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OZET

GIDA ENDUSTRISI ICIN ALTERNATIF BiTKISEL PROTEIN
TOZU URETIMI

AKYUZ, Ayca

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Seda ERSUS BiLEK
Aralik 2018, 77 sayfa

Bu tez calismasinda, seker pancari yapraklarindan maksimum verimde
alternatif bitkisel protein tozu iiretimi amaglanmistir. Maksimum verimde protein
eldesi amaciyla, izoelektrik, amonyum siilfat ve bu iki yontemin kombinasyonu
olan izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirme yontemleri uygulanmistir. Bunun yani
sira, protein verimini arttirmak amaciyla oziitleme islemindeki etken parametreler
optimize edilmis ve enzimatik 6n iglem uygulanmistir. Bu kapsamda, seker pancari
yapraginin kuru madde bazinda %24,02+0,18 protein icerdigi belirlenmistir.
Protein tozu eldesinde en yiiksek verimin izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulanarak elde edildigi tespit edilmistir. Ekstraksiyon isleminde etken
parametreler olan ekstraksiyon sicakligi (25-75 °C), ekstraksiyon siiresi (40-120
dk.) ve ¢ozelti:kat1 orani (15-45 mL/g) yanit ylizey yontemi ile optimize edilmis ve
optimizasyon islemi sonuglarina gore 54,25 °C sicaklik, 81,35 dakika ekstraksiyon
stiresi ve 27,65 mL/g ¢ozelti:kat1 oran1 ekstraksiyon kosullarinda protein verimi
%55,1542,82 olarak bulunmustur. Enzim destekli ekstraksiyon ile ise protein

verimi %43,27 oraninda arttirilarak %79,01+0,27 olarak saptanmustir.

Elde edilen protein tozlarimin kuru madde bazinda protein igerigi %69,08
(ag/ag) olarak saptanmistir. Protein tozlarmin amino asit kompozisyonuna
bakildiginda, esansiyel amino asitlerden treonin (%4,20), valin (%3,99) ve
fenilalaninin (%3,62) ve esansiyel olmayan amino asitlerden ise serin (%55,22) ve
aspartik asidin (%7,41) yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir. Protein tozlarinin
protein ¢oziiniirliigli pH 7,5 degerinde %98,71 olarak saptanmistir. Bunun yani sira,

protein tozlarinin kalite 6zelliklerini belirlemek amaciyla, renk, y1gin yogunlugu,



viii

sikistiritlmis yigin yogunlugu, Carr endeksi, partikiil yogunlugu, islanabilirlik,

dagilabilirlik ve su aktivitesi tayinleri yapilmistir.

Anahtar sozciikler: Protein, bitkisel protein, protein ¢oktiirme yontemleri,

optimizasyon



ABSTRACT

ALTERNATIVE PLANT PROTEIN POWDER PRODUCTION FOR
FOOD INDUSTRY

AKYUZ, Ayga

MSc in Food Eng.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Seda ERSUS BILEK
December 2018, 77 pages

In this thesis, it is aimed to produce plant based protein powder in maximum
yield from sugar beet leaves. In order to obtain maximum protein yield, isoelectric
precipitation, ammonium sulphate precipitation and isoelectric-ammonium sulfate
precipitation methods have been applied. In addition, in order to increase protein
yield, the effective parameters in the extraction process were optimized and
enzymatic pretreatment was applied. In this context, it was determined that sugar
beet leaves contained 24,02+0,18% protein on dry matter basis. It was determined
that the highest yield of protein powder was obtained by applying isoelectric-
ammonium sulfate precipitation. The extraction temperature (25-75 °C), the
extraction time (40-120 min) and the solvent:solid ratio (15-45 mL/g), which are
the effective parameters in the extraction process, were optimized by the response
surface methodology and according to the results of the optimization, protein yield
was found 55,15+2,82% at the extraction conditions of 54,25 °C temperature, 81,35
minutes extraction time and 27,65 mL/g solvent:solid ratio. Alsothe optimization
process results were 54,25 °C temperature, 81,35 minutes extraction time and 27,65
mL/g solvent:solid ratio. Also, with enzyme-assisted extraction protein yield
increased by 43,27% was determined as 79,01%0,27%.

The protein content of the protein powders was 69,08+0,59% (w/w) on a dry
matter basis. When the amino acid composition of protein powders is examined, it
was detected that the essential amino acids of threonine (4,20%), valine (3,99%)
and phenylalanine (3,62%) and non-essential amino acids of serine (55,22%) and
aspartic acid (7,41%) were found to have a significant amount. The protein
solubility of the protein powders was found to be 98.71% at pH 7.5. In addition,



color, bulk density, tapped bulk density, Carr Index, particle density, wettability,
dispersibility and water activity were determined to determine the quality

characteristics of protein powders.

Key words: Protein, plant protein, protein precipitation methods, optimization



Xi

TESEKKUR

Tez ¢aligmam siiresince bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen ve vermis
oldugu manevi desteklerden dolay1 degerli tez danigmanim saym Dog. Dr. Seda
ERSUS BILEK’e

Laboratuar ¢alismalarim siiresinde yardimlarini esirgemeyen Gizem
OZBEK’e, Miray CETINER’e, Pinar MANARGA BIRLIK’e ve Mustafa
CEYHAN’a

Son olarak hayatim boyunca verdigim her kararda beni destekleyen babam
Atila AKYUZ’e, annem Unzile AKYUZ’e ve kardesim Arda AKYUZ’e cok

tesekkiir ederim.






Xiii

ICINDEKILER
Sa
OZET ottt vii
ABSTRACT e iX
TESEKKUR ...oooviiieesseeeseses s s s s s eses s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s esesesnnesssssenans Xi
SEKILLER DIZINT ...ttt XVii
(@) V22 5(€) 2352523 5) 14111 SO Xviii
Lo GIRIS oottt 1
2. ONCEKI CALISMALAR ...ocooviuiiiiciiceeececeeeeeeeese e en s 4
2L PIOTEINIEE ... 4
2.2 BitKisel Proteinler ..o 7
2.3 Seker Pancar1 Yapraginin Genel OzelliKIeri ........cocooevevieiriereicesieeesenans 9
2.4 Tiirkiye’de ve Diinyada Seker Pancart Uretimi ............coocevvvreverirensnenennnn, 11
2.5 Protein Eldesinde Kullanilan Yontemler ..........ccccocvviiiiiiinniiesiie e 13
2.5.1 Alkali Ekstraksiyon/izoelektrik Coktiirme YOntemi ..........cccceeevrvcvernnen, 13
2.5.2 Tuz Destekli Ekstraksiyon/Amonyum Siilfat Coktiirme Yontemi ............. 15
2.6 Ekstraksiyon Kosullarinin Belirlenmesi ...........ccooevieiiiiiiiininiisiciecicen 16
2.7 Yanit Yiizey YoOntemi ile Ekstraksiyon Parametrelerinin Optimizasyonu.....17

2.8 Enzimatik On Islemlerin Ekstraksiyon Verimine EtKisi .......ccccccevevvvrvrvcnnen. 19



Xiv

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3. MATERYAL VE YONTEM .....ccocouiiiiiniiniiniiniiesiesissiesissississssisssessines 22
B LIMALEIYAl ... 22
A o115 s o RSO PP TP 22
3.2.1 Protein Eldesinde Kullanilan Yontemler ..........cccooeiviiiiniiiiiiiiienienie 22
3.2.1.1 izoelektrik COKHHIME YONEMI .....c.vevvieieeeieeeeie et 22
3.2.1.2 Amonyum Siilfat COKtUIMEST ...cvveverieiiieiiiiieieci e 23
3.2.1.3 Izoelektrik-Amonyum Siilfat COKtHIMESI .....cvcvvvcvevicrerieciercreeieeeenene, 25
3.2.2 Ekstraksiyon Parametrelerinin Optimizasyonu.............ccccevveveieevieereeennnn 25
3.2.3 Enzim Destekli EKSErakSIYONn ..........cccccooeiiiiiiiiiiniseeeeee s 25
3.2.4 ANAliZ YONIEMICTT.....veeiiiiiieiiieiiie ettt 27
3.2.4.1 Hammaddeye Yapilan AnalizIer..........cccvvvieniiiiiniiiiieiec e 27
3.2.4.1.1 Toplam Kuru Madde Tayini ......ccccerererenenenisesieeeeeese s 27
3.2.4.1.2 Toplam Killl Tayini........cceceieeiieiiiieiieiesiesee e 27
3.2.4.1.3 Toplam Protein Miktart Tayini .......cccceviiiviiieniiiiiiesesee e 28
3.2.4.1.4 Amino Asit KompoziSyonu TayiNi.......cccceeerineninenienene e 28
3.2.4.2 Protein Veriminin Belirlenmesi .........ccocooviiiiiiinccccece 28
3.2.4.3 Protein Tozlarina Yapilan Analizler ..........ccccoooiiiiiiiiiiiic 28

3.2.4.3.1 Protein COzUNUrTIZU Tayind......ccovvveeiieeniiieiiie e 29



XV

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3.2.4.3.2 RENK TAYINT 1vviiiiiiiieieeiie ettt sttt st nre e enes 29
3.2.4.3.3 Y18In YoZunlugu ANAlIZI ...cccouvviiiiieiiiiiiiie e 29
3.2.4.3.4 Sikistirilmis Y1gin Yogunlugu Analizi ........ccoeveviiiiiieiiiiiiic e 29
3.2.4.3.5 Carr Endeks Degerinin Belirlenmesi.........ccocooviiiiiiniiineeee, 30
3.2.4.3.6 Partikiil Yogunlugu ANalizi ........cccoeieiiiiiiiiiiiieeec e 30
3.2.4.3.7 1S1anabilirliK TAYINT ..cooviiiiiieie s 31
3.2.4.3.8 Dag1labilirlik TaYINi .....c.ccoveiriieiiieiiiiieiieie e 31
3.2.4.3.9 SU AKEIVITEST TAYINI..c.viiviiitieiiiiecie et 31
4. BULGULAR VE TARTISMA ... .oooiiiiiieiieeee s 32
4.1 Seker Pancar1 Yapragina Ait Analiz Sonuglart ........c.ccoovvviiieiiiiciiciicen, 32
4.2 Protein TOZU EIUESI......c.ocviviiiiiiiiciicee e 35
4.2.1 Protein Eldesi Yonteminin Belirlenmesi ..........ccoccovvviiiiiiieniiiciicicen 35

4.2.2 Ekstraksiyon Parametrelerinin Yanit Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu...36

4.2.2.1 Ekstraksiyon Sicakligil, Ekstraksiyon Siiresi ve Cozelti:Kati1 Oraninin

Protein Veriming ELKISI ........cocviviieiiie e 36
4.2.2.2 OPIMIZASYON ...ttt bbbt 41
4.2.3. Enzim Destekli Ekstraksiyonun Protein Verimine EtKiSi.............cccccvennne. 41

4.3 Protein Tozlarma Yapilan Analizler.........ccccovvviiiiiiiiiiiiniiie e 42



XVi

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
4.3.1 Toplam Kuru Madde, Protein, Toplam Kiil ve Su Aktivitesi Tayini.......... 42
4.3.2 Protein Tozlarinin Amino Asit KOMPOZISYONU ......ccovvvveiiieeniieeniieesinennnen 43
4.3.3 Protein COZUNUITHZI .......eevvveeiieiiieie e 45
4.3.4 RENK TAYINI...vviiviiieciecie ettt ettt ste e sraenre s 45
4.3.5 Y1gin Yogunlugu, Sikistirilmis Y1gin Yogunlugu ve Carr Endeksinin
BElIFENMEST ...t 46
4.3.6 Partikiil Yogunlugu, Islanabilirlik ve Dagilabilirlik Ozelliklerinin
BEIIFENMEST ... e 48
5. SONUC VE ONERILER .....cociuitiuiiiiitiicececcececesesee et ses s 50
KAYNAKLAR DIZINT ..ot 53
(0 Z€] 21011, 1 13O 77



XVii

SEKILLER DiZINI
Sekil Sayfa
2.1 Amino asitlerin enel YapIST ...c.ecivvvveiiiiiiiiiieiiiee e 4
2.2 Polipeptitlerin ve peptit baginin olusumu..........cccvevvereereiieiee e, 5
2.3 Proteinlerin ti¢ boyutlu yapilart .........ccocveiiiiiiiniiiiceeeee e 5
2.4 SCKET PANCAIT 1..vvveeiiieiiiiieesiiee sttt e e et e et e b e e nsb e s nbb e e e beeesnses 9
2.5 Seker pancari tireticisi UIKeIer .......cccovviviiiiii i 11
3.1 Calismada kullanilan seker pancar1 yapraklari............c.ccoooveiiiiicninene, 22
3.2 Izoelektrik ¢OKtHrme akim SEMAST .......cvveveeerrrireerreeesesesenenesenesenenenenenes 23
3.3 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi akim $emast........ccccceevivieriiiriieiiiiiiesieee 24
3.4 Izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi akim SEmast ..........c.cccooevreruenenne. 26
4.1 Sicaklik, siire ve ¢ozelti:kat1 oraninin protein verimine etkisi ................... 40

4.2 pH degerinin protein konsantresinin ¢6ziiniirliigii iizerine etkisi ............... 45



xviii

CIZELGELER DiZINi
Cizelge Sayfa
2.1 Soya fasulyesi, kinoa, bugday ve pirincin amino asit kompozisyonu ............. 8

2.2 Seker pancarinin yapraginda bulunan amino asitlerin toplam amino asit

TICRTIZINE OTANI 1.vveieivieeitieeesiteeesite e e st e e e sib e e e sbb e e e sbb e e e sbb e e s bb e e e bb e e e bb e e esbe e e s nbseennneeeanes 10
2.3 11 bazinda seker pancart Gretimi........oveeeeereeeeeseeeceeeeeeeeseeseeee s 12
2.4 Enzim destekli protein ekstraksiyonunda kullanilan ticari enzimler ............. 21

3.1 Carr Endeks degerine gore protein tozlarinin akabilirliklerinin

VA VU b2 0 e 10 00 1) TR 30

4.1 Seker pancar1 yapraginin toplam kuru madde, toplam kiil ve protein oranlari

.............................................................................................................................. 32
4.2 Seker pancari yapraginin amino asit KOmpOozZiSYONnU............ccceeeevrerervenne,s 34
4.3 Farkli protein eldesi yontemleri ile bulunan protein verimleri..................... 35
4.4 Optimize edilen ekstraksiyon parametreleri ve seviyeleri ..........ccccceevenen. 37
4.5 Yanit yilizey yontemi ile olugturulan deney tasarimi...........ccccceveveniniiiinnnnns 37
4.6 Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu icin ANOVA tablosu........... 38

4.7 Protein tozlarina ait kuru madde, protein, kiil ve su aktivitesi analiz

102810 1e] P 1 o PRSPPI 42

4.8 Protein tozlarinin amino asit KOMPOZISYONU..........cceevveriirviiieiiiiciieice 43

4.9 Seker pancar1 yapragi ve soya protein konsantrelerinin renk degerleri........ 46



Xix

CIZELGELER DiZINi (devam)

Cizelge Sayfa

4.10 Seker pancari yapragi protein konsantresinin y1gin yogunlugu, sikistirilmis
yigin yogunlugu ve Carr Endeksi sonuglari........cccoccveiiiieiiiieiiien e 47

4.11 Protein tozlarmin partikiil yogunlugu, 1slanabilirlik ve dagilabilirlik analiz

103 01011 F: ) 5 B SR P 48






1.GIRIS

Proteinler, 20 ¢esit amino asidin peptit baglar1 ile birlesmesinden olusan,
kiiciik peptitlerden biiyiik polimerlere kadar degisen binlerce farkli boyutta olabilen
hiicrelerin her boliimiinde bulunan biyolojik makromolekiillerdir (Nelson and Cox,
2005). Insan viicudu, 20 ¢esit amino asidin 12 ¢esidini sentezlerken, 8 amino asit
cesidini sentezleyemez ve bu amino asitlerin besin yoluyla viicuda alinmasi
gerekmektedir. Besin yoluyla alinmasi gereken esansiyel (zorunlu) amino asitlerin
varhigr gidanin besleyici kalitesini belirlemektedir (Saldamli ve Temiz, 2017).
Yeterli miktarda esansiyel amino asit alim miktar1 yas ve cinsiyet gibi faktorlere
bagli olmakla birlikte, erigskin kisilerde giinliik 0,75 g/kg viicut agirhigi olarak
belirlenmigstir (WHO, 1985).

Genellikle, protein ihtiyaci et, siit ve balik gibi proteince zengin hayvansal
kaynakli gidalardan saglanmaktadir. Ancak, giinlimiizde artan niifus ile beraber
protein ihtiyacinin hayvansal kaynaklardan saglanmasi giiclesmektedir. Ayrica,
bireylerin, vegan ve vejetaryen beslenme sekline yonelmesi bitkisel kaynakli

proteinlerin dnemini arttirmaktadir.

Yiiksek oranda protein igeren baklagiller, en onemli bitkisel protein
kaynaklar1 arasinda sayilmaktadir. Soya fasulyesi, bitkisel protein kaynaklar
arasinda en fazla tiretim ve tiiketime sahip olmakla beraber bitkisel protein tozu
tiretiminde de kullanilmaktadir. Ayrica, soyaya alternatif olarak bezelye (Johnson
and Brekke, 1983), nohut (Paredes-Lopez et al., 1991), ac1 bakla (Berghout et al.,
2014), kolza (Chabanon et al., 2007), piring (Shih and Daigle, 2000), mercimek
(Boye et al., 2010) ve kenevir (Tang et al., 2006) bitkisel protein kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Ancak, bitkisel protein eldesinde en 6nemli dezavantajlardan
birisi hammadde kaynakli istenmeyen alerjen 6zellikte maddelerin de ekstrakta
gecebilmesidir. Yapilan ¢alismalarda, soyada en az 16 adet alerjen protein
bulundugu tespit edilmistir (L'Hocine and Boye, 2007). Soya proteinin bir diger
istenmeyen Ozelligi ise yapisinda bulunan fitatin demir ile birleserek suda
¢Oziinmeyen birlesikler olusturarak viicuttaki demir emilimini engelleyici etki
gostermesidir (Cook et al., 1981). Bu gibi nedenler, soyaya alternatif yeni bitkisel
protein kaynaklarinin arayisina neden olmaktadir. Dolayisiyla, son yillarda alerjen

etkisi olmayan vyaprak proteinlerinin eldesi ve elde edilen bu proteinlerin



fonksiyonel ozellikleri ile ilgili ¢esitli aragtirmalar yapilmaktadir (Fasuyi and

Aletor, 2005; Lamsal et al., 2007; Agbede et al., 2012; Sun et al., 2017).

Amaranthaceae (1spanakgiller) familyasina ait bir bitki olan seker pancari
(Beta wvulgaris L.), kok ve yaprak olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir
(Lukaszewska and Sliwinska, 2007). Seker pancari, Konya, Eskisehir, Yozgat ve
Ankara gibi I¢ Anadolu illerinde ciftciler tarafindan gelir getirici tarimsal faaliyet
olarak tercih edilmektedir. Bunun sebebi, Tiirkiye’nin iklim ve toprak 6zelliklerinin
seker pancari iiretimine uygun olmasi ve yumru seklindeki kok kisminin seker
iiretiminde kullanilmasidir. Seker pancari yapragi ise, seker pancarinin bir yan
tiriini olup smirli olarak hayvan besiciliginde kullanilmaktadir (Ak ve Uzatic,
2001). Ancak, yapilan c¢alismalar, seker pancar1 yapraginin kuru madde bazinda
%22,8 ile yiiksek oranda protein igerdigini gostermektedir (Lammens et al., 2012;
Merodio and Sabater, 1988). Bunun yani sira, protein kalitesini belirleyen esansiyel
amino asitlerin (metiyonin, lizin, fenilalanin, treonin, valin, 16sin ve izoldsin)
varlig1 ve baklagil proteinlerinin aksine gluten gibi alerjen proteinleri igermemesi,
seker pancar1 yapraginin bitkisel protein iretiminde kaynak olabilecek bir

hammadde olarak karsimiza ¢ikmasini saglamaktadir (Kiskini et al., 2016).

Bitkisel proteinlerin eldesinde izoelektrik ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Burgess, 2009). Her iki yontemin temeli
de ¢oziiniirliik esasina dayanmakla birlikte izoelektrik ¢oktiirme yonteminde pH
degisimi, amonyum siilfat c¢oktiirmesinde ise iyonik kuvvet degisimi esastir.
Izoelektrik ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ydntemlerinin her ikisinde de
hammaddeden proteinin 6ziitlenmesi 6nemli bir asamadir (Novak and Havlicek,
2016). Bu nedenle, ¢0ziiniirliigii etkileyen ekstraksiyon parametrelerinin
optimizasyonu, yiiksek verimde protein eldesi i¢in olduk¢a onemlidir. Literatiir
incelendiginde, cozelti:katt orani, pH degeri, sicaklik ve siirenin protein
ekstraksiyonunda optimize edilen parametreler oldugu goriilmektedir (Lv et al.,

2011; Meshkani et al., 2016; Mechmeche et al., 2017).

Yaprak proteinlerinin ekstraksiyonundaki zorluklardan biri kloroplastin
icinde yer alan ve klorofil ile kompleks olusturan membran (tilakoid) proteinlerini

elde etmektir (Fiorentini and Galoppini, 1983). Bu proteinlerin eldesi i¢in enzim



destekli ekstraksiyon yontemi uygulanmaktadir. Enzim destekli ekstraksiyon
yontemi, geleneksel yontemlerde uygulanan sert kimyasallarin kullanimini
simirlandirmaktadir (Puri et al., 2012). Ayn1 zamanda, bu yontemin en 6nemli
avantaji ise hiicre ¢eperlerinin ve hiicre zarmin pargalanmasini saglayarak
ekstraksiyon verimini arttirmasidir (De Almeida et al., 2014; Sari et al., 2013; Jiang
etal., 2010). Literatiirde kullanilmas1 6nerilen enzimler sayesinde klorofile bagli bu

proteinler, 6nemli 6l¢iide ekstrakte edilebilmektedir (Cheng et al., 2015).

Bu tez calismasi kapsaminda, seker pancar1 yapraklarindan uygun
yontemlerle maksimum verimde protein 6ziitii eldesi i¢in 6ziitleme isleminde etken
parametrelerin optimizasyonu ve optimum kosullarda elde edilen G&ziitten,
dondurarak kurutma islemi ile gida endiistrisi igin alternatif bir bitkisel protein tozu

liretimi amaclanmastir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu bdliimde, proteinlerin yapisi ve bitkisel proteinlerin genel 6zellikleri ile
protein kaynagi olarak kullanilan seker pancari yapragiin ozellikleri ve seker
pancarinin Tiirkiye’deki iiretimi, protein eldesi yontemleri, ekstraksiyon islem
kosullarinin  belirlenmesi, Yanit Yiizey Yontemi (RSM) ile ekstraksiyon
parametrelerinin optimizasyonu ve enzimatik 6n islemlerin ekstraksiyon verimine

etkisi ile ilgili galismalara yer verilmistir.

2.1. Proteinler

Proteinler, canliligin temel yapitasi olan hiicrelerin tim yasamsal
faaliyetlerinde yer alan karmasik yapili molekiillerdir. Biiyiime ve gelisme, enzim,
hormon ve antikor iiretimi, tasima mekanizmasi, depolama ve mekanik destek gibi
onemli hiicresel faaliyetleri yonetmektedirler (Berg et al., 2015). Proteinler, amino
asitlerin peptit baglar ile bir araya gelmesiyle meydana gelmekte ve a-karbon
atomuna bagli karboksil grubu (COOH), amino grubu (NH3), hidrojen atomu (H)
ve radikal gruptan (R) olusmaktadir (Fujii et al., 2018). Radikal grup degisken grup
olarak da adlandirilir ve 20 ¢esit amino asit, farkli radikal/degisken gruplarin a-
karbon atomuna baglanmasi ile meydana gelmektedir. Amino asitlerin, farkli dizilis
ve kombinasyonlarda siralanmasi ile ¢esitli gorevde ve islevde sayisiz protein ¢esidi
ortaya ¢ikmaktadir (Nelson and Cox, 2005). Amino asitlerin genel yapist Sekil

2.1’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Amino asitlerin genel yapis1 (Berg et al., 2015).

Amino asitlerin a-karboksil grubu ile diger aminoasidin a-amino grubunun

peptit bagi ile baglanmasi ile peptitler ve bu sekilde bir¢ok amino asidin birlesmesi



ile ise polipeptitler olusmaktadir. 10.000 daltonun (Da) iistiinde molekiiler agirliga
sahip polipeptitler ise protein olarak adlandirilmaktadir (Llano and Sanchez, 2003).
Polipeptitlerin ve peptit baginin olusumu Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

Sekil 2.2 Polipeptitlerin ve peptit baginin olusumu (Campbell and Farrell, 2009).

Proteinlerin birincil (primer), ikincil (sekonder), liglinciil (tersiyer) ve
dordiinciil (kuarter) olmak {izere 4 ¢esit yapist vardir. Amino asitlerin peptit baglari
ile zincir halindeki diiz dizilimi birincil, R-gruplar1 dikkate alinmaksizin zincirin
uzaydaki yonelimi ikincil, R-gruplar1 da dikkate alinarak zincirin uzaydaki yapisi
tiglinciil ve birden ¢ok polipeptit zincirinin bir arada bulunmasiyla olusan yap1 ise
dordiinctil yapiyr ifade etmektedir (Tellingen, 2001). Proteinlerin ii¢ boyutlu
yapilar1 Sekil 2.3°te gosterilmistir.

Birincil vapt Ikincil yap1 Ugitinciil yapt Dérdiinciil vap

Sekil 2.3 Proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 (Berg et al., 2015)



Proteinlerin ikincil yapisi sarmal (a-sarmal) ve diizlemsel tabaka (jB-
diizlemsel tabaka) seklinde olmaktadir. Sekil 2.3’te verilen ikincil yap1 sarmal
seklinde olup molekiil i¢i hidrojen baglarinin etkilesimi sonucu diiz zincirin
kivrilmast ile olugmaktadir. Diizlemsel tabaka konfiglirasyonunda ise hidrojen
baglar1 polipeptit zincirinin farkli bolgeleri arasinda ya da iki ayr1 polipeptit zinciri
arasinda kurulmaktadir (Nelson and Cox, 2005). Ugiinciil yapiyi, hidrojen
baglarinin yani sira van der waals, iyonik ve disiilfit baglart meydana getirmektedir.
Dordiinciil yap1 ise birden fazla polipeptit zincirinin alt birimlerinin bir araya
gelmesiyle olugsmaktadir (Hames and Hooper, 2005). Proteinlerin birincil, ikincil,
ticiinciil ve dordiinciil yapist o proteinin ii¢ boyutlu yapisini dolayisiyla seklini
belirlemektedir. Sekline gore proteinler ise lifsi (fibroz) ve kiiresel (globular)
proteinler olarak siniflandirilmaktadir (Nadathur et al., 2016). Lifsi proteinler,
hayvan hiicrelerinde mekanik destek gibi yapisal bir 6neme sahiptir. Kemik
yapisinda yer alan kolajenler, sa¢ ve tirnak yapisinda yer alan keratinler, bag doku
ve eklemlerin yapisinda bulunan elastinler lifsi proteinlerdir (Wang et al., 2006).
Kiiresel proteinler ise hiicrelerdeki sentez ve tasima gibi hayati metabolik
faaliyetleri gerceklestirmektedir. Kas hiicrelerinin yapisindaki miyoglobin,
oksijenin taginmasmni saglayan hemoglobin, enzimler ve hormonlar kiiresel

proteinlere 6rnektir (Puri, 2018).

Proteinler, hiicrelerdeki mekanik destek, tasima, sentez, hormon iiretimi gibi
cesitli onemli metabolik faaliyetleri yonetmektedir. Dolayisiyla, protein eksikligi
durumunda bu metabolik faaliyetlerin gerceklestirilememesi hiicre iginde gesitli
sorunlara yol agabilmektedir. Bu nedenle, yeterli miktardaki protein alimi, hiicresel
faaliyetlerin diizglin gerceklesmesi bakimindan 6nem tasimaktadir (McGuire and

Beerman, 2012).

Dogada 20 ¢esit amino asit bulunmakta ve insan viicudunun
sentezleyemedigi 8 c¢esidi, esansiyel amino asitler olarak adlandirilmaktadir
(Maloy, 2013). Esansiyel amino asitler; metiyonin, triptofan, lizin, fenilalanin,
treonin, valin, 10sin ve izolosindir. Ayrica, histidin ve arginin amino asitlerinin ise
cocuklar i¢in esansiyel amino asit sinifinda oldugu bilinmektedir (Litwack, 2018).
Protein sentezi, beslenme ile alinan amino asitlerden ve viicut icinde metabolizma

ile doniisime ugrayan diger amino asitlerden yapabilmektedir. Bu sebeple,



proteinlerin sentezlenebilmesi i¢in bu amino asitlerin disaridan besin yolu ile

viicuda alinmasi gerekmektedir (Nelson and Cox, 2005; Asif et al., 2011).

2.2. Bitkisel Proteinler

Gida proteinleri, hayvansal ve bitkisel kaynakli proteinler olarak
smiflandirilmaktadir. Hayvansal ve bitkisel proteinlerin amino asit profilleri
farklilik gostermektedir ve her ikisinin de kendine gore avantajlari bulunmaktadir.
Hayvansal kaynakli proteinlerde, protein igeriginin yiiksek olmasi ve esansiyel
amino asitlere sahip olmasi bir avantaj iken bitkisel proteinlerin ise antioksidan
madde ve lif igeriginin yapiy1 olusturan maddelerle beraber bulunmasi bir avantaj
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Millward, 1999). Bu sebeple, hayvansal ve bitkisel
proteinlerin dengeli tliketilmesi saglik acisindan 6nem arz etmektedir. Ancak, artan
Vejetaryen ve vegan niifusu ile hayvanlari1 ve hayvansal kaynaklari tiiketmeyen ve
bitkisel kaynakli protein kaynaklarina ihtiya¢ duyan bireylerin sayis1 gittikce
artmaktadir. Vejetaryenlik tanim olarak et, balik ve kiimes hayvanlarinin
tilketilmedigi, siit {irlinleri ve yumurtanin ise tercihe bagli olarak tiiketildigi,
veganlik ise herhangi bir hayvansal kaynagin higbir sekilde tiiketilmedigi beslenme
tarzlaridir (Tuncay, 2016). Artan vejetaryen ve vegan gibi 6zel tiiketici gruplarinin
ithtiya¢ duydugu protein tirlinlerini karsilamak amaciyla soya basta olmak iizere
cesitli bitkisel kaynakli proteinler ticari olarak satilmaktadir. Soya fasulyesine
alternatif bitkisel protein kaynaklari arasinda patates, piring, misir, nohut,
mercimek, fasulye, susam, yerfistigi, ceviz, findik ve bugday {riinleri

bulunmaktadir (Ozdemir vd., 2013).

Soya fasulyesi Dogu Asya’ya 6zgli, kuru madde bazinda yaklasik %40
oraninda protein igeren protein izolati liretimi i¢in uygun bir baklagil tiirtidiir.
Dengeli amino asit kompozisyonu, saglik agisindan antioksidan ve lif gibi faydali
bilesenleri ve lstlin fonksiyonel 6zellikleri soya proteinlerinin tercih edilmesini
saglamaktadir (Nishinari et al.,, 2014). Cizelge 2.1’de gorildiigli iizere, soya
fasulyesi, protein sentezi icin gerekli ve beslenme ile alinmasi gereken tiim
esansiyel amino asitleri icermektedir. Ancak, soya proteinlerinin kullanimini
sinirlayan olumsuz dzellikleri de vardir. Gida ve ilag Idaresi (FDA, 2004) verilerine
gore, soya fasulyesinin gida alerjenlerini iceren 8 besin sinifindan biri oldugu

diistiniilmektedir. Bunun yani sira, soya tretiminde transgenik genlerin



kullanildigimin bilinmesi ve insanlarin genetigi degistirilmis (GDO) {iriinlere
kuskuyla yaklagmasi alternatif bitkisel protein kaynaklarinin arayigina neden
olmustur. Alternatif bitkisel protein kaynaklar1 protein iceriklerinin yiiksek olmasi
sebebiyle genellikle kinoa (Vega-Galvez et al., 2010), bugday (Ahmedna et al.,
1999) ve piring (Kalman, 2014) gibi baklagillerden saglanmaktadir. Bu bitkisel
proteinler, protein icerigi, amino asit kompozisyonu ve fonksiyonel 6zellikleri
bakimindan soya proteinleri ile kiyaslanmaktadir. Soya fasulyesinin, kinoa, bugday

ve pirincin amino asit kompozisyonlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Soya fasulyesi, kinoa, bugday ve pirincin amino asit kompozisyonu
(Kumar et al., 2002; Repo-Carrasco, 1992).

Esansiyel Amino Soya Kinoa Bugday Piring
Asitler Fasulyesi (0/16 g N) (9/16 g N) (0/16 g N)
(9/16 g N)
Metiyonin 1,3 3,1 1,3 3,6
Triptofan 1,3 1,1 1,2 1,1
Lizin 6,4 5,6 2,8 3,2
Fenilalanin 45 3,7 49 4.8
Treonin 3,9 3,4 2,9 3,2
Valin 4,8 4,2 4,6 51
Losin 7,8 6,1 6,7 7,5
zolosin 45 34 4,3 3,5

Esansiyel Olmayan
Amino Asitler

Arginin 7,2 8,1 4,8 6,3
Histidin 2,5 2,7 2,0 2,2
Sistein 1,3 1,7 2,2 2,5
Tirozin 3,1 2,5 3,7 2,6
Alanin 4.3 4,1 3,5 52
Aspartik asit 11,7 7,8 4,7 8,0
Glutamik asit 18,7 13,2 31,3 16,9
Glisin 4,1 5,0 6,1 4,1
Prolin 55 3,4 10,4 4,0

Serin 51 3,9 4,6 45




Soyaya alternatif kinoa, bugday ve piring proteinlerinin tiim esansiyel amino
asitleri (6zellikle yiiksek oranda 16sin) ve bunun yani sira yiiksek oranda esansiyel
olmayan amino asitleri de igerdigi goriilmektedir (Cizelge 2.1). Vegan ve
vejetaryenlere 6zgii iiretilen protein takviyelerinin iiretiminde soya, kinoa, bugday
ve pirincin yan1 sira bezelye (Shand et al., 2007), nohut (Sanchez-Vioque et al.,
1999), mercimek (Boye et al., 2010) ve kenevir (Tang et al., 2006) gibi bitkisel
kaynaklarin kullanimi da arastirilmaktadir.

Proteinlerin kalitesi esansiyel amino asitlerin varligi ile belirlense de
esansiyel olmayan amino asitler biiyiime, gelisme ve tiremeye katkida bulunmakta
ve bu nedenle, besin yoluyla viicuda alinmasi gerekmektedir (Hou et al., 2015).
Baklagil proteinleri, bu agidan avantaj sahibi olsa da igerisinde alerjenik etki
gosteren gluten gibi proteinler de bulundurmasi kullanimlarini sinirlandirmaktadir
(Pietzak, 2012). Bu nedenle, alerjik etki gostermeyen alternatif protein tozlarinin

eldesine ihtiyag bulunmaktadir.

2.3. Seker Pancar1 Yapraginin Genel Ozellikleri

Seker pancari (Beta vulgaris L.), Amaranthaceae (1spanakgiller) familyasina
ait bir bitkidir. 2 yillik olan bu bitki ilk yilinda vejetatif organlarmi ikinci yil
generatif kismini gelistirir. Seker pancarmin etli kokii islenerek seker tiretiminde
kullanilmaktadir (Biancardi et al, 2010). Seker pancarlarmin ekimi I¢ Anadolu ve
gecit bolgelerde Mart sonu ile Nisan ortas1 arasinda yapilmaktadir. 180-185 giinde
hasat edilecek olgunluga gelen seker pancarlari Ekim ayinda hasat edilmektedir

(Tugrul ve ark., 2010). Seker pancari bitkisi Sekil 2.4’te goriilmektedir.

Sekil 2.4 Seker pancar1 (FAO, 2009).
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Beyaz seker (¢cay sekeri), seker pancarinin ana iirlinii olup, yan iirlinler ve bu
yan Uriinlerin degerlendirilmesiyle de melas, sulu kiispe, melasl kuru kiispe ve etil
alkol ortaya ¢ikmaktadir (Yiicer ve ark., 2006). Bu iiriinler seker pancar bitkisinin
kokiinden elde edilmektedir. Yapraklarin ise smirli olarak hayvan besiciliginde
kullanildigr  goriilmektedir.  Yapraklarin  kuru  maddesinin ~ %75-80'ni
polisakkaritlerden olugsmaktadir. Geriye kalan kismi ise hemiseliiloz ve seliiloz
birlesimi olan lignoseliillozlardir ve viicut tarafindan sindirilemedigi i¢in insan
beslenmesinde enerji verici olarak rol almamakla birlikte beslenme agisindan farkli
faydalar saglamaktadir (Patelski et al., 2015). Seker pancari yapraginin kuru madde
iceriginin ikinci ana kiitlesi olan protein ise, insan sagligi ve beslenme agisindan
olduk¢a 6nemli bir bilesendir. Yas halde bulunan seker pancari yapraklarinin kuru
madde igeriginin %13 ile 17 arasinda oldugu bilinmektedir (Ak ve Uzatici, 2001).
Kuru madde esasina gore hesaplanan protein igerikleri ise %22,8 (Lammens et al.,
2012; Merodio and Sabater, 1988), %19,4 (Tenorio et al., 2017), %17,7 (Vargas et

al., 1965) ve %12-15 (Mack et al., 2007) olarak bildirilmistir.

Seker pancar1 yapraklari, metiyonin, lizin, fenilalanin, treonin, valin, 16sin ve
1zol0sin esansiyel amino asitlerini ve esansiyel olmayan arginin, histidin, sistein,
tirozin, alanin, aspartik asit, glutamik asit, glisin, prolin ve serin amino asitlerini
icermektedir (Kiskini et al., 2016). Cizelge 2.2’de seker pancari yapragimin amino

asit kompozisyonu verilmistir.

Cizelge 2.2 Seker pancari yapraginin amino asit dagilimi (Kiskini et al., 2016)

Esansiyel g/16 g Azot Esansiyel Olmayan g/16 g Azot
Amino Asitler Amino Asitler

Metiyonin 2,21 Arginin 5,44
Lizin 5,65 Histidin 3,10
Fenilalanin 6,02 Sistein 1,74
Treonin 5,20 Tirozin 4,52
Valin 6,24 Alanin 6,30
L&sin 9,39 Aspartik asit 10,74
Izolosin 4,85 Glutamik asit 12,03
Glisin 6,43
Prolin 5,24
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Seker pancari yapraginda yiiksek oranda bulunan esansiyel amino asitler
sirastyla 1osin (%9,39), valin (%6,24) ve fenilalanin (%6,02) iken esansiyel
olmayan amino asitler ise glutamik asit (%12,03), aspartik asit (%10,74) ve glisin
(%6,43)’dir (Cizelge 2.2). Seker pancari yapragmm esansiyel amino asitleri
iceriyor olmasi, seker pancart yapragindan elde edilen protein izolatlarmin tek
basina direkt protein kaynagi olarak degerlendirilebilmesini saglamaktadir. Ayrica,
bu proteinler, soya fasulyesi ya da bugday izolatlarinin yer aldigi liriinlerin yapisina
katilarak, besleyici Ozelligin arttirilmasinda da kullanilabilme potansiyeline

sahiptir.

Seker pancar1 yapraginin soya fasulyesine alternatif olacak yiiksek protein
icerigine sahip olmasi, lilkemizde seker pancarinin bolca yetistirilmesi ve yapragin
gluten ve kazein gibi alerjenik proteinleri igermemesi, seker pancari yapraginin

Oonemli bir protein izolat kaynagi olarak goriilmesini saglamaktadir.

2.4. Tiirkiye’de ve Diinyada Seker Pancar1 Uretimi

Seker pancari, FAOSTAT (2016) verilerine gore gore yaklasik 277 milyon
ton ile en fazla tarim1 yapilan iirlinler arasinda yer almaktadir. 2016 yilinda seker
pancari liretiminin en ¢ok yapildig: ilk 5 iilke Rusya, Fransa, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD), Almanya ve Tiirkiye’dir. Sekil 2.5’te diinyada ilk 10 seker

pancart {ireticisi lilkeler ve tiretilen miktarlar gosterilmistir.

Diinyada Seker Pancari Uretimi: Ilk 10 iiretici

ingiltere 5,69
Cin 8,10
Misir 13,32
Polonya 13,52
Ukrayna 14,01
Tiirkiye 19,47
Almanya 25,50
ABD 33,46
Fransa 33,79
Rusya 51,34

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
milyon ton

Sekil 2.5 Seker pancart iireticisi iilkeler (FAOSTAT, 2016).
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Seker pancari, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitiine (FAO) gore
2016 yilinda yaklasik 277 milyon ton {iretimi yapilan ve bu iiretimin %66,81 ile en
bliyiik pay1 Avrupa kitasina ait 6nemli bir tarim tirtiniidiir. Sekil 2.5’te de goriilecegi
iizere Rusya, Fransa ve ABD seker pancari iiretiminde bas1 ¢ekmektedir. Tiirkiye
ise yaklasik 19 milyon ton ile seker pancari liretiminde diinya genelinde besinci

sirada yer almaktadir (FAOSTAT, 2016).

Tiirkiye’nin iklim ve toprak ozelliklerinin seker pancari iiretimine uygun
olmasi sebebiyle, Tiirkiye genelinde 2017 yili itibariyle 3.392.742 dekar alanda
21.149.020 ton seker pancari yetistirilmistir (TUIK, 2017). Ulkemizde, Konya'nin
basi ¢ektigi seker pancart iiretimi, Eskisehir, Afyonkarahisar ve Yozgat gibi Orta
Anadolu sehirlerinde giftciler tarafindan gelir getirici tarimsal faaliyet olarak tercih

edilmektedir (Cizelge 2.3)

Cizelge 2.3 il bazinda seker pancar iiretimi (Tiirkseker, 2017).

il Ekilen Alan Uretim Verim
(Dekar) (Ton) (Ton/Dekar)
Konya 300.533 2.097.152 6,98
Eskisehir 164.751 1.072.589 6,51
Afyonkarahisar 143.196 942.103 6,58
Yozgat 122.956 722.349 5,87
Ankara 101.052 637.179 6,31
Karaman 91.109 634.096 6,96
Tokat 105.205 591.468 5,62
Aksaray 59.160 456.709 7,72
Kahramanmaras 65.679 431.448 6,57
Erzincan 87.958 424.682 4,83
Mus 90.094 410.632 4,56

Seker pancar iiretiminde ekilen alan ve iiretim miktar1 bakimindan Konya,
Eskisehir, Afyonkarahisar, Yozgat ve Ankara basi ¢eken illerdir. Ancak, Aksaray,
birim dekar alanda 7,72 ton ile diger illere gore daha yiiksek verimde iiretimin
yapildigr ildir. Yiiksek verimde {iretimin yapildig1 diger iller ise sirasiyla Konya,

Karaman, Afyonkarahisar ve Kahramanmaras’tir (Tiirkseker, 2017).
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2.5. Protein Eldesinde Kullanilan Yontemler

Proteinlerin eldesinde, ¢oktiirme, kromatografi, elektroforez, santrifiij ve
ultrafiltrasyon gibi gesitli yontemler kullanilmaktadir. Proteinlerin kromatografik
(iyon degisimi ve jel filtrasyonu kromatografisi) ve elektroforez yontemleri ile
ayrilmasinda, proteinlerin yiik, boyut ve sekil ozelliklerinden yararlanilirken
coktiirme yontemlerinde ise ¢Oziiniirliik 6zelligi kullanilmaktadir. (Kumar and

Sharma, 2015).

Proteinlerin ¢oktiirlilerek eldesi yontemi, temel olarak ekstraksiyon
(6zlitleme) ve ¢oktiirme olmak tizere iki asamadan olugsmaktadir. Proteinlerin
ekstraksiyonu, ¢ozgen yardimi ile proteinlerin hammaddeden ayrilmasi islemidir.
Ekstraksiyon asamasinda, proteinlerin ¢oziiniirliiglinlin - maksimum oldugu
kosullarda proteinlerin ¢dzgene gegmesi saglanmaktadir. Coktiirme asamasinda ise,
¢oziinlirliiglin minimum oldugu kosulda protein izolatlarinin sivi fazdan ayrilmasi
ile proteinler elde edilmis olur (Novak and Havlicek, 2016). Bu iiriinler, kuru
maddede icerdikleri protein miktarina gore konsantre veya izolat olarak
siiflandirilmaktadir. Minimum %65 ve iizerindeyse protein konsantresi; %90 ve

tizerinde ise protein izolati olarak adlandirilmaktadir (Uzzan, 1988).

Protein ekstraksiyonu ve ¢oktlirmesi birbirini izleyen ve ¢oziiniirliik esasina
dayali iglemlerdir. Proteinlerin ¢oziiniirliigli pH degeri, iyonik kuvvet ve sicaklik
gibi etmenlere baghdir (Kramer et al., 2012). Gida formiilasyonlarinda yaygin
olarak kullanilan ekstraksiyon/¢coktiirme yontemleri alkali ekstraksiyon/izoelektrik
¢coktiirme ve tuz destekli ekstraksiyon/amonyum siilfat ¢oktiirmesidir (Mane et al.,

2018).

2.5.1. Alkali Ekstraksiyon/izoelektrik Céktiirme Yéntemi

Proteinler, yapisinda hem karboksil (COOH) hem de amino grubunu (NH?>)
bulundurmaktadir. Bu da proteinin ortam asidik oldugunda baz gibi, ortam bazik
oldugunda ise asit gibi davranmasina neden olmaktadir (Harvey and Ferrier, 2010).
Ancak, her proteinin ne asit ne de baz ile tepkime vermedigi, net yiikiiniin sifir
oldugu kendine 6zgii bir pH degeri vardir ve bu pH degeri izoelektrik nokta olarak

adlandirilmaktadir.  Proteinler, izoelektrik noktada diisik  ¢oziiniirliik
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gostermektedir (Moldoveanu and David, 2013). Bu bilgiden hareketle, pH
degerinin  degisiminin  ¢Ozlinlirlik  lizerine etkisi  kullanilarak  alkali

ekstraksiyon/izoelektrik ¢oktiirme yontemi gelistirilmistir.

Bitkisel proteinlerin eldesinde, alkali ekstraksiyon/izoelektrik ¢oktiirme
geleneksel yontem olarak tanimlanmakta ve siklikla kullanilmaktadir (Kiosseoglou
etal., 1999; Chove etal., 2001; Makri et al., 2005; Wu et al., 2009; Malik and Saini,
2017). El-Adawy ve arkadaslarinin (2001) ac1 bakla ile yaptig1 ¢alismada, 1:10
kati:sivi oraninda, oda sicakliginda ve pH 9 degerinde 1 saat ekstraksiyona tabi
tutulmus ve pH 4,5 degerinde ¢oktiirme islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen aci
bakla protein izolatinin, protein icerigi %91,25 olarak bulunmustur. Ulloa ve
arkadaslarinin (2017) tropik bir meyvenin (jackfruit) c¢ekirdeklerinden protein
eldesi tizerine yapilan c¢alismada, alkali ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme
yontemi kullanilmistir. pH 2-12 degerleri arasinda 25 °C’de 30 dakika ve 1:20 kat1
stvi  oraninda ekstraksiyon yapilarak jackfruit c¢ekirdegi proteinlerinin
¢Oziiniirliiglinlin maksimum ve minimum oldugu nokta belirlenmistir. pH 12
degerinde proteinlerin ¢oziiniirliigiiniin %80 ile en yiliksek oldugu, pH 4 degerinde
ise %19.,4 ile ise en diisiik oldugu ve dolayisiyla ekstraksiyonun pH 12 degerinde,
coktiirmenin ise pH 4 degerinde yapilmasina karar verilmistir. Ayrica, elde edilen
protein izolatlarinin protein igerigi ise 844,3 g/kg olarak bulunmustur. Son olarak,
bir diger ¢alismada ise wonderful cola (Buchholzia coriacea) ¢ekirdeklerinden
protein konsantreleri iiretilmesi amaglanmistir. pH 8 degerinde ve 1:20 kati:sivi
oraninda, 37 °C’de 2 saat boyunca ekstraksiyon islemi uygulanmis ve daha sonra
pH 5 degerinde ise coktiirme islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen protein

konsantrelerinin protein igerigi %56,45 olarak bulunmustur (Ijarotimi et al., 2018).

Alkali ekstraksiyon/izoelektrik ¢oktiirme yonteminde, pH degeri degisimi
ile proteinlerin eldesi saglanmaktadir. Ozetle, uygun sicaklik, siire, kati:sivi orani
ve bazik ortamda protein ekstraksiyonu gerceklestirilmekte ve bunu takiben,
cozeltinin pH degerinin, proteinlerin ¢oziiniirliigiiniin en diisiik oldugu degere
(izoelektrik noktada) ayarlanmasi ile ise proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglanmaktadir
(Matak et al., 2015).
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2.5.2. Tuz Destekli Ekstraksiyon/Amonyum Siilfat Coktiirme Y ontemi

Tuz destekli ekstraksiyon/amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminde, iyonik
siddeti degistirerek proteinlerin 6nce ¢oziinlirligl arttirilip sonrasinda azaltilmasi
ile proteinlerin eldesi saglanmaktadir. Diisiik tuz konsantrasyonunda, tuz iyonlari
ve proteinler arasinda elektrostatik etkilesim meydana gelir ve dolayisiyla
proteinlerin ¢oziiniirliikkleri artar ve buna ‘tuz ile ¢oziindiirme (salting in)’ denir.
Ancak, tuz konsantrasyonun artmaya devam etmesi ile proteinlerin ¢oziinlrligi
azalmaya baslar ve ¢cokme gergeklesir, bu olaya ise ‘tuz ile ¢oktiirme (salting out)’
denir (Curtis et al., 1998). Tuz ¢6ktiirmesi yonteminde sodyum kloriir ve potasyum
klorlir gibi diger tuzlar kullanilabilse de amonyum siilfat tuzu sudaki yiiksek
¢Oziiniirliigli ve ekonomik olmasi sebebiyle yaygin olarak tercih edilmektedir

(Nelson and Cox, 2005).

Tuz ile ¢oktiirme yonteminde 6nemli asamalardan biri de diyaliz islemi ile
fazla tuzun uzaklastirilmasidir. Diyaliz islemi, yar1 gecirgen bir zar yardimi ile pasif
diflizyon prensibine gore gerceklesmektedir. Diyaliz torbasindaki yiiksek
konsantrasyondaki tuz, tampon ¢ozeltisine difiizyon yolu ile geger ve bu sekilde

protein ¢ozeltisi saflagtirilmis olur (Harcum, 2008).

Tuz ¢oktiirmesi yontemi, genellikle protein ve enzimlerin saflagtirilmasinda
kromatografik yontemlerin 6n basamagi olarak kullanilmaktadir (Bano and
Sivaramakrishnan, 1980; Solanki et al., 2018; Negi et al., 2018; Omeje and Eze,
2018; Sharma and Vaidya, 2018). Ornegin; Vishwasrao ve arkadaslar1 (2017)
tropikal bir meyveden (Kalipatti sapota) peroksidaz ve polifenoloksidaz
enzimlerinin eldesi iizerine yaptiklar ¢alismada amonyum siilfat ¢oktiirmesi boyut
dislama ve anyon degisim kromatografisi yontemlerini birlikte kullanilarak,
saflagtirma islemi gerceklestirilmistir. Meyve pulpu, 1:2 kati:sivi oraninda, pH 7
fosfat tamponunda 4°C’de 180 dakika boyunca ekstrakte edilmis ve %80’lik
amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmistir. Bir diger ¢alismada, su kestanesinden
kalkon izomeraz enzimi elde edilmek istenmistir. Fosfat tamponu (pH=7) ile
ekstraksiyona tabi tutulan su kestaneleri, asamali olarak %35 ve %80°lik amonyum
siilfat ile ¢Oktiiriilmiis, 1 gece diyalize birakilmis ve kromatografik yontem ile
saflagtirma iglemi tamamlanmistir (He and Pan, 2017). Son olarak, Yamazaki ve

arkadaglarinin (2016) yaptig1 ¢alismada mukus proteinlerinin taze sogandan elde
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edilmesinde sirasiyla %80°lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve hidrofobik

etkilesim kromatografisi islemleri uygulanmistir.

Literatiir incelendiginde, izoelektrik ve tuz c¢Oktiirmesinin farkl
hammaddelerde farkli verimlere sebep oldugu goériilmektedir. Dolayisiyla, protein
verimi agisindan hammaddeye uygun yontemin bulunmasi amaciyla izoelektrik ve
amonyum siilfat ¢oktlirmesi yontemleri ¢esitli ¢alismalara konu olmustur (Karaca
et al., 2011; Muranyi et al., 2013; Stone et al., 2015; Muranyi et al., 2016). Cay
yapraklar ile yapilan calismada, izoelektrik, amonyum siilfat ve izoelektrik-
amonyum stilfat ¢oktiirme yontemleri protein icerigi bakimindan karsilastirilmis ve
izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen izolatlarin %89,70 ile en
yiiksek protein igerigine sahip oldugu bulunmustur (Cui et al., 2017). Kirmiz1
(Porphyra umbilicalis), yesil (Ulva lactuca) ve kahverengi (Saccharina latissima)
deniz yosunlari ile yapilan ¢alismada ise izoelektrik ¢oktiirme ve amonyum siilfat
coktliirmesi yoOntemleri protein verimi agisindan karsilastirilmistir. Kirmizi ve
kahverengi deniz yosunlar1 i¢in izoelektrik ¢oktiirmesi, yesil deniz yosunu igin ise
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ile elde edilen izolatlarin protein verimi
yiiksek bulunmustur (Harrysson et al., 2018). Waglay ve arkadaslarinin (2014)
yaptig1 ¢alismada, patatesten gesitli ¢oktiirme yontemleri (1s1/asit kombinasyonu,
asit, demir kloriir ve mangan kloriir, etanol ve amonyum siilfat ¢oktiirmeleri) ile
protein konsantresi tiretilmis ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ile tiretilen
protein konsantrelerinin %98,60 ile en yiiksek protein verimine sahip oldugu

belirtilmistir.

Alkali  ekstraksiyon/izoelektrik ~ ¢oktirme  ve  tuz  destekli
ekstraksiyon/amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemlerinin protein eldesinde ¢esitli
avantajlart vardir. Coktiirme ydntemlerinin uygulamaya aktarilabilecek ticari
potansiyelinin olmasi1 ve iretim maliyetlerinin ucuz olmasi, protein eldesinde

yaygin olarak kullanilmasini saglamaktadir (Burgess, 2009).

2.6. Ekstraksiyon Kosullarinin Belirlenmesi

Ekstraksiyon iglemi, proteinlerin eldesinde 6n énemli agsamalardan biridir.
Ekstraksiyon veya Oziitleme, proteinlerin ¢Ozlniirliigiiniin arttirilmasi ile

proteinlerin hammaddeden ¢6zgene gegmesi islemidir. Dolayisiyla, proteinlerin
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¢cOzlinirligiini etkileyen faktorler ayni zamanda ekstraksiyonun verimini de

etkilemektedir (Preece et al., 2017).

Proteinlerin ekstraksiyonunda, sicaklik, ortamin pH degeri, iyonik kuvvet,
¢Ozgen tiirli, ¢ozeltizkat1 oran1 ve ekstraksiyon siiresi gibi ¢esitli faktorler etkilidir
(Liu, 1997). Sicakligin artmasi oligomerik proteinlerin ¢ézlinmesini saglayarak
protein ekstraksiyonuna yardimci olmaktadir (Shen, 1976; Ly et al., 1998).
Proteinlerin ekstraksiyonunu etkileyen parametrelerden biri de ortamin pH
degeridir. izoelektrik noktaya bagli olmakla birlikte ortamin pH degerine gore
proteinler art1 veya eksi yiiklenirler. Proteinlerin net yilikiiniin sifir oldugu pH
degerinde yani izoelektrik noktada (pl) ise ¢6ziiniirliikkleri en diisiiktiir ve ¢okelirler
(Ly et al., 1998). Bir diger faktor iyonik kuvvet veya tuz konsantrasyonudur ve
proteinlerin ¢oziinlirligiinii hem arttirict (salting in) hem de azaltici (salting out)
etki gostermektedir. Diisiik konsantrasyonda tuz ilavesi ile proteinlerin ekstrakte
edilebilirligi arttirlmaktadir (Arakawa and Timasheff, 1984). Cozgen tiiriiniin de
(aseton, alkol, tampon) protein ekstraksiyonunu etkileyen parametrelerden biri
oldugu yapilan c¢aligmalarda bulunmustur (Nahar et al., 2013). Ayrica, ¢ézgenin
tiri kadar hammaddeye hangi oranda eklenece§i (cozelti:kati orani1) ve
ekstraksiyon siiresi protein ekstraksiyonu etkileyen diger parametrelerdir

(Quanhong and Caili, 2005).

Son {irlin olarak elde edilen protein konsantresi veya izolatinin protein
icerigi, ekstraksiyon isleminin verimliligi ile dogrudan ilgilidir. Dolayistyla, protein
ekstraksiyonunu etkileyen parametrelerin optimizasyonu, yiiksek verimde protein

izolati Uiretimi i¢in dnemli bir rol oynamaktadir.

2.7. Yanmit Yiizey Yontemi (RSM) ile Ekstraksiyon Parametrelerinin

Optimizasyonu

Protein ekstraksiyonunu etkileyen sicaklik, ortam pH degeri, ekstraksiyon
stiresi, ¢Ozgen tiri, ¢ozelti:kati oran1 gibi birgok faktor bulunmakta ve bu
faktorlerin birbirleri ile etkilesimi de protein ekstraksiyonunu etkilemektedir. Bu
durumda, yanit vyiizey yontemi (RSM), ekstraksiyon parametrelerinin

optimizasyonu i¢in kullanilabilmektedir.
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Literatiir incelendiginde, protein ekstraksiyonunu etkileyen parametrelerin
yanit yiizey yontemi ile optimize edildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Vaidya et al.,
2017; Dong et al., 2012; Quanhong and Caili, 2005; Ma et al., 2010). Uziim
¢ekirdeklerinden protein ekstraksiyonu igin ¢dzgen/kati orami (17,5-22,5),
ekstraksiyon sicakligi (35-45 °C), pH (9-10) ve ekstraksiyon siiresi (20-60 dk.)
faktorleri Yanit Yiizey Metodu (RSM) ile optimize edilmis ve RSM sonuglarina
gore 22,5 ¢ozelti/kati orani, 35 °C ekstraksiyon sicakligi, pH 9,8 degeri ve 29 dakika
ekstraksiyon stiresi ekstraksiyon verimi agisindan optimum nokta olarak
bildirilmistir (Lv et al., 2011). Mechmeche ve arkadaslari (2017) tarafindan yapilan
calismada, domates ¢ekirdeklerinden protein izolatt iretimi yapilmistir. Bu
caligmada, sw/hammadde orani (20/1-100/1), ekstraksiyon siiresi (0-72 saat) ve
karistirma siiresi (10-30 dakika) ekstraksiyonu etkileyen parametreler olarak
belirlenmistir. Ekstraksiyon islemi pH 7,5 degerinde 30 °C’de su banyosunda
gergeklestirilmis ve daha sonra karistirma isleminin ardindan santrifiijlenmistir.
RSM sonuglarina gore, 82.81/1 su/hammadde orani, 49,76 saat ekstraksiyon siiresi
ve 24,56 dakika karistirma siiresi optimum kosullar olarak bulunmus ve bu
kosullarda protein veriminin %80,37 oldugu bildirilmistir. Domates atiklari ve
cekirdekleri ile yapilan bagka bir ¢alismada ise optimize edilen ekstraksiyon
parametreleri; alkali pH degeri (10-12), asidik pH degeri (3,1-4,3), sicaklik (10-50
°C), ekstraksiyon siiresi (30-70 dakika) ve kati:¢ozgen orani (1:10-1:50) olarak
belirlenmistir. RSM sonuglarima goére, optimum noktanin, ekstraksiyon pH
degerinin 12, coktirme pH degerinin 3,73, sicakligin 37,73 °C, 60 dakika
ekstraksiyon siiresi ve kati:¢6zgen oraninin 1:40 oldugu goézlenmistir. Bu noktadaki
domates atik ve cekirdeklerinin ekstraksiyon verimlerinin sirasiyla %86,84 ve
%64,15 oldugu bildirilmistir (Meshkani et al., 2016). Firathigil-Durmus ve Evranuz
(2010) tarafindan yapilan ¢alismada, kirmiz1 biber ¢ekirdeklerinde etkin bir protein
ekstraksiyonu gergeklestirmek amaciyla ekstraksiyonu etkileyen parametreler;
sicaklik (30, 35, 40, 45 ve 50 °C), pH degeri (7,0, 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0), ekstraksiyon
stiresi (20, 30, 40, 50 ve 60 dk.) ve ¢ozelti:kat1 oran1 (10:1, 15:1, 20:1, 25:1 ve 30:1
v/w), yanit yiizey yontemi ile protein verimi (%) yanitina gére optimize edilmistir.
RSM sonuglarina gore, 31 °C, pH 8,8 degeri, 20 dakika ekstraksiyon siiresi ve 21:1
cozelti:kat1 oran1 optimum ekstraksiyon kosulu olarak bulunmus ve bu kosuldaki
protein veriminin %12,24 oldugu bildirilmistir. Bir diger ¢aligmada, mercimek

unundan yiiksek verimde ve protein igeriginde protein konsantreleri ekstrakte
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edilmek istenmis ve bu amagla pH degeri ve kati:¢cdzelti oran1 yanit yiizey yontemi
ile optimize edilmistir. RSM sonuglarina gére pH 9 degeri ve 1:10 kati:¢dzelti orani
optimum nokta olarak bulunmus ve bu noktada veriminin 14,5 g ekstrakt/100 g
mercimek unu ve protein igeriginin ise 82 g protein/100 g ekstrakt olarak
bildirilmistir (Jarpa-Parra et al., 2014). Feyzi ve arkadaslar1 (2018) tarafindan
yapilan ¢alismada ise, miirdiimiik baklagilinin protein ekstraksiyon kosullar1 yanit
ylizey yontemi ile optimize edilmistir. Ekstraksiyonu etkileyen bagimsiz degisken
parametreler pH degeri (2,5-10), ekstraksiyon siiresi (20-80 dk.) ve ¢ozelti:katt
orani (5:1-30:1 mL/mg) olarak belirlenmistir. RSM sonuglarina gére optimum
noktada (pH 2.57 degeri, 48 dakika ekstraksiyon siiresi ve ¢ozelti:kat1 oran1 10:1)

elde edilen protein izolatinin protein igeriginin %92,50 oldugu bildirilmistir.

Proteinlerin  ekstraksiyonunu etkileyen parametrelerin ¢oklugu, bu
parametrelerin birbirleri ile olan etkilesimi ve hammaddeye gore bu kosullarin
degismesi optimizasyonun yapilmasini gerektirmektedir. Tiim bu ¢alismalardan
bulgulandigi tizere, yamit yiizey yontemi ile ekstraksiyon parametrelerinin

optimizasyonu, yiiksek oranda protein verimi saglamaktadir.

2.8. Enzimatik On Islemlerin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Geleneksel ekstraksiyon yontemleri kullanilarak gesitli bilesenlerin eldesi
konusunda yapilan ¢alisma sonuglarina gére verim degerleri diisiik ve iiriin kalitesi
istenen Ozelliklere sahip olamayabilmektedir. Ayni zamanda, ekstraksiyon
sirasinda sert kimyasallarin kullanimi hem maliyet hem de ¢evreye verdigi zarar
acisindan geleneksel ekstraksiyon yonteminin uygulanmasini smirlanmaktadir
(Puri et al., 2012). Bu nedenle, ekstraksiyon verimini arttirmak ve iiriin kalitesini
iyilestirmek i¢in alternatif O6n islemler konusunda calismalar yapilmaktadir.
Genellikle 6n islem olarak, enzim uygulamalari1 (Hardouin et al., 2016), mikrodalga
1sitma (Choi et al., 2006) ve ohmik 1sitma (Nair et al., 2014) gibi 1s1l islemler ve
vurgulu elektrik alan (Zhou et al., 2017), ultrasonikasyon (Chittapalo and
Noomhorm, 2009; Yagoub et al., 2017) ve yiiksek hidrostatik basing (Cao et al.,
2018) gibi 1s1l olmayan islemler kullanilabilmektedir.

Enzim destekli ekstraksiyon yontemi ile daha ilimli kosullarda daha yiiksek

verim ve kalitede, {istiin fonksiyonel 6zellikli ve besleyici degeri yiiksek protein
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izolatlarinin eldesi miimkiin olabilmektedir (Marathe et al., 2017). Literatiir
incelendiginde, enzim destekli ekstraksiyon ile protein eldesi ile ilgili sinirli sayida
calisma oldugu goriilmektedir. Bu kapsamda, Jiang ve arkadaslar1 (2010) tarafindan
yapilan ¢alismada, fistik proteinleri alkalaz enzimi yardimiyla elde edilmistir.
Enzim miktar1 diger ekstraksiyon parametreleri (sicaklik, pH degeri, ekstraksiyon
stiresi ve kati:¢ozelti oran1) ortogonal test ile birlikte optimize edilmistir. Protein
verimi, alkali ekstraksiyon ile %71,38 iken, alkalaz enzimi kullanimi ile verimin
%88,22’ye ulastig1 goriilmistiir. Soya proteinlerinin ekstraksiyonu ile ilgili yapilan
caligmada, proteaz enzimi kullanilmig ve 50 °C ekstraksiyon sicakligi, pH 9 degeri,
1:6 kati:sivi orani, 1 saat ekstraksiyon siiresi ve 6 (w/v) substrat:enzim orani
ekstraksiyon kosullar1 olarak belirlenmistir. Soya proteinlerinin bu kosullardaki
ekstraksiyon verimi ise %97 olarak bulunmustur (De Almeida et al., 2014; Nadar
et al.,, 2018). Sari ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan g¢alismada, protein
izolatlari, kolza tohumu, soya fasulyesi ve mikroalg kiispelerinden enzim destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilarak iiretilmistir. Alkali ekstraksiyon yontemi ile
ekstraksiyon veriminin, soya fasulyesi kiispesi i¢in %80, kolza ve mikroalg kiispesi
icin %15-30 dolaylarinda oldugu, ancak enzim destekli ekstraksiyon ile bu
degerlerin soya i¢in %90’a, kolza ve mikroalg icin ise %50-80 dolaylarina ulastigi
gozlenmistir. Bir diger ¢aligmada, toz haline getirilmis balkabagi ¢ekirdeginden
albiiminler ultrasonik ve enzim destekli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilmis ve
verim agisindan geleneksel yontem ile karsilastirilmistir. Sonu¢ olarak, enzim
destekli ekstraksiyon yontemi ile protein veriminin %16 oraninda daha yiiksek

oldugu belirlenmistir (Tu et al., 2015).

Yaprak proteinlerinin ekstraksiyonundaki zorluklarindan birisi kloroplastin
icinde yer alan ve klorofil ile kompleks olusturabilen membran (tilakoid)
proteinlerinin, yaprak proteinlerinin yaklasik %80’ini olusturmasidir (Fiorentini
and Galoppini, 1983). Klorofillere bagli bu proteinleri ekstrakte edebilmek igin
enzim destekli ekstraksiyon yontemi ile hiicre ¢eperlerinin ve hiicre zarinin
parcalanmas1 saglanarak ¢oziinmez formdaki membran proteinlerinin eldesi
miimkiin olabilmektedir (Ajila et al., 2011; Nadar et al., 2018). Sari ve arkadaglari
(2016) tarafindan yapilan calismada, mikroalglerden protein eldesi alkali ve enzim
destekli ekstraksiyon yontemi ile yapilmistir. Mikroalglerin alkali yontem ile

ekstraksiyon verimin %32,7 ile diisiik oldugu belirtilmistir. Ancak, proteaz
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enziminin kullanimi ile hiicre ¢eperinin pargalanmasi sonucu ekstraksiyon verimin

%73,2’ye ¢iktig1 goriilmiistiir.

Literatiir incelendiginde enzim destekli ekstraksiyon yonteminde cesitli
enzim ve enzim karisimlarinin - kullanmildign ~ goriilmektedir.  Protein

ekstraksiyonunda kullanilan ticari enzimler Cizelge 2.4’te gosterilmistir.

Cizelge 2.4 Enzim destekli protein ekstraksiyonunda kullanilan ticari enzimler

Hammadde Ticari Enzim Kaynak

Cay  yapraklar | Notraz, Alkalaz, Protamex | Shen et al., 2008

pulpu ve Flavourzyme

Mikroalg Protex 40XL Sari et al., 2016

Zeytin yapraklar1 | Celluclast 1.5L (seliilaz) Vergara-Barberan et al., 2015

Fistik Alkalaz 2.4L Jiang et al., 2010

Piring kepegi Celluclast, hemiseliilaz, | Hanmoungjai et al., 2002
Pectinex ~ Ultra  SP-L,
Viscozyme L,

Bitkisel proteinlerin eldesinde kullanilan enzim karigimlarina bakildiginda
proteinlerin ayrilmasi i¢in genellikle proteolitik aktiviteye sahip alkalaz, ntraz ve
protamex gibi enzimler kullanilmaktadir. Ayrica, hiicre duvarini parcalamak icin
selilaz ve hemiseliilaz enzimlerin kullanildigi gibi Pectinex Ultra SP-L gibi
pektolitik aktiviteye sahip ticari enzim karigimlarinin kullanildigi da Cizelge 2.4’te
goriilmektedir (Hanmoungjai et al., 2002).

Enzim uygulamalarinin, diisiik maliyette {istiin kalite ve yiiksek verimde
iiriin liretimi vaat etmesi gida endiistrisinde kullaniminin giderek yayginlasmasin
saglamaktadir. Ozellikle bitkisel proteinlerin eldesinde bitkinin yapisal dzellikleri
sebebiyle karsilagilan diisiik ekstraksiyon verimi gibi sorunlarin enzim destekli
ekstraksiyon yontemi ile giderilmesi {izerine ¢aligmalar yapilmaktadir (Nadar et al.,

2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bitkisel protein tozu iiretimi i¢in hammadde olarak segilen seker pancari
(Beta vulgaris L.) yapraklar1 Ekim ayinda Eskisehir’de faaliyet gosteren seker
iiretimi yapan bir firmanin tarlalarindan temin edilmistir (Sekil 3.1). Yapraklarin
iizerinde bulunan ¢amur ve topragin uzaklastirilmasi amaciyla hammadde ¢esme
suyu altinda yikandiktan sonra, -18 °C’de donmus olarak muhafaza edilmistir.
Enzim destekli ekstraksiyon asamasinda kullanilan Pectinex Ultra SP-L enzimi
Novozymes (Danimarka) firmasindan temin edilmistir. Toplam protein miktari
tayininde, standart egri icin Thermo Fisher Scientific firmasindan temin edilen

Bovine Gamma Globulin (2 mg/mL) kullanilmistir.

Sekil 3.1 Calismada kullanilan seker pancar1 yapraklari

3.2. Yontem
3.2.1. Protein Eldesinde Kullanilan Yontemler

Seker pancari yapragindan protein eldesi i¢in literatiirde yer alan izoelektrik,
amonyum siilfat ve izoelektrik-amonyum siilfat ¢Oktiirmesi yontemleri

uygulanmaistir.

3.2.1.1. izoelektrik Coktiirme Yontemi
Seker pancari1 yapraklarina 1:10 oraninda pH degeri 6 olan sodyum asetat
tamponu eklendikten sonra Ultra-Turrax T25 basic IKA-WERKE marka

homojenizator (14000 rpm’de 2 dK.) yardimi ile karigim homojen hale getirilmistir.
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Cozelti, su banyosunda 200 rpm’de 45 “C’de 30 dk. boyunca galkalandiktan sonra,
1 M NaOH ile ¢ozeltinin pH degeri 8,5 ayarlanmis ve tiilbent yardimi ile
stiziilmiistiir. Stiziintii, 36 “C’de 20 dk. ¢alkalandiktan (200 rpm) sonra 1 M HCl ile
pH degeri 4,5’¢ getirilmis ve 30 “C’de 30 dk. boyunca 200 rpm’de calkalanarak
proteinler ¢oktliriilmiistiir. Santrifiij isleminin (4000 rpm, 10 dk.) ardindan ¢okelek
elde edilmistir (Sekil 3.2). Son olarak, oérnekler -48 °C’de vakum altinda 9 saat
boyunca liyofilizatorde (Armfield, HA-308/3) kurutularak toz Ornekler elde
edilmistir (Boye et al., 2010).

[ Seker Pancar1 Yapragi ]

'

pH: 6 asetat tamponu ekleme ]

(1:10 kati:s1vi oraninda)

y

14000 rpm, 2 dk. Ultra-Turaks ile pargalama

'

[ Karigtirma (45 °C’de 30 dk.

boyunca 200 rpm)

'

[ pH 8,5 degerine ayarlama ]

[ Karigtirma (36 °C’de 20 dk. ]

boyunca 200 rpm)

!

[ pH 4,5 degerine ayarlama ]

'

Karigtirma (30 °C’de 30 dk.
boyunca 200 rpm)

Cokelek

Sekil 3.2 Izoelektrik ¢oktiirme ydntemi akim semasi

4000 rpm,
10 dk.

3.2.1.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Seker pancari yapraklarina 1:10 oraninda pH degeri 7,5 olan fosfat tamponu
ilave edilmistir. Karisim kaynama noktasina kadar isitildiktan sonra 25 °C’ye

sogutulmustur. Karigim, Ultra-Turrax T25 basic IKA-WERKE marka
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homojenizator (14000 rpm’de 2 dK.) ile homojen hale getirilmistir. Cozelti tiilbent
ile stiziildiikten sonra 30 dk. oda sicakliginda manyetik karistirici yardimi 300
rpm’de karistirtlmistir. Santrifiij islemi (4000 rpm/10 dk.) ile ¢okelti ve st faz
(stipernatant) ayrimi yapilmis ve ¢Okeltiye tampon ilavesi ile yikama islemi
uygulanmus ve ilk santrifiij islemi sonucu elde edilen siipernatanta eklenmistir. Ust
faza %85 konsantrasyonda amonyum siilfat eklenmis ve ardindan 4000 rpm’de 60
dk. santrifiij islemi ile ¢okelek elde edilmistir. Protein ¢okelegindeki fazla tuzun
uzaklastirilmasi amaciyla, diyaliz islemi uygulanmistir. Bu amagla, Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilen 6-8 kDa por genisligine sahip membranlar kullanilarak
tampon igerisinde proteinler 4 °C’de 16 sa bekletilmis ve membran igindeki tuzun
uzaklastirilmast saglanmistir (Sekil 3.3). Son olarak, ornekler -48 °C’de vakum
altinda 9 saat boyunca liyofilizatérde (Armfield, HA-308/3) kurutularak toz
ornekler elde edilmistir (Lv et al., 2017).

[ Seker Pancar1 Yapragi ]

Katt:sivt orani: 1:10 l

(mL/g), _>[ Tampon ekleme
pH:7,5 fosfat tamponu ¢

[ Kaynatma (90 °C) ]

'

14000 rpm, 2 dk. —>[ Ultra-Turaks ile par¢alama ]

400 rpm, 30 dk. Karigtirma

4000 rpm,

10 dk. —! Santrifiij

4000 rpm,
10 dk.

Amonyum siilfat . -
%85, 1 saat Tuz Coktiirmesi

v

!

Santrifiij

.

O

Cokelek

—

4 °C’de 16 saat —p| Diyaliz

Yikama

4000 rpm,
60 dk.

Sekil 3.3 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi akim semasi
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3.2.1.3. izoelektrik-Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi yonteminde, amonyum siilfat
¢oktiirmesi yontemindeki islem basamaklar takip edilmistir. Ancak, amonyum
siilfat ¢oktlirmesinden farkli olarak amonyum siilfat ilavesinden dnce ¢ozeltinin pH
degeri 5,5 ayarlanmistir. Bu iglemin ardindan tuz ¢oktiirmesi yontemindeki islem

basamaklari takip edilmistir (Cui et al., 2017).

Ayrica, uygulanan i¢ yontem ile belirlenen ekstraksiyon verimleri
arasindaki farklilik SPSS programi, Duncan ¢oklu karsilastirma testi (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) yardimi ile %95 giiven araliginda istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

3.2.2. Ekstraksiyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Optimize edilen ekstraksiyon parametreleri literatiirde yer alan ¢alismalar
temel alinarak (Lv et al., 2011; Firatligil-Durmus and Evranuz, 2010; Meshkani et
al., 2016) sicaklik, siire ve ¢ozelti:kat1 oran1 olarak belirlenmistir. Elde edilen her
bir bagimli degisken i¢in ¢oklu regresyon analiz yontemi ile bir matematiksel model
olusturularak modeldeki ©nemli terimler varyans analizi (ANOVA) ile
bulunmustur. Modelin dogrulugu programim ANOVA c¢iktilar1 olan lack of fit ve
Fisher test degerine (F-degeri) bakilarak degerlendirilmistir. Optimizasyon, Design
Expert programinda yanit yiizey metodunun (RSM) Merkezi Birlesik Tasarimi
(CCRD: Central Composite Rotatable Design) ile gerceklestirilmistir.

3.2.3. Enzim Destekli Ekstraksiyon

Enzim destekli ekstraksiyon isleminde daha 6nce ‘Ispanaktan Ekstrakte
Edilen Zn-Klorofil Tiirevlerinin Emiilsiyon/Soguk Jellesme Metodu ile
Mikroenkapsiilasyonu’ adli tez ¢alismasinda kullanilan Pectinex Ultra SP-L (enzim
aktivitesi 3800 PGNU/ml) enziminin kullanilmasina karar verilmistir (Ozkan,
2014). Ekstraksiyon parametreleri ise, 45 °C sicaklik, 30 dakika inkiibasyon siiresi
ve %8 enzim konsantrasyonu olarak secilmistir (Ozkan and Bilek, 2015).
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Ekstraksiyon parametrelerinin  optimizasyonu ve enzim destekli
ekstraksiyon uygulamasinin eklenmesi ile protein tozu iiretiminin nihai akim

semas1 Sekil 3.4’te verilmistir.

[ Seker Pancar1 Yapragi ]

Cozelti:kati orani: 15-45 l
(mL/g), _>[ Tampon ekleme
pH:7,5 fosfat tamponu

'

[ Kaynatma (90 °C) ]

'

900 rpm, 2 dk. —>[ Ultra-Turaks ile par¢alama ]

Sicaklik: 45 °C l
Siire: 30 dk. —>[ Enzimatik ekstraksiyon ]
Enzim konsantrasyonu: %8 l

Sicaklik: 25-75 °C -
Siire: 40-120 dk. Ekstraksiyon

Calkalama: 200 rpm ¢

Karigtirma: 400 rpm, 30 dk. —>[ Siizme ]

'

4000 rpm, 10 dk. ‘P[ Santriftij ]

[ Oziit (Ust faz) ]

'

pH degeri ayarlama ]

Amonyum siilfat e .
%85, 1 saat AD[ Tuz Coktiirmesi ]

'

1 M HCI
(pH:5,5)

4000 rpm,

60 dk. Santrifiij )
4 l A

Cokelek
(. J/
4 l A

4 °C’de 16 saat —»| Diyaliz
(. J/

-48 °C, vakum

altinda, 9 saat —>[ Dondurarak Kurutma ]

Sekil 3.4 izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi akim semasi
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3.2.4. Analiz Yontemleri

Hammaddeye; seker pancari yapragina toplam kuru madde (AOAC, 1990),
toplam kiil (Rannou et al., 2015) toplam protein (Dumas, 1826; Kjeldahl, 1883) ve
amino asit kompozisyonu (Sanchez-Vioque et al., 1999) analiz yontemlerine gore
yapilmistir. Ekstraksiyon ve protein ¢oktiirme islemlerinin ardindan toplam protein
(Bradford, 1976) belirlenmistir. Dondurarak kurutulan toz protein iiriinlerine ise
tirtin 6zelliklerini ve kalitesini belirlemek tizere toplam kuru madde (AOAC, 1990),
toplam kiil (Rannou et al., 2015), su aktivitesi (Shih et al., 2016), toplam protein
(Kjeldahl, 1883), amino asit kompozisyonu (Sanchez-Vioque et al., 1999), protein
¢ozinirligi (Gonzalez-Perez, 2003), renk (Salgado et al., 2011), yigin yogunlugu
(Kaur et al., 2015), sikistirilmis yigin yogunlugu (Kaur et al., 2015), Carr endeks
degeri (Jinapong et al., 2008), partikiil yogunlugu (Erbay, 2013), 1slanabilirlik
(Jinapong et al., 2008) ve dagilabilirlik (Jinapong et al., 2008) analizleri yapilmistir.

3.2.4.1. Hammaddeye Yapilan Analizler

3.2.4.1.1. Toplam Kuru Madde Tayini

Kuru madde degerlerinin belirlenmesi i¢in tartim kaplarina tartilan 6rnekler,
vakumlu etiivde (65 °C) sabit agirliga ulasincaya kadar bekletilmistir. Etiivden
cikarilan tartim kaplar1 desikatérde soguduktan sonra tartilmis ve %kuru madde
asagidaki baglantiyla (Denklem 1) hesaplanmistir (AOAC, 1990). Toplam kuru

madde miktar analizi seker pancari yapraklarina ve protein tozlarina yapilmistir.

mg —my
%KM = ——— %X 100 (Denklem 1)
m; —my

m1:Sabit tartima gelen bos petrinin darasi (Q)
my:Ornek+petri daras1 (Q)

ma3:Sabit tartima gelen drnek-+petri darasi (Q)

3.2.4.1.2. Toplam Kiil Tayini

Kiil tayininde darasi alinan krozelere 6rnekler tartilmis ve 550 °C’de 5 saat
yakilarak toplam kiil miktar1 belirlenmistir (Rannou et al., 2015). Kiil tayini seker

pancari yapraklaria ve protein tozlarina yapilmistir.
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3.2.4.1.3. Toplam Protein Miktar1 Tayini

Seker pancar1 yapraginin ve toz iriiniin protein miktari, Dumas (Dumas,
1826) ve Kjeldahl (Kjeldahl, 1883) metotlari ile belirlenmistir. Dumas ve Kjeldahl
metotlar1, proteinlerin yapisinda bulunan azotun kantitatif tayini i¢in kullanilan
yontemlerdir. Toplam protein miktart hesabi i¢in 6,25 faktorii kullanilmistir

hesaplanmistir (Hojilla-Evangelista et al., 2017; Cui et al., 2017).

3.2.4.1.4. Amino Asit Kompozisyonu Tayini

24 saat boyunca 110 °C'de 6 N HCI ile hidrolize edilen 6rneklerin icerdigi
amino asitler, ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC)
yontemi ile belirlenmistir. Amino asit bilesimi, 100 g protein basina gram amino

asit olarak ifade edilmistir (Sanchez-Vioque et al., 1999).

3.2.4.2. Protein Veriminin Belirlenmesi

Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonunda yanit olarak belirlenen
protein verimi, Bradford metodu ile tayin edilmistir. Bir kolorimetrik protein analizi
olan Bradford testi, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlere
baglanmas1 sonucu absorbans degisimi prensibine dayanir. Test tiipiine kor i¢in 100
uL fosfat tamponu, 6rnekler icin 100 pL ekstrakt konulduktan sonra tiiplere 1 mL
Coomassie Brilliant boyas: eklenmistir. Tiipler vortekslendikten sonra 15 dakika
karanlikta tutulmus ve 595 nm’de kor degerine kars1 6rneklerin absorbans degerleri
spektrofotometrede okunmustur. Standart egri i¢in farkli konsantrasyonlarda (0,05-
0,1-0,12-0,15-0,2-0,225-0,25 mg/mL) protein (Bovine Gamma Globulin-2 mg/mL)
cozeltileri hazirlanmis ve bu c¢ozeltilere 1 ml Coomassie Brilliant boyasi
eklendikten sonra 595 nm’de absorbans degerleri okunmus ve standart egri
cizilmistir (Bradford, 1976).

3.2.4.3. Protein Tozlarina Yapilan Analizler

Hammaddeye yapilan toplam kuru madde (AOAC, 1990), toplam kiil
(Rannou et al., 2015) toplam protein (Kjeldahl, 1883) ve amino asit kompozisyonu

(Sanchez-Vioque et al., 1999) analizleri protein tozlarina da yapilmistir.
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3.2.4.3.1. Protein Coziiniirliigii Tayini

Protein tozlari, son konsantrasyon 4 mg/mL olacak sekilde suda
¢oziindiiriilmistiir. Sonrasinda, ¢6zeltisinin pH degeri, 0,5 pH birim aralikla 2,5 ile
8,5 arasinda degisen nihai pH degerlerini ayarlanmasinin ardindan ¢6zelti 2 saat
oda sicakliginda 300 rpm’de karistirilmistir. Daha sonra 6000 rpm’de 15 dakika
santrifiij isleminden sonra silipernatantin ve analizde kullanilan proteinin baslangig¢
konsantrasyonunun (4 mg/mL) protein oran1 Bradford yontemi (Bradford, 1976) ile
tayin edilmistir. Yiizde protein ¢oziiniirliigii asagidaki baglantiyla (Denklem 2)
hesaplanmistir (Gonzalez-Perez, 2003).

m
%Protein ¢ozunurlugi = Es X 100 (Denklem 2)
t

M= Siipernatantin protein orani

m¢= Proteinin baslangi¢c konsantrasyonunun (4 mg/mL) protein orant

3.2.4.3.2. Renk Tayini

Hunter-Lab kolorimetresi Colorflex model renk 6l¢tim cihazi (Management
Company, USA) ile toz 6rneklerin L*, a* ve b* degerleri (CIELAB renk degerleri)
Olglilmiistir (Salgado et al., 2011). L* degeri koyuluk-parlaklik, a* degeri
kirmizilik (+a*) yesillik (-a*) ve b* degeri ise mavilik (-b*) sarilik (+b*) seklinde
ifade edilmektedir (Hunter, 1975).

3.2.4.3.3. Y12in Yogunlugu Analizi

Elde edilen toz {irtin 100 mL’lik daras1 alinmis bir meziire huni yardimiyla
basing uygulamadan hacim cizgisine kadar aktarilarak yigin yogunlugu o6rnek

agirliginin hacme oranindan (kg/m?) belirlenmistir (Kaur et al., 2015).

3.2.4.3.4. Sikistirtlmis Yigin Yogunlugu Analizi

100 mL’lik meziire aktarilmis olan 6rnek 100 defa sabit kuvvetle sarsilmis
ve toz ornegin kapladigi son hacim 6lgiilmiistiir. Sonug kg/m? olarak verilmistir

(Kaur et al., 2015).
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3.2.4.3.5. Carr Endeks Degerinin Belirlenmesi

Carr endeksi; liriiniin boyutu, sekli, yilizey alani, yapiskanlik gibi 6zellikleri
hakkinda dolayli bilgi veren bir degerdir. Carr endeks degeri yigin yogunlugu ve
sikistirllmis yigin yogunlugu degerleri kullanilarak belirlenmistir (Denklem 3)
(Kaur et al.,, 2015). Carr endeks degerine gore Orneklerin akabilirlikleri
yorumlanabilmektedir. Buna iliskin bilgiler Cizelge 3.1’de verilmistir (Jinapong et
al., 2008).

Sitkistirtlmis yigin yogunlugu — Yigin yogunlugu
E= ? y VIBI Y08 vg — gvyg & X 100 (Denklem 3)
Stkistiritlmuis yigin yogunlugu

Cizelge 3.1 Carr Endeks degerine gore protein tozlarinin akabilirliklerinin

smiflandirmasi (Jinapong et al., 2008)

CE(%) Akabilirlik
<15 Cok iyi
1520 fyi
20-35 Orta
35-45 Kotii
>45 Cok kotii
3.2.4.3.6. Partikiil Yogunlugu Analizi

Darasi bilinen (mo) 100 mL’lik piknometre igerisine toz iiriin eklenmis ve
tartilmistir (m¢). Uzerine dnce bir miktar petrol eteri eklenip piknometre hafifce
kopiirtmeden c¢alkalanmis (bdylece toz y18ini igerisindeki bosluklar petrol eteri ile
dolar) ve sonrasinda piknometre hacmi petrol eteri ile tamamlanip son agirlik
belirlenmistir (mg). Ayrica, piknometre bosken petrol eteri ile doldurularak
tartilmis (mp) ve sonug asagidaki baglant1 (Denklem 4) kullanilarak kg/m?® olarak
ifade edilmistir (Erbay, 2013).

(m; — my) X petrol eteri yogunlugu

(mp - mo) — (Mg —my)

Partikil Yogunlugu = (Denklem 4)
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3.2.4.3.7. Islanabilirlik Tayini

Gozlem siiresine bagli 1slanabilirlik analizinde, 250 mL’lik behere,100 mL
saf su (25 °C) eklenmistir. Beher ve cam huniden olusan bir diizenek olusturularak
(Beherdeki s1v1 ylizeyi ile huninin ug¢ kismi1 arasindaki mesafe 10 cm olacak sekilde
ayarlanmistir) huninin igerisine bir cam test tiipii yerlestirilmis ve 0.1 g toz 6rnek
test tiipiinlin ¢evresine konulmustur. Protein tozlarinin tamamiyla 1slanma stiresi

kronometre ile 6l¢iilmiistiir (Jinapong et al., 2008).

3.2.4.3.8. Dagilabilirlik Tayini

Dagilabilirlik analizinde, 50 mL’lik behere 10 mL saf su (25 °C) konulmus
ve ardindan 1 g toz 6rnek eklenmistir. Bir kasik yardimiyla, 15 saniye boyunca saat
yoniinde ve saat yOniiniin tersinde 25 dairesel hareket yapilmis ve sonrasinda
karisim 212 pm’lik elekten siiziilerek siiziintiiden 1 mL 6rnek alinip, daras1 alinmis
kurutma kabina aktarilarak vakumlu etiivde (65 °C) sabit tartima gelene kadar
tutulmus ve asagidaki baglanti (Denklem 5) ile hesaplanmigtir (Jinapong et al.,
2008).

(10+a)xb
100 — ¢
100

%Dagilabilirlik = (Denklem 5)

a X

a: Toz {irtin miktar1 (1 g)
b: Islem sonrasi siiziintiiniin % kuru madde degeri

c: Toz iirliniin % nem igerigi

3.2.4.3.9. Su Aktivitesi Tayini

Protein tozlarmin su aktivite degerleri Testo marka (Almanya) cihaz ile
belirlenmistir. 0,5 gram 6rnek cihazin haznesine yerlestirilerek su aktivitesi degeri

Ol¢tilmiistiir (Shih et al., 2016).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢aligmada, protein eldesi i¢in hammadde olarak segilen seker pancari
yapragina ve izoelektrik-tuz ¢oktiirmesi yontemi ile elde edilen protein tozlarina ait
analiz sonuglar ile ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonuna iliskin veriler bu

boliimde verilmistir.

4.1. Seker Pancar1 Yapragina Ait Analiz Sonuglari

Hammadde olarak belirlenen seker pancar1 yapraginin kimyasal
kompozisyonunu belirlemek amaciyla toplam kuru madde, toplam kiil ve azot
tayini analizleri yapilmistir. Seker pancari yapragmin toplam kuru madde ve nem
icerigi sirastyla %16,98+0,30 (ag/ag) ve %83,02+0,30 (ag/ag) olarak bulunmustur.
Literatiirde, seker pancar1 yapraginin toplam kuru madde miktarinin %14,6 (Starke

and Hoffmann, 2014), %15,8 (Vissers et al., 2017) ve %13-17 (Ak ve Uzatici, 2001)
arasinda degistigi belirtilmistir. Gidanin yapisinda mevcut olan toplam mineral
madde miktarinin 6lgiisii olan toplam kiil miktar1 ise kuru madde bazinda
%17,76+0,25 dir. Literatiirde, seker pancar1 yapraklarmin toplam kiil miktarinin
kuru madde bazinda %11,0-16,4 (Kiskini et al., 2016) ve %20,8 (Starke and
Hoffmann, 2014) olarak bulundugu c¢alismalar yer almaktadir. Seker pancari
yapraginin Dumas ve Kjeldahl yontemleri ile belirlenen % azot miktar1 ve yaprak
proteinlerinin yapisinda bulunan azot oranina goére 6,25 faktorii carpimi ile

hesaplanan % protein orani ise Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Seker pancar1 yapraginin Dumas ve Kjeldahl yontemleri ile hesaplanan

protein orani

Azot Tayini Yontemi | %N (Kuru madde) | %Protein (%6Nx6,25)
(Kuru madde)
Dumas 4,52140,003 28,26+0,02
Kjeldahl 3,843+0,03 24,02+0,18

Literatiirde yer alan ¢alismalarda, yaprak proteinlerinin yapisinda bulunan
azot oranina gore 6,25 faktoriiniin kullanildig: bilinmektedir (Cemeroglu, 2013;
Hojilla-Evangelista et al., 2017; Cui et al., 2017; Tenorio et al., 2017; Merodio and

Sabater, 1988). Bu kapsamda seker pancar1 yapraginin igerdigi % azot oranindan
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hesaplanan protein oranlart, Dumas ve Kjeldahl yontemleri i¢in kuru madde
bazinda sirasiyla %28,26+0,02 ve %24,02+0,18 olarak bulunmustur. Literatiirde
seker pancari1 yapraginin kuru madde bazinda protein oran1 Kjeldahl yontemi ile
%22,8 (Lammens et al., 2012; Merodio and Sabater, 1988) ve Dumas yontemi ile
%19,4 (Tenorio et al., 2017) olarak bulgulanmistir. Calismada kullanilan seker
pancari yapraginin Dumas metodu ile hesaplanan protein oranmin Kjeldahl
metoduna gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Bir kuru yakma metodu olan Dumas
yonteminin hizli sonu¢ vermesi ve sert kimyasallarin kullanilmamasi gibi
avantajlar1 vardir (Miiller, 2017). Ancak, yapilan arastirmalar, hammadde igerigine
gore degismekle birlikte, Dumas metodunun Kjeldahl metoduna gore %1,5
oraninda daha yiiksek oranda sonu¢ verdigini gostermistir (Thompson et al., 2002).
Bunun nedeni, Dumas yonteminde nitrit ve nitrat gibi protein olmayan azot
bilesiklerinin de 6l¢iilmesi ile toplam azot miktarinin bulunmasidir (Jung et al.,
2003). Ayrica, Simonne ve arkadaslar1 (1998), ¢esitli sebze yapraklari i¢in yaklagik
olarak Dumas metodu ile 6lgiilen azot miktarinin, %25 oraninda Kjeldahl metodu
ile 6l¢iilemedigini belirtmistir. Bunun yani sira, ¢aligmada kullanilan seker pancari
yapraginin protein orani literatiire gore daha yiiksek bulunmustur. Bunun sebebi
ise, kimyasal kompozisyonun tiire, cografi bolgelere, hasat zamanina, iklime ve
topragin ozelliklerine gore farklilik gostermesidir (Han and Rowell, 1997; Molina-

Alcaide and Yanez-Ruiz, 2008).

Proteinlerin kalitesini belirleyen faktorlerden biri icerdigi esansiyel amino
asitler ve bu amino asitlerin ne oranda oldugudur. Bu kapsamda, seker pancari
yapragina amino asit kompozisyonu analizi sonucunda igerdigi esansiyel ve
esansiyel olmayan amino asitler ve bu amino asitlerin % oranlar1 Cizelge 4.2°de
verilmistir. Bunun yani sira, analiz sonucu bulunan degerlerin literatiirde yer alan

degerler ile karsilagtirilmasi yapilmastir.
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Cizelge 4.2 Seker pancar1 yapraginin amino asit kompozisyonu

Esansiyel Amino Analiz Sonucu Literatiir (g/16 g Azot

Asitler (4/16 g Azot) (Kiskini et al., 2016)
Metiyonin 1,1 2,2
Lizin 4,2 57
Fenilalanin 4,9 6,0
Treonin 7,6 5,2
Valin 5,8 6,2
Losin 10,2 9,4
[zol6sin 6,6 49

Esansiyel Olmayan
Amino Asitler

Arginin 5,4 5,4
Histidin 24 3,1
Tirozin 2,8 4,5
Alanin 6,7 6,3
Aspartik asit 11,8 10,7
Glutamik asit 13,4 12,0
Glisin 5,9 6,4
Prolin 3,1 5,2
Serin 8,1 49

Seker pancar1 yapraginin, proteinlerin kalitesini belirleyen esansiyel amino
asitlerden metiyonin, lizin, fenilalanin, treonin, valin, 16sin ve izolGsin amino
asitlerini icerdigi goriilmektedir. Bunun yani sira, seker pancar1 yapraginin bitkisel
proteinlerin genelinde oldugu gibi yiiksek oranda esansiyel olmayan amino asitleri
icerdigi de saptanmistir. Yiiksek oranda bulunan esansiyel olmayan amino asitler,
glutamik asit, aspartik asit ve serin amino asididir. Bunun yan1 sira, 16sin, treonin,
izolosin, valin ve fenilalanin esansiyel amino asitlerinin de O6nemli oranda
bulundugu saptanmistir. Seker pancart yapraginda yiiksek oranda bulunan bu
esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitlerin metabolizmada ¢esitli gorevleri
vardir. Ozellikle, viicut tarafindan sentezlenemeyen esansiyel amino asitlerin besin
yoluyla alinmasi gerektigi i¢in gidanin igerdigi esansiyel amino asit miktar1 olduk¢a
onemlidir. Ticari olarak pazarda en ¢ok satilan bitkisel protein kaynagi soya

proteinidir. Soyada bulunan esansiyel amino asit miktarlarina bakildiginda; %7,8
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16sin, %4,8 valin, %4,5 izolosin, %4,5 fenilalanin ve %3,9 treonin igerdigi
goriilmektedir (Kumar et al., 2002). Calismada kullanilan seker pancari yapraginda
bulunan bu amino asitlerin miktarlar1 ise %10,2 16sin, %5,8 valin, %6,6 izoldsin,
%4,9 fenilalanin ve %7,6 treonin olarak belirlenmis ve bu degerlerin soya
fasulyesine gore yiiksek oldugu saptanmistir. Bu nedenle, seker pancar1 yapraginin
alternatif ~ bir  bitkisel protein kaynagi olarak degerlendirilebilecegi

distintiilmektedir.

4.2. Protein Tozu Eldesi

4.2.1. Protein Eldesi Yonteminin Belirlenmesi

Proteinlerin  eldesinde  kullanilan  ¢Oktiirme  yontemleri,  farkli
hammaddelerde farkli verimlere sebep olmasi, segilen hammadde i¢in en uygun
yontemin bulunmasi gerekliligini dogurmaktadir (Cui et al., 2017; Harrysson et al.,
2018; Moongngarm et al., 2014).

Bu caligmada, ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonundan once,
seker pancar1 yapragindan yiiksek verimde protein eldesi i¢in izoelektrik, amonyum
stilfat ve izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemleri uygulanmis ve %

protein verimleri Cizelge 4.3 te gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli protein eldesi yontemleri ile bulunan protein verimleri

Protein Eldesinde Kullanilan Yéntem Protein Verimi (%)
[zoelektrik Coktlirme 26,731,432
Amonyum Silfat Coktiirme 30,71+1,19°
[zoelektrik-Amonyum Siilfat Coktiirmesi 34,55+1,66°

&b-¢-Ayny siitunda farkli harflerle isaretlenen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan dnemlidir

(p< 0,05).

Cizelge 4.3’te goriildiigii lizere, izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yontemi ile seker pancar1 yapragindaki protein miktarinin %34,31°si elde edilmistir.
Bu yontemin ardindan, %30,46 ile amonyum siilfat ¢coktlirmesi ve %26,37 ile
izoelektrik ¢oktiirme yontemi gelmektedir. Ayrica, %95 giiven aralifinda, Duncan

coklu karsilastirma sonucu, yontemler arasinda farkin anlamli oldugu
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goriilmektedir. Literatiir incelendiginde, yiiksek protein verimi veren ¢oktiirme
yonteminin hammaddenin icerdigi proteinlerin yapisina ve fraksiyonuna gore
farklilik gosterdigi bilinmektedir (Hadnadev et al., 2017). Bitkisel proteinler
¢ozlniirliiklerine gore suda, tuz c¢ozeltilerinde, alkolde ve asit veya baz
¢ozeltilerinde ¢oziiniir olmak iizere dort simifa ayrilmaktadir. Ozellikle, yagh
tohumlardaki depo proteinleri temel olarak globiilin (tuz ¢ozeltilerinde ¢oziiniir) ve
albiimin (suda ¢Oziiniir) proteinlerden olusmaktadir (Shewry et al., 1995).
Dolayisiyla, baskin olan protein fraksiyonuna gore belirlenen ¢oktiirme yontemi ile
ekstraksiyon verimi arttirtlabilmektedir. Literatiirde yaprak proteinleri ile ilgili
sinirhi sayida g¢alisma olmakla birlikte c¢ay yapraklart ile yapilan caligsmada,
izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ile yiiksek ekstraksiyon veriminin
saglandig belirtilmistir (Cui et al., 2017). Sonug olarak, seker pancar1 yapragindan
protein eldesi i¢in izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesinin yiiksek verimde

protein eldesine olanak verdigi belirlenmistir.

4.2.2. Ekstraksiyon Parametrelerinin Yanit Yiizey Yontemi (RSM) ile

Optimizasyonu

Ekstraksiyonu etkileyen parametrelerden sicaklik, siire ve ¢ozelti:kati
oraninin protein verimine etkisi arastirilmistir. Ayrica, protein veriminin en yiiksek
bulundugu optimum kosullarda, ekstraksiyon islemi gerceklestirilerek protein tozu

dretimi yapilmistir.

4.2.2.1. Ekstraksiyon Sicakhgi, Ekstraksiyon Siiresi ve Cozelti:Kati

Oranimmn Protein Verimine EtKisi

Izoelektrik-tuz ~ ¢oktiirmesi  yonteminde, ekstraksiyon asamasinda
proteinlerin ¢dzgene gecmesini saglamak ve elde edilen protein konsantrelerinin
protein oranini arttirmak amaciyla sicaklik (25-75 °C) , siire (40-120 dk.) ve
cozelti:kat1 oran1 (15-45 mL/g) parametreleri Design Expert programi yardim ile
optimize edilmistir. Optimizasyon, yanit yiizey metodunun (RSM) Merkezi
Birlesik Tasarimi (CCRD: Central Composite Rotatable Design) ile
gerceklestirilmistir. Cizelge 4.4’te optimize edilecek ekstraksiyon parametreleri ve

seviyeleri gosterilmistir.
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Degiskenler
Bagimsiz Degiskenler Faktor | Sembol
-a -1 0 +1 +a
Sicaklik (°C) X1 A 7,96 25 50 75 92,04
Siire (dk.) X2 B 12,73 | 40 80 120 | 147,27
Cozelti:kat1 oran1 (mL/g) X3 C 4,77 15 30 45 55,23

Deneme deseni {ligli orta nokta olmak {izere 17 deneysel noktadan

olusmaktadir. Ekstraksiyonu etkileyen bu parametrelerin optimizasyonunda,

protein verimi (%) yanit (bagiml degisken) olarak belirlenmistir. Cizelge 4.5’te

Design Expert programi ile olusturulan deneme deseni ve bu desene bagli analiz

sonuclar verilmistir.

Cizelge 4.5 Yanit yiizey yontemi ile olusturulan deney tasarimi

Deneme | Ekstraksiyon | Ekstraksiyon | Cozelti:kata Protein
No Sicakh@ (°C) | Siiresi (dk.) oram (mL/g) Verimi (%)
1 75,00 (+1) 120,00 (+1) 15,00 (-1) 25,394
2 25,00 (-1) 120,00 (+1) 45,00 (+1) 4,045
3 75,00 (+1) 40,00 (-1) 45,00 (+1) 24,181
4 92,04 (+a) 80,00 (0) 30,00 (0) 24,668
5 50,00 (0) 80,00 (0) 30,00 (0) 54,257
6 50,00 (0) 80,00 (0) 55,23 (+a) 21,239
7 25,00 (-1) 120,00 (+1) 15,00 (-1) 20,726
8 7,96 (-a) 80,00 (0) 30,00 (0) 9,020
9 75,00 (+1) 120,00 (+1) 45,00 (+1) 15,517
10 50,00 (0) 147,27 (+a) 30,00 (0) 25,050
11 75,00 (+1) 40,00 (-1) 15,00 (-1) 27,806
12 50,00 (0) 80,00 (0) 4,77 (-a) 28,339
13 25,00 (-1) 40,00 (-1) 15,00 (-1) 16,883
14 50,00 (0) 80,00 (0) 30,00 (0) 57,063
15 50,00 (0) 80,00 (0) 30,00 (0) 54,917
16 50,00 (0) 12,73 (-a) 30,00 (0) 10,353
17 25,00 (-1) 40,00 (-1) 45,00 (+1) 12,475
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Cizelge 4.5’te goriildiigi tizere, protein veriminin %4,045 ile %57,063
arasinda degismektedir. Ayrica, protein verimi i¢in program tarafindan ikinci
dereceden (Quadratic) model Onerilmesi, optimizasyon i¢in uygun oldugunu
gostermektedir (Azargohar and Dalai, 2005; Behera et al., 2018). Tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu icin ANOVA tablosu

Kareler p-degeri
SD Toplami Prob>F
Model 9 432,29 0,0004 anlamli
A-Sicaklik 1 310,18 0,0078 anlaml
B-Siire 1 6,00 0,6238
C-Cozelti:kat1 oran1 1 158,54 0,0336 anlaml
AB 1 5,26 0,6457
AC 1 7,20 0,5919
BC 1 42,90 0,2126
A? 1 2044,50 < 0,0001 anlaml
B? 1 1953,48 < 0,0001 anlaml
C? 1 1280,55 0,0001 anlaml
Kalint1 7 22,81
Uyum Eksikligi 5 31,08 0,0660 Oonemsiz
(Lack of Fit)
Saf Hata 2 2,15
Katsay1
R? 0,9606
Ayarlanmis-R? 0,9099
Standart Sapma 4,78

Model denklemi: Y = ﬁo + BlA + BQB + Bsc + Blz(AXB) + B13(AXC) + Bza(BXC) + B11A2 + Bzsz +
B33C?

ANOVA tablosuna bakildiginda, %95 giiven araliginda (p<0,05) modelin
anlamli oldugu ve degerler arasinda uyum eksikliginin olmadig1 (p>0,05)
goriilmektedir. Ayrica, sicaklik ve ¢ozelti:katt orant parametrelerinin ve ikinci
dereden sicaklik x sicaklik, siire x siire ve ¢ozelti:kati oram x ¢ozelti:kati oran

etkilerinin model i¢in anlamli oldugu saptanmaistir (p<<0,05). Modelin anlamlilig1 ve
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uyum eksikliginin Onemsiz olmast matematiksel modelin uygunlugunu

gostermektedir (Behera et al., 2018).

Uyum katsayis1 (R?), modelde deneysel veri degisiminin ne kadarinin
karsilandigin1 gosteren bir deger olmakla birlikte basarili bir model i¢in bu
katsayimin 0,75’in istiinde olmasi1 gerekmektedir (Le Man et al., 2010; Owolabi et
al., 2018). Bu ¢alismada, varyans analizi (ANOVA) sonucu, uyum katsayisinin (R?)
0,9606 olarak bulundugu yani model veri degisiminin %96,06’sinin agiklanabildigi

ve modelin bu agidan yeterli oldugu belirlenmistir.

Iyi bir model ve dogru bir optimizasyon i¢in uyum katsayisinin yani sira
diger kriterlerden biri de ayarlanmis-R? degerinin de 0,8’den biiyiikk olmasidir
(Myers et al., 2009; Rheem et al., 2017). Bu modelde ayarlanmis-R? degerinin
0,9099 oldugu saptanmistir. Dolayisiyla hem uyum katsayist hem de ayarlanmis-

R? degerinin literatiirde yer alan optimizasyon kriterlerini sagladig1 goriilmektedir.

Sicaklik, siire ve ¢ozelti:kat1 oraniin protein verimi iizerine etkisi Sekil
4.1’te gosterilmistir. Sicaklik, siire ve ¢ozelti:kat1 oraninin artmasi ile protein
veriminin arttigi goriilmektedir. Ancak, sicaklik, siire ve c¢dozelti:kati oram
parametrelerinin belirli bir seviyeden sonraki artisi ile protein veriminin

degismedigi saptanmaistir.
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Sekil 4.1 Sicaklik, siire ve ¢ozelti:kat1 oraninin protein verimine etkisi

Yanit ylizey yonteminde protein veriminin, sicaklik (A), siire (B) ve

¢oOzelti:kat1 oran1 (C) parametrelerine bagli model denklemi asagida verilmistir.
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Protein verimi=55,36 + 4,77*A + 0,66*B — 3,41*C — 0,81*A*B +
0,95*A*C — 2,32*B*C — 13,47*A? — 13,16*B? — 10,66*C?

4.2.2.2. Optimizasyon

Varyans analizi (ANOVA) ile ekstraksiyon parametrelerinin protein
verimine etkisi saptanmistir. Bu asamadan sonra, ekstraksiyon parametrelerinin en
yiiksek verimi verdigi optimum nokta, Design Expert programi yanit yiizey yontemi
yardimi ile bulunmustur. Yanit ylizey yontemi sonuglara gore 54,25 °C sicaklik,
81,35 dakika ekstraksiyon siiresi ve 27,65 mL/g ¢ozelti:kat1 oran1 optimum nokta
olarak bulunmustur. Ayrica, bu noktada protein veriminin %56,0461 olmasi
program tarafindan ongorilmistiir. Yapilan dogrulama analizleri sonucu optimum
noktada verim %055,15+2,82 olarak bulunmus ve analiz sonucunun %98,37

oraninda program tarafindan ongdriilen tahmini degeri karsiladigi saptanmustir.

4.2.3. Enzim Destekli Ekstraksiyonun Protein Verimine Etkisi

Seker pancar1 yapraginda klorofile bagli proteinleri elde edebilmek ve
verimi arttirmak amaciyla enzim destekli ekstraksiyon yontemi uygulanmis ve daha
once ‘Ispanaktan Ekstrakte Edilen Zn-Klorofil Tiirevlerinin Emiilsiyon/Soguk
Jellesme Metodu ile Mikroenkapsiilasyonu’ adli tez c¢alismasinda kullanilan
Pectinex Ultra SP-L (enzim aktivitesi 3800 PGNU/mI) enziminin kullanilmigtir
(Ozkan, 2014). Enzimatik ekstraksiyon islemi, 45 °C sicaklikta, %8 enzim
konsantrasyonunda 30 dakika boyunca uygulanmistir (Ozkan and Bilek, 2015).

Enzim kullanilmadan alkali ekstraksiyon ile seker pancar1 yapragindaki
protein miktarinin %55,15+2,82sinin, enzim destekli ekstraksiyon yontemi ile ise
%79,01£0,27’sinin elde edildigi saptanmistir. Sonug olarak, enzim destekli

ekstraksiyon islemi ile verimin %43,27 oraninda arttig1 gozlemlenmistir.

Pectinex Ultra SP-L, temel olarak poligalakturonaz, pektinesteraz ve pektin
trans eliminaz (PTE) enzimlerini igermekle beraber diisiik oranda hemiseliilaz ve
seliilaz aktivitelerine sahiptir (Hodzic and Shanks, 2014). Sahip oldugu pektolitik
aktivite sayesinde, pektin zincirindeki glikozitik baglar1 pargalayarak seker pancari
yapragimin hiicre duvarmin kirilmasimi ve dolayisiyla ekstraksiyon veriminin

artmasimi saglamistir (Kohli et al., 2015). Aym1 zamanda, igerdigi seliilaz ve
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hemiseliilaz enzimlerinin, yapraklarda yag birikiminin oldugu mezokarp yapisini
parcaladigi ve bu sayede yapraktaki bilesenlerin serbest kalmasini sagladigi

bilinmektedir (Vergara-Barberan et al., 2015).

4.3. Protein Tozlarina Yapilan Analizler

Seker pancar1 yapraklarindan protein tozu eldesi igin sirasiyla ekstraksiyon,
coktiirme ve diyaliz islemlerinin ardindan dondurarak kurutma islemi
uygulanmustir. Protein tozlarimin iirin Ozelliklerini ve kalitesini belirlemek

amaciyla yapilan analizlerin sonuclar1 bu boliimde verilmistir.

4.3.1. Toplam Kuru Madde, Protein, Toplam Kiil ve Su Aktivitesi
Tayini

Seker pancar1 yapragindan izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi
ile elde edilen protein tozlarinin toplam kuru madde, protein, toplam kiil ve su

aktivitesi degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 Protein tozlarina ait kuru madde, protein, kiil ve su aktivitesi analiz

sonuglari
Toplam Kuru Madde (%0) 94,40+0,23
Nem licerigi (%0) 5,60+0,23
Protein (%)-kuru madde bazinda 69,08+0,59
Toplam Kiil (%)-kuru madde bazinda 17,11+£0,46
Su aktivitesi (25 °C) 0,38+0,06

Elde edilen protein tozlarinin toplam kuru madde orant %94,40 olarak
bulunmustur. Kuru madde tizerinden hesaplanan protein orani ise %69,08 olarak
saptanmistir. Dolayisiyla kuru maddede igerdigi protein miktart minimum %65’in
tizerinde oldugu i¢in seker pancari yapragindan elde edilen protein tozlari protein
konsantresi olarak adlandirilmaktadir (Uzzan, 1988). Protein konsantresinin kiil
tayini ile belirlenen mineral igerigi ise kuru madde bazinda %17,11 olarak
bulunmustur. Su aktivitesi degeri 0,38 (<0,65) olarak Ol¢lilmiistiir. Bu deger,

mikrobiyal gelisimi simirlamakta ve dolayisiyla protein tozlarimin uzun siire
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muhafaza edilebilmesini saglamaktadir (Potter et al., 1995). Literatiir
incelendiginde, dort farkli yaprak tiirlinden elde edilen protein konsantrelerinin
toplam kuru madde oraninin %94,5 ile %97,3 ve toplam kiil oranin ise %9,5 ile
%22,3 arasinda degistigi goriilmektedir (Aletor et al., 2002). Ayrica, soya, boriilce
ve fasulyeden elde edilen protein konsantrelerinin su aktivitesi degerleri sirasiyla
0,35, 0,36 ve 0,25 olarak bulunmustur (Blaise et al., 2017). Bu nedenle, seker
pancar1 yapragindan elde edilen protein konsantrelerinin toplam kuru madde,
toplam kiil ve su aktivitesi degerleri bakimindan literatiir ile uyumlu oldugu

belirlenmistir.

4.3.2. Protein Tozlarimin Amino Asit Kompozisyonu

Proteinin kalitesini belirleyen faktorlerden biri de icerdigi amino asit
bilesimidir. Cizelge 4.8’de seker pancar1 yapragindan elde edilen protein

konsantresinin amino asit dagilimi verilmistir.

Cizelge 4.8 Scker pancari yapragi protein konsantresi amino asit dagilimi

Esansiyel Amino Seker pancari yapragi

Asitler protein konsantresi
Metiyonin 0,86
Lizin 1,09
Fenilalanin 3,62
Treonin 4,20
Valin 3,99
Losin 3,30
[zol6sin 3,60

Esansiyel Olmayan
Amino Asitler

Arginin 1,74
Histidin 0,29
Tirozin 3,02
Alanin 2,89
Aspartik asit 7,41
Glutamik asit 3,81
Glisin 2,67
Prolin 2,30

Serin 55,22
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Seker pancar1 yapragindan elde edilen protein konsantrelerinin esansiyel
amino asit bilesimine bakildiginda, %4,20 ile treonin amino asidinin bas1 ¢ektigi ve
onu valin, fenilalanin ve izolosin amino asitlerinin izledigi goriilmektedir.
Ozellikle, valin ve izoldsin amino asitlerinin kas gelisiminde olumlu etkilerinin
olmasi protein tozlarinin gida takviyesi olarak kullanimi agisindan 6nemlidir
(Brestensky et al., 2015). Esansiyel olmayan amino asitlerden ise serin, aspartik asit
ve glutamik asit onemli oranda bulunmaktadir. Serinin, Kkeratin ve DNA ve
RNA’nin fonksiyonlar i¢in 6nemli olan piirin ve pirimidin sentezinde yer almasi,
aspartik asidin arginin, lisin, metiyonin, treonin ve izolosin sentezinde 6nemli rol
oynamasi ve glutamik asidin norotransmitter olmasi, karbohidrat ve yag
metabolizmasinda yer almast ve mono sodyum glutamat formunda gida katki
maddesi olarak kullanilmasi seker pancari yapragindan elde edilen protein

konsantrelerinin kullanimini agisindan olumludur (Tymchak, 2013).

Seker pancar1 yapragi protein konsantresinin serin amino asidini %55,22 ile
cok yiiksek oranda igerdigi saptanmistir. Bunun nedeni ise enzim destekli
ekstraksiyon yonteminin kullanimi ile agiklanabilir. Hiicre duvar seliiloz,
hemiseliiloz, pektin ve glikoproteinlerden olusan oldukca kompleks bir yapidan
olusmaktadir. Hiicre duvarinda bulunan baslica glikoprotein, hidroksiprolin
agisindan zengin proteinler (HRGP) olup arabinogalaktan proteinler (AGP),
ekstensinler (EXT) ve prolin agisindan zengin proteinler (PRP) olmak iizere 3’e
ayrilirlar. Arabinogalaktan proteinlerin yliksek oranda serin amino asidi icerdigi
bilinmektedir (Johnson et al., 2017). Literatiirde seker pancar1 posasinda bulunan
arabinogalaktan proteinlerinin hiicre duvarindaki pektinler ile kompleks olarak
bulundugu belirtilmistir (McKenna et al., 2006). Bunun yani1 sira, seker pancari
yapragindaki pektin yapisi ile posanin pektin yapisinin da benzer oldugu bilgisi
mevcuttur (Ismailov et al., 1980). Bu nedenle, pektolitik aktiviteye sahip Pectinex
Ultra-SP-L enziminin kullanimi ile seker pancari yapragindaki serin amino asidi
iceren arabinogalaktan proteinlerinin ayrilmasinin saglandigi disiiniilmektedir

(Hijazi et al., 2014).
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4.3.3. Protein Coziiniirliigii

pH degeri degisiminin seker pancari yapragindan elde edilen protein
konsantrelerinin  ¢Oziliniirliigli lizerine etkisi arastirilmis ve Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2 pH degerinin protein konsantresinin ¢oziiniirliigii izerine etkisi

Protein ¢oziiniirliigliniin pH degeri ile degistigi bilinmektedir (Inyang and
Iduh, 1996). Sekil 4.2’de goriildiigii lizere seker pancari yapragindan elde edilen
protein konsantrelerinin yiiksek oranda ¢oziiniirliik gosterdigi ve pH degerlerine
gore de degistigi goriilmektedir. Ozellikle protein konsantrelerinin pH 7,5
degerinde 998,71 ile yliksek oranda ¢Ozilniirliik gostermektedir. Protein
konsantresinin ¢oziiniirliigliniin en diisiik oldugu deger %68,21 ile pH 4,5 degerinin
oldugu saptanmustir. Protein ¢Oziiniirliigii, proteinlerin gidalardaki kullanimini
belirleyen 6zelliklerden biri olmakla birlikte emiilsiyon, jellesme ve kopiirme gibi
diger fonksiyonel dzellikler iizerinde de olumlu etkisi vardir (Ozcan ve Delikanl,
2011). Sonug olarak, seker pancar1 yapragindan elde edilen protein konsantrelerinin
protein ¢ozlinilirliiglinlin yiiksek olmasi, gidalarda kullanimi agisindan olumlu bir

ozelliktir.

4.3.4. Renk Tayini

Seker pancari yapragindan elde edilen protein konsantrelerinin ve
literatiirde verilen ticari olarak satilan soya protein konsantrelerinin oOlgiilen

CIELAB (L*, a* ve b*) degerleri Cizelge 4.9’da verilmistir.
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Cizelge 4.9 Seker pancar1 yapragi ve soya protein konsantrelerinin renk degerleri

L* a* b*
Seker pancar1 yapragi protein | 79,55+0,03 0,33+0,02 13,27+0,02
konsantresi
Soya  protein  konsantresi 88,40 1,10 14,56
(Toews and Wang, 2013)

Toz orneklerin L* degeri 79,55+0,03, a* degeri 0,33+0,02 ve b* degeri ise
13,27+0,02 olarak olgiilmiistir. L* degeri koyuluk-parlaklik, a* degeri kirmizilik
(+a*) yesillik (-a*) ve b* degeri ise mavilik (-b*) sarilik (+b*) seklinde ifade
edildigi bilinmektedir (Hunter, 1975). Bu bilgi 1s181inda, seker pancari yapragindan
elde edilen protein konsantrelerinin ticari olarak satilan soya konsantrelerine oranla
bir miktar daha koyu oldugu goriilmektedir. Seker pancari yapragi protein
konsantresinin koyu renkli olmasi hidroksil grubu igeren tirozin amino asidinin
enzimatik oksidasyonu ile agiklanabilir. Tirozinin yaprakta bulunan polifenol
oksidaz ile oksidasyonu sonucu olusan melanin, koyu renk olusumuna sebep
olmaktadir (Pavlista and Ojala, 1997; Boeckx et al., 2015). Ayrica, seker pancari
yaprag1 protein konsantrelerinin ticari olarak satilan soya protein konsantrelerine
oranla diisiik oranda kirmizilik ve diisiik oranda sarilik gosterdigi goriilmektedir.
Literatiir incelendiginde, renk degerlerinin, hammaddenin sahip oldugu renk
pigmentlerine (Toews and Wang, 2013), toz iiriiniin partikiil boyutuna (Han and
Khan, 1990), ekstraksiyonun gerceklestigi pH degerine (Adebowale et al., 2007) ve
protein elde etme yontemine (Sosulski et al., 1988) gore degistigi bulgulanmustir.
Ancak, seker pancar1 yapragindan elde edilen protein konsantrelerinin renk

acisindan uygun oldugu goriilmektedir.

4.3.5. Yigim Yogunlugu, Sikistirtlmis Yigin Yogunlugu ve Carr

Endeksinin Belirlenmesi

Seker pancar1 yapragindan elde edilen protein konsantresinin yigin
yogunlugu, sikistirtlmis y1gin yogunlugu ve Carr Endeksi sonuglari Cizelge 4.10’da

verilmistir.
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Cizelge 4.10 Seker pancar1 yapragi protein konsantresinin yigin yogunlugu,

sikistirilmis y1gin yogunlugu ve Carr Endeksi sonuglari

Yigin Yogunlugu (kg/m?) 80,73+0,11
Sikistirilmis Yigin Yogunlugu (kg/m?®) 99,77+1,24
Carr Endeksi (%) 19,08+0,91

Toz iriinlerin y18in yogunlugu ve sikistirilmis y1gi yogunlugu 6zellikleri
tirtinlerin isleme, ambalajlama ve depolamasinda énemli bir role sahiptir (Chang et
al., 1998). Seker pancar1 yapragindan elde edilen protein konsantresinin yigin
yogunlugu 80,73+0,11 kg/m® olarak bulunurken sikistirilmis yigin yogunlugu ise
99,77+1,24 kg/m® olarak bulunmustur. Literatiir incelendiginde, yaprak
proteinlerinden elde edilen protein konsantreleri ile ilgili sinirli sayida ¢alismaya
rastlanmistir. Ancak, yonca yapraklarindan elde edilen proteinlerin sikistirilmisg
y1gm yogunlugunun 160 kg/m® oldugu belirtilmistir (Wang and Kinsella, 1976).
Ticari olarak satilan soya protein izolatlarinin ise sikistirilmis yigin yogunlugu 210
kg/m® olarak saptanmistir (Kanu et al., 2007). Seker pancari yapragindan elde
edilen protein tozlarmin soya protein tozlarna oranla daha diisik yogunlukta
oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin, seker pancar1 yapragindan elde edilen toz
tirlinlerin partikiil boyutunun biiyiik olmas1 (Kanu et al., 2007), kullanilan alkali
ekstraksiyon yontemi (Wang and Kinsella, 1976) ve dondurarak kurutma

yonteminin uygulanmasi (Zhang et al., 2018) ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Carr endeksi, toz iirlinlin akabilirlik 6zelliginin yorumlanmasini saglayan
y1gin yogunlugu ve sikistirilmis y18in yogunlugu degerleri kullanilarak tespit edilen
bir degerdir (Jinapong et al., 2008). Seker pancar1 yapragindan elde edilen protein
tozlarinin Carr indeksi %19,08+0,91 (%15-20) olarak bulunmustur. Seker pancari
yapragindan elde edilen protein tozlarmin akabilirlik 6zelligi Cizelge 3.1°de yer

alan tabloya gore ‘iyi’ olarak tanimlanmustir.
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4.3.6. Partikiil Yogunlugu, Islanabilirlik ve Dagilabilirlik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Protein tozlarinin {iretiminin ardindan depolama, tasima ve isleme
sirasindaki davraniglarini anlayabilmek amaciyla yapilan partikiil yogunlugu,

1slanabilirlik ve dagilabilirlik analiz sonuglart Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11 Protein tozlarinin partikiil yogunlugu, 1slanabilirlik ve dagilabilirlik

analiz sonuglari

Partikiil Yogunlugu (kg/m®) 826,04+2,88
Islanabilirlik (s)-0,1 g toz 38,17+3,40
Dagilabilirlik (%) 77,90+1,88

Partikiil yogunlugu sivi yer degistirmesi ile olgiilmekte ve sadece agik
gozenekler hari¢ olmak tizere, par¢acigin kiitlesinin hacmine boliinmesi ile ifade
edilmektedir (Ortega-Rivas et al., 2006). Seker pancari yapragindan elde edilen
protein tozlarinin partikiil yogunlugu 826,04+2,88 kg/m? olarak saptanmustir. Y1gin
yogunlugu ve sikistirilmis y1gin yogunlugu degerlerinde oldugu gibi literatiirde yer
alan protein izolatlarna gére daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ornegin; siit ve
peynir alt1 suyu protein izolatlariin partikiil yogunlugu sirastyla 1168 kg/m® ve
1205 kg/m?® olarak saptanmustir (Schuck, 2013).

Islanabilirlik, toz tirtinler ile su arasindaki etkilesimi ifade etmektedir (Fang
et al., 2008). Seker pancar1 yapragindan elde edilen 0,1 gram protein tozunun
islanma siiresi 38,17+3,40 saniye olarak Olg¢lilmiistiir. Literatiirde, iyi bir
1slanabilirlik 6zelligi i¢in 10 gram toz i¢in 1slanma siiresinin 120 saniyenin altinda
olmasi1 gerektigi belirtilmistir (Schuck et al., 2012). Calismada kullanilan toz
miktarinin 0,1 gram oldugu dikkate alindiginda, seker pancari yapragindan elde
edilen protein tozlarmin iyi bir 1slanabilirlik gdstermedigi tespit edilmistir. Bunun
sebebi ise protein tozunun yiiksek oranda protein igermesi ile agiklanabilir (Schuck

etal., 2012).

Dagilabilirlik ise toz iirlin pargaciklarinin ¢ok fazla karistirilmadan suda

dagilabilme yetenegini ifade etmektedir (Kog¢ et al, 2014). Seker pancari
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yapragindan elde edilen protein tozlarmin dagilabilirligi %77,90+1,88 olarak
bulunmustur. Literatiir incelendiginde, toz iriiniin iyi bir dagima o6zelligi
gostermesi i¢in dagilabilirlik indeksinin %95’ten biiyiik olmasi gerektigi
gorilmektedir. Bu bilgi dogrultusunda, seker pancar1 yapragindan elde edilen
protein tozlarinin protein oraninin yiiksek olmasi sebebiyle dagilabilirlik agisindan
1slanabilirlik 6zelliginde oldugu gibi yeterli olmadig goriilmektedir (Schuck et al.,
2012).
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismasi1 kapsaminda, bulgular dogrultusunda elde edilen sonug¢ ve

oneriler asagida maddeler halinde sunulmustur:

1. Tiirkiye seker pancar liretiminde yaklasik 19 milyon ton ile diinyada
besinci sirada yer almaktadir. Dolayisiyla, seker pancari iiretiminin fazla olmasi
seker pancarinin atik iirlinii olan yapraginin da yiiksek miktarda olmasina neden
olmaktadir. Bu ¢alismada, gida endiistrisi i¢in soyaya alternatif olabilecek seker
pancar1 Yyapragi proteinleri bitkisel protein kaynagi belirlenmistir. Ayrica bu
kaynaktan protein tozu iiretiminin yani sira atik olan bir riin olan yapragin
degerlendirilmesi yani “atiklarin azaltilmasi ve atiktan ticarilestirilebilir bir {iriin

tiretimi” de gergeklestirilmektedir.

2. Soyanin alerjenik etkilere sahip olmasi ve soya liretiminde transgenik
genlerin kullanilmas1 gida sanayiinde alternatif bitkisel proteinlere ihtiyag
duyulmaktadir. Seker pancarmin atik {iriinii olan yapragmin kuru madde bazinda
%24,02+0,18 ile yiiksek oranda protein icermesi ve beslenme agisindan proteinin
kalitesini belirleyen esansiyel amino asitlerden metiyonin, lizin, fenilalanin,
treonin, valin, 16sin ve izoldsinin varligi seker pancari yapragmin alternatif bir

bitkisel protein kaynagi olmasini saglanmaktadir.

3. Literatiirde proteinlerin eldesinde izoelektrik, amonyum siilfat ve
izoelektrik amonyum siilfat ¢oktiirme yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica, bu
yontemlerin hammaddeye gore protein verimini degistirdigi bilinmektedir. Bu
nedenle, secilen hammadde i¢in en uygun yontemin bulunmasi gerekmektedir.
Seker pancar1 yapragina protein eldesi i¢in uygulanan bu ¢oktiirme yontemlerinden
izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktlirmesi yontemi ile seker pancari yapragmdaki

protein miktarinin %34,55+1,66’smin elde edildigi saptanmustir.

4. Izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi ydnteminin protein verimini
artirmak amaciyla ekstraksiyon sicakligi, siiresi ve ¢ozelti:kat1 oran1 parametreleri
ile Design Expert programinda matematiksel bir model olusturulmus ve
ekstraksiyon sicakligi ve ¢oOzelti:katt oraninin modelde 6nemli bagimsiz

degiskenler oldugu tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Ayrica,
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yanit yiizey yontemi sonuglarina gére bulunan ekstraksiyon kosullarinda; 54,25 °C
ekstraksiyon sicakligi, 81,35 dakika ekstraksiyon siiresi ve 27,65 mL/g ¢ozelti:kati
orani, seker pancar1 yapragindaki protein miktarinin %55,15+£2,82°si elde

edilmistir.

5. Protein verimini arttirmak ve seker pancari yapraginda klorofile bagl
proteinleri elde edebilmek amaciyla enzimatik 6n islem uygulanmistir. Ticari bir
enzim karisimi olan Pectinex Ultra SP-L ile seker pancar1 yapragindaki protein
miktarinin - %79,01+£0,27°si  elde edilmis ve protein veriminin enzimsiz

ekstraksiyona gore %43,27 arttirildigi bulunmustur.

6. Dondurarak kurutma isleminin ardindan elde edilen protein tozlarinin
protein orani kuru madde bazinda %69,08+0,59 olarak bulunmustur. Dolayistyla,
elde edilen toz iirlin protein konsantresi tanimina uymaktadir. Ayrica, seker pancari
yapragindan elde edilen toz iiriiniin kalite 6zellikleri belirlemek amaciyla gesitli
analizler yapilmistir. Protein tozlarinin iiriin kalitesi agisindan olumlu 6zellikleri;
diisiik su aktivitesine sahip olmasi, esansiyel amino asitleri igermesi, protein
¢Oziiniirligiintin yiiksek olmasi, renk degerlerinin uygun olmasi ve akabilirliginin
iyl olmast olarak saptanmistir. Ancak, yigin yogunlugu, sikistirilmis yigin
yogunlugu ve partikiill yogunlugu degerlerinin soya ve diger ticari {riinler ile

karsilastirildiginda diisiik oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, seker pancari yapragindan protein konsantresi iiretimi
izoelektrik-amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ile gergeklestirilmis ve
ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu ve enzim destekli ekstraksiyon
yontemi ile protein verimi arttirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, daha sonraki
caligmalarda farkli enzim kullanimi ile protein ekstraksiyon verimliliginin daha da
arttirtlmast miimkiin olabilir. Dolayisiyla farkli enzimler ile islem kosullarinin
optimizasyonu konusunda ¢alismalar yapilabilir. Ayrica, bu ¢alismadan hareketle
elde edilen protein konsantrelerinin duyusal, renk, lezzet, tat, aroma, doku, fiziksel
ve kimyasal viskozite, ekstrakte edilebilirlik, kdplirme, hamurlasma, emiilsiyon
jellesme gibi fonksiyonel niteliklerinin belirlenmesi iizerinde yeni caligmalar

yapilabilir. Ayrica, seker pancari protein konsantresinin farkli gida firiinlerine
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eklenmesi ve trlinlin oOzellikleri {izerine etkilerinin ortaya c¢ikarilmast ve

gelistirilmesi saglanabilir.

Tim bu degerlendirmeler sonucunda ve seker pancar1 {retiminde
Tiirkiye’nin diinyada 6nemli pay sahibi oldugu diisiiniildiigiinde, bu kaynagin
bitkisel protein tozu iiretimi i¢in 6nemli bir alternatif olabilecegi ve tiiketilebilir
herhangi bir meyve veya sebzeden protein tozu eldesi alaninda calismalarin

yapilmasi gerektigi anlasilmaktadir.
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EKLER

Ek 1. Bradford protein tayinine ait Bovine Gamma Globulin standart egrisi
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