiriinlerinin kontrol gruplariyla beraber (kontrol
bar (KB), kontrol ekmek (KE) ve kontrol kek (KK)) fiziksel, kimyasal ve duyusal

ozellikleri bu boliimde verilmistir.
4.4.1. Atstirmalik bar, ekmek ve Kkek iiriinlerinin fiziksel 6zellikleri

Su mercimegi protein konsantresi ilave edilen atistirmalik bar, ekmek ve
keklerin ve kontrol gruplarimin goriintiileri Sekil 4.24’te verilmistir. Ekmeklerin
hacimleri karsilastirildiginda, KE’nin SMP-E’ye gore ekmek hacminin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. KE’nin yiiksekligi 3,23+0,05 cm iken SMP-E’nin

yiiksekligi 3,06+0,05 cm olarak bulunmus ve aralarinda istatistiksel olarak bir fark
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olmadig1 bulgulanmistir (P>0,05). Ayrica, SMP ilavesi ile ekmegin dis ylizeyinde
plriizliligin arttig1 belirlenmistir. Kek 6rneklerinin hacimlerinde de benzer bir
durum tespit edilmistir. KK’nin yiiksekligi 5,70+0,08% c¢cm iken SMP-K’nin
yiiksekligi 5,20+£0,04° cm olarak bulunmustur (P<0,05). Ancak, ekmekte ikame
orani %S5 iken kekte %10 olmas1 sebebiyle ekmekteki hacim farki anlamli degilken
kekteki hacim farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Kontrol ve
SMP igeren ekmek ve kekteki hacim farkinin sebebi, un oraninin azalmasina bagl
olarak gluten igeriginin azalmasi ile agiklanmaktadir (Nasir et al., 2020). Bunun
yant sira, su mercimeginden protein izolasyonu sirasinda proteinlerle beraber izole
edilen seliiloz, hemiseliilozlarin su tutma Ozelliklerine bagli olarak gluten

matrisinin bozulmasi ile agiklanmaktadir (Khalid et al., 2017).

Kontrol 6rneklerinin ve SMP igeren 6rneklerin renk degerleri (L*, a* ve b*
degerleri) Cizelge 4.12°de verilmistir. SMP ikamesinin Orneklerin renklerine
onemli bir etkisi olmustur. SMP ilavesi ile bar, ekmek ve keklerin aydinlik
degerinin diistiigli belirlenmistir. L* degerindeki en Onemli azalma ekmek
orneklerinde tespit edilmistir. Bunun sebebi, barin pekmez ve kekin kakao igermesi
sebebiyle kontrol Orneklerinin aydinlik degerinin  diisik olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda, tiim kontrol 6rneklerinin yesillik ve mavilik
degerleri SMP ilavesi ile artmigtir. L*, a* ve b* degerlerindeki bu azaligin sebebi,
SMP’nin yiiksek oranda klorofil igermesinden kaynaklanmaktadir (Nudel et al.,
2023). Bar, ekmek ve kek tiretimi sirasinda uygulanan 1st ile klorofil degrade olarak
kahve renkli feofitinlere doniiserek aydinlik degerini diisiirdiigii diistiniilmektedir.
Ayrica, SMP izolasyonu sirasinda izoelektrik ¢oktlirmede kullanilan asit ile klorofil
klorofilid bilesiklerine doniiserek mavi-yesil renk almaktadir. Bu durumun ise a*
ve b* degerlerindeki azalmaya sebep oldugu disiiniilmektedir (Heaton and
Marangoni, 1996).



SMP-B

SMP-E

KK SMP-K

Sekil 4.24. Su mercimegi protein konsantresi iceren atistirmalik bar, ekmek ve kekler ve kontrol
orneklerinin goriintiisii

Cizelge 4.12. Atistirmalik bar, ekmek ve keklerin L*, a* ve b* degerleri

Ornek L* ax b*
KB 37,59+0,512 10,87+0,102 29,05+0,262
SMP-B 24,51+0,27° 1,76+0,09° 12,84+0,49°
KE Ekmek i¢i 68,67+0,132 3,4440,032 23,08+0,062
Kabuk 59,77+0,562 10,96+0,122 28.,22+0,362
Ekmek igi 31,26:|:0,74b 0,61:l:0,06b 12,17:|:O,41b
SMP-E
Kabuk 45,50+0,95° 1,1140,20° 16,13+0,51°
KK Kek ici 33,060,102 9,760,072 14,360,102
Kabuk 24,51+0,102 12,00+0,082 13,60+0,202
Kek ici 22,84+0,03° 4,0440,09° 13,33+0,17°
SMP-K
Kabuk 19,77+0,07° 6,91+0,05° 7,78+0,15°

&b Ayn iiriin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05)
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4.4.2. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin kimyasal kompozisyonu

Kontrol ve SMP igeren bar, ekmek ve kek iirtinlerinin kuru madde, nem, kiil,
protein, yag, karbohidrat icerikleri ve kalori degerleri Cizelge 4.13’te verilmistir.
Bar, ekmek ve kek tiriinlerinin kuru madde ve nem degerlerine bakildiginda gruplar
arasinda birbirine yakin degerlerin oldugu goriilmektedir. Ancak, SMP ikame orani
%12,5 olan bar iriiniinde, nem igerigi istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur
(P<0,05). Bunun sebebi, yiiksek oranda protein igeren SMP’nin su tutma
ozelliginden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Zorzi et al., 2020). Kontrol ekmegi
ile SMP iceren ekmek arasinda ise ikame oraninin (%S5) diisiikk olmasina bagli
olarak kuru madde ve nem igerikleri arasinda istatistiksel olarak bir fark tespit
edilmemistir (P>0,05). Kek orneginde ise kontrol 6rneginin nem igeriginin SMP
iceren Ornege gore yiikksek bulunmustur. Bunun sebebi, SMP’nin kek
formiilasyonundaki yag ile emiilsiyon olusturarak su tutma Ozelligini
gosterememesi ile agiklanabilmektedir (Akter et al., 2021). SMP’nin yiiksek oranda
mineral madde icermesi sebebiyle SMP igeren bar, ekmek ve kek orneklerinin
kontrol Orneklerine gore yiiksek oranda kil ve protein igerdigi saptanmustir.
Ozellikle bar formiilasyonunda ‘proteini arttirilmis bar’ ifadesi kullanilabilmesi i¢in
‘gidanin benzer bir iiriine gore en az %30 daha fazla protein igermesi gerekir’
seklindedir (Tiirk Gida Kodeksi, 2023). SMP igeren bar, kontrol barmna gore
yaklagik %41 oraninda daha fazla protein igermesi sebebiyle SMP-B ‘proteini
arttirilmis bar’ olarak ifade edilmistir. Ayn1 zamanda, SMP iceren barin daha diisiik
kaloride olmasina ragmen, daha yiiksek oranda protein ve mineral igermesi farkl
tiiketici gruplari tarafindan kabul gormesine katki saglayacagi diistiniilmektedir.
Ekmek ve kek iriinlerinin protein igeriklerinde SMP ilavesi ile sirasiyla %29 ve
%12’lik bir artig saglanmigtir. Tirk Gida Kodeksi Beslenme Beyanlari
Yonetmeligine gore ‘protein ilaveli’ terimini kullanabilmek icin ‘gida enerji
degerinin en az %]12’sinin protein tarafindan saglanmasi gerekir’ kosulunu
saglamas1 gerekmektedir (2023). Buna gore, SMP igeren ekmek {irlinlerinde gida
enerji degerinin yaklasik %12’si (%11,74) protein tarafindan karsilanmaktadir. Bu

sebeple, SMP igeren ekmek 6rnekleri ‘protein ilaveli ekmek’ olarak tanimlanmistir.
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Cizelge 4.13. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iirlinlerinin kimyasal kompozisyonlari

Ornek

KB SMP-B KE SMP-E KK SMP-K
Toplam Kuru madde (%) 85,710,502 84,29+0,22° 67,08+0,59? 68,79+0,78? 87,15+0,11° 88,75+0,39°
Nem (%) 14,29+0,50° 15,71+0,222 32,92+0,592 31,21+0,782 12,85+0,112 11,25+0,39°
Kiil (g/100 g) 3,67+0,27° 6,46+,20? 1,55+0,04° 1,72+0,06° 1,26+0,02° 1,34+0,022
Protein (g/100 g) 7,87+0,29° 11,10+0,10° 6,220,162 8,00:0,15P 6,20:0,09" 6,910,032
Yag (g/100 g) 18,93+0,112 18,63+0,03° 0,84+0,052 0,85+0,06 18,83+0,43° 20,02+0,252
Karbohidrat™ (g/100 g) 55,24+0,712 48,10+0,29° 58,47+0,68° 58,22+0,80° 60,86+0,65° 60,48+0,28?
Kalori (kcal) 422,8+2,6° 404,5+0,7° 266,3+2,3% 272,5+3,2° 437,7£1,7° 449,7+2,6°

&b Ayni iiriin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05)
Karbohidrat*=100-(%Nem+%Kiil+%Protein+%Yag)
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4.4.3. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin klorofil miktar:

Kontrol ve SMP igeren atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin klorofil
miktarlar1 Sekil 4.25°te verilmistir. SMP ilavesi ile tiim iiriin formiilasyonlarinda
klorofil miktariin arttig1 tespit edilmistir. En fazla artis gésteren SMP-B 6rnegi, en
az artig gosteren ise SMP-K 6rnegidir. SMP ilavesi ile barin klorofil igeriginin 9,3,
ekmegin 18,8 ve kekin 7,3 kat arttig1 belirlenmistir. Klorofil icerigindeki artis,
formiilasyonlaria bagli olarak SMP icerme oranlan ile iligkilidir. Yapilan bir
calismada, kivircik marul ikameli bar tirtinlerinin klorofil i¢eriginde benzer sekilde
bir artis tespit edildigi belirtilmistir. Kontrol bar1 5 mg/100 g klorofil igerirken, %30
oraninda kivircik marul ilave edilen barin klorofil igerigi yaklasik 26 mg/100 g
olarak belirlenmistir (Kowalska et al., 2021).
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Sekil 4.25. Atistirmalik bar, ekmek ve kek formiilasyonlarinin klorofil miktarlari

4.4.4. Bar, ekmek ve kek iiriinlerinin toplam fenolik madde miktarlari

SMP igeren atistirmalik bar, ekmek ve kek iirtinlerinin kontrolleri ile fenolik
madde miktarlar1 Sekil 4.26’da verilmistir. SMP ilavesi ile atistirmalik bar, ekmek
ve kek iriinlerinin fenolik miktarlarmin belirgin oranda arttig: tespit edilmistir. En
yiiksek fenolik madde igerigi 85,46+2,28 mg GAE/100 g ile SMP igeren kek (SMP-
K) orneginde iken onu kontrol keki (KK) 77,60+0,79 mg GAE/100 g ile takip
etmektedir. Kontrol kekinin yiiksek fenolik iceriginin sebebi, fenolik bilesenlerce
zengin olan kakao icermesinden kaynaklanmaktadir (Oracz et al., 2015). SMP
iceren bar (SMP-B) 6rnegi 68,87+1,81 mg GAE/100 g ile kek orneklerini takip
etmektedir. SMP ilavesinin yan1 sira, hurma ve iizimden gelen fenolik bilesenler
ile fenolik bilesenlerce zengin saglikli bir atistirmalik iiriin elde edilmistir

(Abouzeed et al., 2018; Yaqub et al., 2016). SMP’nin fenolik madde miktarina



93

etkisine bakildiginda, atistirmalik barda yaklasik %54, ekmekte %84 ve kekte %10
oraninda artis belirlenmistir. Yesil yaprakli bitkiler fenolik bilesenlerce zengin ham
maddelerdir. Bu ham maddelerden protein izolasyonu sirasinda, polifenol oksidaz
enzimi ile parcalanan fenolik bilesenler proteinler ile bag yapmaktadir. Bu sebeple,
yapraklarda baskin protein olan RuBisCO, yiiksek oranda fenolik madde
icermektedir (Ducrocq et al., 2020; Gracio et al., 2023; Pearce and Brunke, 2023).

8546228
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Sekil 4.26. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin toplam fenolik madde miktarlar

4.4.5. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin antioksidan kapasiteleri

SMP iceren atistirmalik bar, ekmek ve kek {iriinlerinin kontrolleri ile DPPH
ve ABTS yontemleri ile belirlenen antioksidan Kkapasiteleri Sekil 4.27°de
verilmistir. ABTS yoOntemi ile belirlenen antioksidan kapasite degerlerinin DPPH
yontemine gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda, Amerika’da
popliler meyve, sebze ve igeceklerin antioksidan kapasite tayininde ABTS ve DPPH
yontemleri kiyaslanmis ve ABTS yoOnteminin daha yiliksek sonuclar verdigi
saptanmigstir. Yiiksek pigmentli ve hidrofilik antioksidanlarin saptanmasinda ABTS
yonteminin daha etkili oldugu bulgulanmistir (Floegel et al., 2011). Turp
yapragindan izole edilen protein konsantrelerinin DPPH ve ABTS antioksidan
kapasiteleri karsilastirildiginda, ABTS yo6nteminin (16,89+1,06 mg TE/g) DPPH
yontemine (11,8742,02 mg TE/g) gore daha yiiksek kapasite gosterdigi
bulgulanmistir (Kaur and Bhatia, 2022). En yiiksek antioksidan kapasite hem DPPH
hem de ABTS yontemi ile sirasiyla 27,25+0,05 ve 283,42+3,87 mg Troloks
esdegeri/100 g olmak iizere SMP iceren atigtirmalik barda (SMP-B) tespit
edilmistir. ABTS yontemine gore, SMP ilavesi ile antioksidan kapasitede sirasiyla
kontrol bari, kontrol ekmegi ve kontrol kekine gore yaklasik %5,5, %33,1 ve %25,9
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oraninda artis saglanmistir. DPPH yOntemine gore, SMP ilavesi ile antioksidan
kapasitede sirastyla kontrol bari, kontrol ekmegi ve kontrol kekine gore yaklagik
%1,4, %18,5 ve %41,0 oraninda artis saglanmistir. SMP ilavesi ile antioksidan
kapasitesindeki bu artis, SMP’nin yiiksek oranda icerdigi fenolik bilesenler ve
klorofil ile iligkilidir (Ducrocq et al., 2020; Gracio et al., 2023; Pearce and Brunke,
2023). KB’deki yiiksek antioksidan kapasite ise, kuru hurma (Yaqub et al., 2016)
ve kuru tiztime (Abouzeed et al., 2018) ek olarak tahin (Labban and Sumainah,

2021) ve pekmez (Helvacioglu et al., 2018) ilavesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.27. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iirlinlerinin DPPH ve ABTS yontemlerine gore

antioksidan kapasiteleri

4.4.6. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin flavonoid miktarlar:

SMP iceren atistirmalik bar, ekmek ve kek {iriinlerinin kontrol 6rnekleri ile
icerdikleri flavonoid miktarlar1 Sekil 4.28°de verilmistir. En yiiksek flavonoid
miktart 175,63+1,70 mg KE/100 g ile SMP iceren atistirmalik barda belirlenmistir.
SMP iceren 6rneklerin arasinda en diislik flavonoid miktar1 ise SMP igeren ekmekte
saptanmasina ragmen, en yiiksek artis oram1 %133 ile SMP iceren ekmekte
belirlenmistir. SMP ilavesi ile atistirmalik bar ve kekteki artig oranlari ise sirasiyla
%33 ve %15 olarak bulgulanmistir. Literatiirde su mercimeginden izole edilen
protein konsantrelerinin flavonoid igerigi ile bilgi olmamasina ragmen farkl
yapraklardan izole edilen protein konsantrelerinin flavonoid igerikleri ile ilgili
caligmalar mevcuttur. Yer elmas: yapragindan protein izolasyonu yapilan bir

caligmada, yer elmasi yapragi protein konsantresinin toplam fenolik maddelerin
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yarisin1 flavonoidlerin olusturdugu ve flavonoidlerin ¢ogunlugunun ise flavonlar
oldugu belirtilmistir (Kaszas et al., 2020). Turp yapragindan izole edilen protein
konsantresinin ise serbest flavonoid miktar1 4,05+0,31 mg/g olarak ifade edilmistir
(Kaur and Bhatia, 2022). SMP ilavesi ile protein takviyesinin yani1 sira antioksidan
ozellik gosteren bilesiklerin varligi saglikli formiilasyonlarin gelistirilmesinde

onemli rol oynamaktadir.

‘&
S 2000 175,631,702
"B s oAb
& 1500 1322243 54
E 87.781.772
= 1000 76,672,655 =
=1
a 41,9420,98*
g 500 17,99 £2 60
: )
& op
KB SMP-B KE SMP-E KK SMP-K

Sekil 4.28. Atistirmalik bar, ekmek ve kek tirtinlerinin flavonoid miktarlar

4.4.7. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin su aktiviteleri

SMP iceren atistirmalik bar, ekmek ve kek iirlinlerinin ve kontrol 6rneklerinin
su aktivite degerleri Cizelge 4.14’te verilmistir. SMP ilavesinin su aktivitesi
degerleri lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi tespit edilmemistir (P>0,05).
Bar ve kek iirlinlerinin su aktiviteleri 0,60’tan kii¢iik olmasi, mikrobiyal gelisimi
sinirlandirir ve {rlinlerin uzun siire depolanmasini saglamaktadir (Smith et al.,
2004). Ekmek, yiiksek nem igeren firmcilik tiriinleri arasinda siiflandirilmaktadir
ve kontrol ekmegi (aw=0,89) ve SMP iceren ekmek (aw=0,90), yiiksek su aktivitesi
sebebiyle mikrobiyal agidan bozulmaya aciktir (Smith et al., 2004).

Cizelge 4.14. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iirlinlerinin su aktivite degerleri

Uriin grubu Sicakhik (°C) Su Aktivitesi (aw)
KB 23.4+0,25 0,520,01°
SMP-B 24,0+0,08 0,53+0,002
KE 20,2022 0,89+0,01°
SMP-E 21,1£0,12 0,90::0,00?
KK 22,3+0,05 0,54+0,022
SMP-K 23,7+0,17 0,55+0,002

&b Ayni iriin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05)
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4.4.8. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin tekstiir ézellikleri

SMP igeren atistirmalik bar, ekmek ve keklerin kontrol 6rnekleri ile beraber
tekstiir 6zellikleri Cizelge 4.15’te gosterilmistir. SMP ilavesi atistirmalik bar,
ekmek ve keklerin sertliginin arttig1 belirlenmistir. Tim tiriin gruplarindaki sertlik,
sakizimsilik ve c¢ignenebilirlik degerlerindeki artis istatistiksel olarak anlamli
(P<0,05) iken esneklik ve yapiskanlik degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (P>0,05). SMP ilavesi atistirmalik bar Orneklerinin
clastikiyetini anlamli olarak azaltirken diger iriin gruplarinda 6nemli bir etki
gostermemistir. SMP ilavesi ile sertlik degerinin 1046 g’dan 1899 g’ye artmistir.
Atigtirmalik bar iiretiminde pigirme sirasinda denatiire olan proteinlerin reaktif
kisimlarinin agilmasi ve nisasta ile baglanarak daha sert bir yap1 olusturmasina
sebep olmaktadir (Sunyoto et al., 2019). Yapilan ¢alismalar, protein igeriginin
artmasi ile atistirmalik barlarin sertlik degerlerinin arttig1 belirtilmistir (Rawat and
Darappa, 2015). Ayni zamanda, barin artan protein igeriginin, depolama siiresi
boyunca sertligin giderek artmasina sebep oldugu bulgulanmistir (You et al., 2024).
SMP ilavesi ile ekmek ve kekin sertlik degerleri sirasiyla 2047 g’den 2429 g’ye ve
3018 g’den 4060 g’ye artmistir. Ekmek ve kek tirtinlerinde, un yerine ikame edilen
SMP ile gluten orani azalmis ve sertlik degerleri artmistir. Ayni zamanda, SMP’nin
icerdigi kompleks karbohidratl bilesikler, ekmek ve kekte siki bir yap1 olusturarak
gluten matrisini bozmaktadir (Pathak et al., 2016). SMP iceren bar, ekmek ve
keklerin kontrol 6rnekleri ile beraber zamana kars1 kuvvet grafikleri Sekil 4.29 (KB
ve SMP-B), Sekil 4.30 (KE ve SMP-E) ve Sekil 4.31’de (KK ve SMP-K)

gosterilmistir.

Cizelge 4.15. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin tekstiir 6zellikleri

Ozellik KB SMP-B KE SMP-E KK SMP-K
Sertlik (g) 1046+89° 1899+722 2047+77° 24294692 3018+56° 4060+692
Esneklik (mm) 0,09+0,02¢  0,11+0,02¢  0,51+0,02¢  0,52+0,05*  0,40+0,02*  0,34+0,03?
Yapiskanhk 0,75+0,05  0,80+0,06*  0,77+0,07*  0,82+0,07*°  0,65+0,03*  0,68+0,052
Sakizimsihik (g) 892+18,8"  1258+40,6%  1574+43,0° 1980+43,4°  1945+45,0° 2779+89,12

Cignenebilirlik (g/mm) 78+5,6° 156+16,92 801+17,9° 1034+39,6°  777+34,3° 935+37,52

Elastikiyet 0,47+0,038  0,30£0,02°  0,34+0,022  0,31£0,03%  0,25+0,028  0,22+0,02°

@b Ayn iiriin gruplarn arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P< 0,05)
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Sekil 4.29. Kontrol (KB) ve SMP igeren atigtirmalik barin (SMP-B) zaman-kuvvet grafigi
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Sekil 4.30. Kontrol (KE) ve SMP igeren ekmegin (SMP-E) zaman-kuvvet grafigi
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4.4.9. Atistirmalik bar, ekmek ve kek iiriinlerinin duyusal 6zellikleri

SMP igeren atistirmalik bar, ekmek ve keklerin kontrol 6rnekleri ile beraber
duyusal 6zellikleri 10 panelist tarafindan degerlendirilmistir. Duyusal test sonuglar1
Cizelge 4.16°da gosterilmistir. SMP igeren atistirmalik bar, ekmek ve kekin tekstiir
ozelliklerinin panelistler tarafindan kabul gordiigii belirlenmigtir. SMP ilavesinin
atisirmalik  barin  renk, simetri/biitiinliik, sertlik/yumusaklik ve yapigkanlik
ozelliklerine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (P>0,05). Atistirmalik
bara SMP ilavesi panelistlerin koku, yabanci koku, genel begeni ve satin alma istegi
acisindan tercihlerini etkilemistir (P<0,5). SMP ilavesinin ekmegin hacim,
simetri/biitiinliik, ekmek ici rengi, elastikiyet, genel begeni ve satin alma istegi
ozelliklerine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05). Ekmege
SMP ilavesi ekmegin kabuk rengi, gézenek yapisi, koku ve yabanci koku 6zellikleri
acisindan panelistlerin tercihlerini etkilemistir (P<0,5). Kek formiilasyonunun
duyusal degerlendirme skorlarina bakildiginda, atistirmalik bar ve ekmege gore
daha yiiksek puan aldig1 belirlenmistir. SMP ilave edilen kekin simetri/biitiinliik
ozelligi diginda diger tiim duyusal Ozelliklerinin panelistlerin tercihine etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05). Bunun sebebi, kek
formiilasyonunda kakao kullanimi ile kontrol ve SMP igeren kek orneklerinin
benzer goriiniimde olmas: ile iligkili oldugu diisliniilmektedir. Bunun yani sira,
SMP iceren atistirmalik bar ve ekmek iiriinlerinde en diisiikk puami alan koku
ozelliginin, kek iirlinlinde istenmeyen bir 6zellik olarak degerlendirilmemesinin
sebebi, formiilasyonda yer alan vanilya girdisinden kaynaklandig
diistinilmektedir. Kek formiilasyonunda kakao ve vanilya girdilerinin, SMP’nin
olumsuz 6zelliklerini (renk ve koku) kamufle etmesi, duyusal 6zellikler agisindan

SMP oraninin arttirabilmesine imkan vermektedir.

Cizelge 4.16. SMP iceren atistirmalik bar, ekmek ve keklerin kontrol 6rnekleri ile beraber duyusal
test skorlar1

OZELLIiK KB SMP-B

Renk 4,57+0,532 3,571,272
Simetri/Biitiinliik 4,29+0,76% 4,00+0,822
Sertlik/Yumusaklik 4,29+0,762 3,86+0,90?2
Yapiskanlk 4,43+0,792 4,14+0,382
Koku 4,43+0,542 3,43+0,98°
Yabanci koku 4,43+0,542 3,29+0,95°
Genel begeni 4,710,492 3,71+0,76°

Satin alma istegi 4,71+0,492 3,57+0,54°
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OZELLIK KE SMP-E

Kabuk rengi 4,57+0,542 3,43+0,98°
Hacim 4,57+0,792 3,57+0,982
Simetri/Biittinlik 4,29+0,762 3,86+0,902
Ekmek igi rengi 4,43+0,542 3,71+1,11#8
Gozenek yapisi 4,71+0,492 3,57+0,98°
Elastikiyet 4,57+0,542 4,00+1,002
Koku 4,71+0,49? 3,14+1,07°
Yabanci koku 4,57+0,54 3,00+1,16°
Genel begeni 4,71+0,49? 4,00+1,002
Satin alma istegi 4,71+0,492 4,00+1,002
OZELLIK KK SMP-K

Kabuk rengi 4,860,382 4,57+0,542
Hacim 4,860,382 4,71+0,492
Simetri/Biittinlik 4,71+0,492 4,14+0,38P
Kek i¢i rengi 4,86+0,382 4,43+0,542
Gozenek yapist 4,57+0,542 3,86+0,69?2
Elastikiyet 4,71+0,492 4,29+0,49?
Koku 4,71+0,492 4,14+0,69?
Yabanci koku 4,71+0,492 3,86+1,072
Genel begeni 4,86+0,382 4,43+0,542
Satin alma istegi 4,86+0,382 4,57+0,542

&b Ayn1 iriin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05)

Genel begeni skorlarina bakildiginda, SMP igeren atistirmalik bar, ekmek ve
kek tirtinlerinin puanlarinin sirasiyla 3,71, 4,00 ve 4,43 olarak saptanmistir. Satin
alma istegi skorlarinin ise sirasiyla 3,57, 4,00 ve 4,57°tir. Genel begeni ve satin
alma istegi skorlarinin kritik seviyenin (>3 puan) iistiinde puan almasi genel olarak
SMP igeren atistirmalik barin, ekmegin ve kekin tiiketici tarafindan tercih
edilebilecegini gostermektedir. SMP igeren atistirmalik barin, ekmegin ve kekin
kontrol 6rnekleri ile beraber 6riimcek ag1 (A) ve genel begeni/satin alma istegini

(B) belirten grafigi sirastyla Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve Sekil 4.34°te verilmistir.
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A) BAR
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Yabanci koku Yapiskanhk
Koku
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~ Satin alma istegi ™ Genel begeni

Sekil 4.32. Kontrol ve SMP igeren atigtirmalik barm ériimeek ag1 (A) ve genel begeni/satin alma
istegi (B) grafikleri
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Sekil 4.33. Kontrol ve SMP igeren ekmegin driimcek ag1 (A) ve genel begeni/satin alma istegi (B)
grafikleri
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A) KEK
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Sekil 4.34. Kontrol ve SMP igeren kekin oriimcek ag1 (A) ve genel begeni/satin alma istegi (B)
grafikleri
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5. SONUC VE ONERILER

Bitkisel proteinler, dogal yapilar1 ve fonksiyonel 6zellikleri sayesinde tiiketici
taleplerini karsilayan stirdiriilebilir ve ¢evre dostu alternatifler olarak One
¢ikmaktadir. Su mercimegi (Lemna minor) gibi yenilik¢i protein kaynaklarinin
gidalarda kullanim potansiyelini ve fonksiyonel gidalardaki roliinii degerlendirmek
bu acidan 6nem arz etmektedir. Su mercimegi 6zellikle hizli biyokiitle artist, zengin
amino asit profili ve cevresel siirdiirlilebilirlik avantajlariyla fonksiyonel gida
formiilasyonlar1 i¢in umut verici bir ham madde olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bununla birlikte, su mercimeginin fonksiyonel gidalara entegrasyonunun artmast,
sadece yenilik¢i triinlerin gelistirilmesine katki saglamakla kalmayip, aym
zamanda protein kaynagindaki ¢esitliligin artirllmasi1 ve g¢evresel etkilerin

azaltilmasimi da desteklemektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, Hoagland soliisyonunun makro-bilesenlerinin
optimizasyonu, su mercimeginin protein icerigindeki degisime gore
gerceklestirilmistir. Elde edilen analiz sonuglari, su mercimegi protein igeriginin
KH2PO4, Ca(NO3)2.4H20 ve pH degeri faktorlerine duyarli oldugunu gostermistir.
Su mercimeginin en yiiksek protein igerigi, 3,92 mM KH2PO4, 7,95 mM
Ca(NO3)2.4H20 ve 7,22 pH degeri optimum kosullarinda elde edilmistir. Ticari
Hoagland soliisyonuna gore modifiye edilmis Hoagland soliisyonunda protein
icerigi yaklagik %27 oraninda arttirilmistir. Bu bulgular, su mercimeginin verimli
bir sekilde protein kaynagi olarak kullanilabilmesi i¢in uygun yetistirilme

kosullarinin 6nemini vurgulamaktadir.

Protein verimini arttirabilmek i¢in ilk adim olarak protein ekstraksiyonu
parametrelerinin optimize edilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullar1 pH 9 degeri,
55 °C ekstraksiyon sicakligi, 30 dk ekstraksiyon siiresi ve 5 mL/g ¢6zgen/kat1 orani
olarak belirlenmistir. Ikinci adim olarak ise ultrases ve enzim destekli ekstraksiyon
yontemleri uygulanmistir. Optimum ekstraksiyon kosullarindaki protein verimi

%?5,04 iken, ultrases destekli ekstraksiyon ile verim %28,24’e artmistir.

Su mercimegi protein konsantrelerinin %60 oraninda protein igermesi ve
esansiyel amino asitlerin varligi beslenme degerini arttirmaktadir. Bunun yani sira,

su mercimegi protein konsantrelerinin pH 9 degerinde yiiksek ¢oziiniirliik, ytliksek
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koplirme kapasitesi ve emiilsiyon aktivitesi goOstermesi fonksiyonel gida

urinlerinde kullanimint miimkiin kilmaktadir.

Su mercimegi protein konsantresi, atistirmalik bar, ekmek ve kek gibi
fonksiyonel gida iiriinlerinde basarili bir sekilde ikame edilmistir. Elde edilen
iiriinlerde, su mercimegi proteinlerinin dokusal Ozellikleri ve besin degeri
saptanmistir. Ozellikle atistirmalik barlarda, protein igerigi artarken, iiriiniin
duyusal oOzellikleri panelistler tarafindan kabul gormistir. Ekmek ve kek
iiretiminde ise, su mercimegi protein konsantresinin iiriiniin besleyici degerini
arttirdigir  belirlenmistir. Sonu¢ olarak, su mercimegi protein konsantresinin
fonksiyonel gidalarda daha genis bir kullanim alani bulmasi i¢in kapsamli
aragtirmalara ihtiya¢ vardir. Bu calismadan hareketle, asagidaki oOnerilerin

arastirilmasi bu gelismeleri destekleyecegi diistiniilmektedir.

v" Su mercimegi yetistirilmesinde, ¢evresel diger faktorlerin (sicaklik, nem,
151k siddeti, vb.) optimize edilmesiyle ideal yetistirme kosullarinin daha
ayrintili bir sekilde belirlenmesinin su mercimeginin protein igerigini

arttiracag diisliniilmektedir.

v Su mercimegi protein konsantresinin protein sindirilebilirliginin in vitro ve
in vivo calismalar1 ile belirlenmesi elde edilen protein konsantrelerinin
besleyiciligi agisindan 6nemli olacaktir. Bu sekilde, diger bitkisel protein
kaynaklar1 ile karsilagtirllmasi, alternatif protein  kaynaklarinin

potansiyelini daha iyi anlagilmasina olanak taniyacaktir.

v' Atistirmalik bar, ekmek ve kek Urlinlerinde kullanilan ikame oraninin
arttirtlmas1 ve duyusal acidan kabul edilebilirliinin arttirilmasi amaciyla
formiilasyonlarin gelistirilebilecegi caligmalar yapilabilecegi
diigiiniilmektedir. Su mercimegi protein konsantresinin farkli gida
formiilasyonlarinda da denenmesi, genis kullanim potansiyelini belirlemek

icin acisindan 6nem arz edecegi diisliniilmektedir.

Bu calisma, su mercimegi protein konsantrelerinin potansiyelini, gida
iriinlerinde kullanimlarini ve {iretim tekniklerini daha verimli hale getirmek i¢in

yapilacak daha ileri diizey arastirmalara katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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Ek 1. Bovine Gama Globulin kalibrasyon egrisi

Ek 2. Toplam fenolik madde miktar1 Gallik asit esdeger kalibrasyon egrisi

Ek 3. DPPH yontemi Troloks esdeger kalibrasyon grafigi

Ek 4. ABTS yontemi Troloks esdeger kalibrasyon grafigi

Ek 5. Toplam flavonoid miktar1 katesin kalibrasyon grafigi
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Ek 1. Bovine Gama Globulin kalibrasyon egrisi

Bovine Gama Globulin Standart Egrisi
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Ek 2. Toplam fenolik madde miktar1 Gallik asit esdeger kalibrasyon egrisi

Gallik asit standart grafigi
0,6
y=0,0105x +0,0288
05 R? = 0,9949
04

0,3

Absorbans

0,2
01
0,0

0 10 20 30 40 50 60
Gallik asit konsantrasyonu, ppm



151

Ek 3. DPPH yontemi Troloks esdeger kalibrasyon grafigi
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Ek 4. ABTS yontemi Troloks esdeger kalibrasyon grafigi
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Ek 5. Toplam flavonoid miktar1 katesin kalibrasyon grafigi

KATESIN STANDART EGRIiSI
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