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AYCICEGI YAGI KUSPESI VE KABAK CEKIRDEGI YAGI
KUSPESINDEN PROTEIN EKSTRAKSIYONU KOSULLARININ
OPTIMIZASYONU

OZET

Diinyada en cok iiretilen endiistriyel atiklardan biri de bitkisel matrikslerden yag
ekstraksiyonu sonrasi elde edilen yan firiinler olan kiispelerdir. Aygicegi, yag
endistrisinde en ¢ok kullanilan ii¢ bitki arasinda bir tohum iken, ortalama %43
oraninda yag verimi elde edilmekte ve kalan kiispe hayvan yemi olarak kullanilmakta
ve bu da onu siirdiiriilebilirlik potansiyeli yiikksek bir malzeme haline getirmektedir.
Kabak tohumlari ise yag ekstraksiyonu i¢in Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilmasa da
onemli bir potansiyel protein kaynagidir ve sadece %?25-30 oraninda yag elde
edilmektedir.

Tez kapsaminda, aycicegi yagi kiispesi (Helianthus annuus) ve soguk sikim kabak
cekirdegi yag kiispesi (Cucurbita pepo) kullanilmistir. Kiispe bir 6giitiiciide 6gitiildi
ve 450 um’lik bir elekten gegirilerek “0giitiilmiis aygicek yagi kiispesi” ve “ogiitiilmiis
kabak cekirdegi yag: kiispesi” elde edilmistir. Kiispeler analiz ¢aligsmalar1 boyunca
+4°C’de muhafaza edildi.

[k olarak ii¢ faktorli, iic seviyeli Box-Behnken tasarimim 8.0, 9.5 ve 11.0 pH, %0,
%1 ve %2 NaCl konsantrasyonu ve %0,04, %0,12 ve %0,20 kati:cozgen orani olarak
uygulanan aycicegi kiispesinin alkali ekstraksiyon kosullarin1 optimize etmek icin
yanit yiizeyi metodolojisi (RSM) kullanilmistir. Ardindan enzim destekli
ekstraksiyonun kosullarini (%0,1 ve %2,0 seliilaz enzim konsantrasyonu; 30 dk ve 120
dk enzim uygulama siiresi), ultrason destekli ekstraksiyonun kosullarini (60 W ve 120
W ultrasonik gii¢; 1 dk ve 10 dk ultrason uygulama siiresi) ve mikrodalga destekli
ekstraksiyonun kosullarini (140 W ve 700 W mikrodalga giicii; 1 dk ve 3 dk) optimize
etmek i¢in faktoriyel tasarim uygulanmistir.

Aycicegi yagi kiispesinin RSM ile optimize edilen alkali ekstraksiyonu kosullar1 pH
11, %0 NaCl konsantrasyonu ve %0,04 kati:cozgen oranm1 ve faktdriyel tasarim ile
optimize edilen enzim, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullar1 sirasiyla
%?2 seliilaz enzimi konsantrasyonu ve 120 dk enzim uygulama siiresi, 120 W ultrason
giicii ve 10 dk uygulama siiresi, 700 W mikrodalga giici ve 1 dk uygulama siiresi
olarak tespit edilmistir. Ayrica her bir ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenlere
bagli olarak ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli elde edilmistir.
Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda en yiiksek protein ekstraksiyon yiizdesine sahip
ultrason destekli ekstraksiyon ile aycicegi kiispesi protein izolati verimi ortalama
%22,656 ve geri kazanilan protein ise %58,826 elde edilmistir. Belirlenen optimum
kosulda aygicegi protein izolatlarinin denatiirasyon sicakligi 86-126°C araliginda ve
denatlirasyon entalpisi 8.75+1.63 J/g olarak bulunmustur. Su tutma, yag tutma,
emiilsifiye etme ve koplirme kapasitesi sirastyla %2,78+0,08, %2,49+0,04,
%58,33+2,36 ve %50,00+0,00 belirlenmistir. Protein izolatin renk analizi sonucuna
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gore L* degeri 29,143+0,53, a* degeri 0,817+0,09, b degeri ise 7,543+0,35 olarak
kaydedilmistir.

Benzer sekilde, ii¢ faktorli, ii¢ seviyeli Box-Behnken tasarimini 8.0, 9.5 ve 11.0 pH,
%0, %4 ve %8 NaCl konsantrasyonu ve %0,030, %0,115 ve %2,000 kati:¢cozgen orani
olarak uygulanan soguk sikim kabak c¢ekirdegi kiispesinin alkali ekstraksiyon
kosullarini optimize etmek i¢cin RSM kullanilmistir. Daha sonra aygigegi kiispesinde
uygulanan aymi degerlerle enzim, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
kosullari, faktoriyel tasarim ile optimize edilmistir.

Soguk sikim kabak ¢ekirdegi yagi kiispesinin RSM ile optimize edilen alkali
ekstraksiyonu kosullart pH 11, %8 NaCl ve %0,1 kati:¢6zgen orani ve faktdriyel
tasarim ile optimize edilen enzim, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
kosullari sirasiyla %2 seliilaz enzimi konsantrasyonu ve 30 dk enzim uygulama siiresi,
120 W ultrason giicii ve 1 dk ultrason uygulama siiresi, 140 W mikrodalga giicii ve 1
dk uygulama siiresi olarak tespit edilmistir. Ayrica, her bir ekstraksiyon yonteminde
bagimsiz degiskenlere bagli olarak ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli elde
edilmigtir. Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda en yiiksek protein ekstraksiyon
yiizdesine sahip ultrason destekli ekstraksiyon ile kabak cekirdegi kiispesi protein
izolat1 verimi ortalama %46,243 ve geri kazanilan protein ise %100 elde edilmistir.
Belirlenen optimum kosulda kabak ¢ekirdegi protein izolatlarinin denatiirasyon
sicakligr 57,60-100,57°C araliginda ve denatiirasyon entalpisi 15,33 J/g olarak
bulunmustur. Su tutma, yag tutma, emiilsifiye etme ve kdpiirme kapasitesi sirasiyla
%3,25+0,03, %?2,78+0,10, %30,00+4,08 ve %:20,00+0,00 belirlenmistir. Kabak
cekirdegi kiispesinden elde edilen protein izolatin renk analizi sonucuna gore L*
degeri 69,92+0,360, a* degeri -3,394+0,005 ve b* degeri ise 23,36+0,140 olarak
kaydedilmistir.
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OPTIMIZATION OF PROTEIN EXTRACTION CONDITIONS FROM
SUNFLOWER OIL MEAL AND PUMPKIN SEED OIL MEAL

SUMMARY

One of the most produced industrial wastes in the world is meals, which are by-
products obtained after oil extraction from vegetable matrices. While sunflower is a
seed among the three most used plants in the oil industry, an average of 43% oil yield
is obtained and the remaining pulp is used as animal feed, making it a material with
high sustainability potential. Pumpkin seeds, on the other hand, are not widely used
for oil extraction in Turkey, but they are an important potential protein source and only
25-30% oil is obtained.

In this thesis, sunflower oil meal (Helianthus annuus) and cold pressed pumpkin seed
oil meal (Cucurbita pepo) were used. The meals were ground in a grinder and sieved
through a 450 pm sieve to obtain "ground sunflower oil meal" and "ground pumpkin
seed oil meal". They were stored at +4°C throughout the analysis studies.

Firstly, response surface methodology (RSM) was used to optimize the alkaline
extraction conditions of sunflower meal with three-factor, three-level Box-Behnken
design as pH 8.0, 9.5 and 11.0, 0% 1% and 2% NaCl concentration and 0.04%, 0.12%
and 0.20% meal:solvent ratio. Then, a fractional factorial design was applied to
optimize the conditions of enzyme assisted extraction (0.1% and 2.0% cellulase
enzyme concentration; 30 minutes and 120 minutes enzyme treatment time), the
conditions of ultrasound assisted extraction (60 W and 120 W ultrasonic power; 1
minute and 10 minute ultrasound treatment time) and and conditions of microwave
assisted extraction (140 W and 700 W; 1 minute and 3 minutes treatment time).

The alkali extraction conditions of sunflower oil meal optimized by response surface
methodology were determined as pH 11, 0% NaCl concentration and 0.04%
meal:solvent ratio. The enzyme, ultrasound and microwave assisted extraction
conditions optimized with factorial design were determined as 2% cellulase enzyme
concentration - 120 minutes enzyme application time, 120 W ultrasound power - 10
minutes application time and 700 W microwave power - 1 minute application time,
respectively. In addition, a quadratic polynomial regression model was obtained
depending on the independent variables in each extraction method. As a result of the
optimization studies, the yield of sunflower meal protein isolate was 22.656% and the
recovered protein was 58.826%, with ultrasound assisted extraction, which had the
highest protein extraction percentage. In the optimum condition determined, the
denaturation temperature of sunflower protein isolates was found to be in the range of
86-126°C and the enthalpy of denaturation was 8.75+1.63 J/g. Water holding, oil
holding, emulsifying and foaming capacity were determined as 2.78+0.08%,
2.49+0.04%, 58.33+2.36% and 50+0.00%, respectively. According to the color
analysis result of the protein isolate, L*, a* and b* values were recorded as
29.143+0.53, 29.14340.53, 0.817+0.09, 7.543+0.35, respectively.
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Similarly, the three-factor-three-level Box-Behnken design was applied as a pH 8.0,
9.5 and 11.0, 0% 4% and 8% NaCl concentration, and 0.030%, 0.115% and 2.00%
meal:solvent ratio for cold-pressed pumpkin seed meals. Response surface
methodology (RSM) was used to optimize the alkali extraction conditions. Then,
enzyme, ultrasound and microwave assisted extraction conditions with the same values
applied in sunflower meal were optimized by fractional factorial design.

The alkaline extraction conditions of cold pressed pumpkin seed oil meal optimized
by response surface methodology were determined as pH 11, 8% NaCl and 0.1%
meal:solvent ratio. The enzyme, ultrasound and microwave assisted extraction
conditions optimized with factorial design were determined as 2% cellulase enzyme
concentration - 30 minutes enzyme application time, 120 W ultrasound power - 1
minute ultrasound application time and 140 W microwave power - 1 minute
application time. In addition, a quadratic polynomial regression model was obtained
depending on the independent variables in each extraction method. As a result of the
optimization studies, the yield of pumpkin seed meal protein isolate was 46.243% and
the recovered protein was 100% with ultrasound assisted extraction, which has the
highest protein extraction percentage. The denaturation temperature of pumpkin seed
protein isolates was found to be between 57.60-100.57°C and the enthalpy of
denaturation was 15.33 J/g in the determined optimum condition. Water holding, oil
holding, emulsifying and foaming capacity were determined as 3.245+0.03%,
2.776+0.1%, 30+4.08% and 20+0.00%, respectively. According to the color analysis
result of protein isolate obtained from pumpkin seed meal, The alkaline extraction
conditions of cold pressed pumpkin seed oil meal optimized by response surface
methodology were determined as pH 11, 8% NaCl and 0.1% solid:solvent ratio. The
enzyme, ultrasound and microwave assisted extraction conditions optimized with
factorial design were determined as 2 % cellulase enzyme concentration - 30 minutes
enzyme application time, 120 W ultrasound power - 1 minute ultrasound application
time and 140 W microwave power - 1 minute application time. In addition, a quadratic
polynomial regression model was obtained depending on the independent variables in
each extraction method. As a result of the optimization studies, the yield of pumpkin
seed meal protein isolate was 46.243% and the recovered protein was 100% with
ultrasound assisted extraction, which has the highest protein extraction percentage.
The denaturation temperature of pumpkin seed protein isolates was found to be
between 57.60-100.57°C and the enthalpy of denaturation was 15.33 J/g in the
determined optimum condition. Water holding, oil holding, emulsifying and foaming
capacity were determined as 3.25+0.03%, 2.78+0.10%, 30.00+4.08% and
20.0040.00%, respectively. According to the color analysis result of protein isolate
obtained from pumpkin seed meal, L*, a* and b* values were recorded as 69.92+0.360,
-3.39+0.005 and 23.36+0.140, respectively.

This thesis study has revealed the potential for use of by-products and wastes produced
from local soil crops grown in our country in the food industry and reemphasized that
our natural resources can be used effectively. In addition, the extraction method of the
protein concentrates to be formed has offered economical, environmentally friendly
and clean alternatives to the traditional extraction method such as enzyme, ultrasound
and microwave application for plant-based protein production. With this study, thanks
to the high extraction efficiency and recovered protein yield obtained as a result of the
optimization study, it is possible to obtain protein isolate from vegetable wastes, both
to contribute to food sustainability and to obtain protein isolate from local crops as an
alternative to soybean plant, which is the most important oilseed plant imported in
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Turkey. Furthermore, this study showed that it could lead to innovative use of
sunflower and pumpkin seed meal as a protein source, as a functional ingredient or as
a nutritional supplement.
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1. GIRIS

Proteinlerin 6zellikleri ve islevleri nedeniyle insan bedeni i¢in 6nemi bilinen bir
gergektir. Bir insanin saglikli bir hayat siirdlirebilmesi i¢in kilogram basina giinliik
yaklasitk 1,6 gram olan protein ihtiyacini tiikettigi gidalardan karsilamasi
gerekmektedir (Schoenfeld ve Aragon, 2018). Artan diinya niifusuyla birlikte
bireylerin bu gereksinimini karsilayacak olan gidaya ihtiyaci da hizla artmakta,
ozelikle gelismekte olan iilkelerde et tiiketiminde biiylikk oranda yiikselis
goriilmektedir (UNDP, 1998). Bu durum, ¢evre acidan biiyiik risk olusturmaktadir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’ne gére hayvanciligin neden oldugu sera
gazl emisyonu, insanlar tarafindan iiretilenin %18’ine karsilik gelmektedir. Bu oran
kiiresel olarak tiim tasimacilik sistemlerinin toplam emisyonundan fazladir (FAO,
2019). Yapilan arastirmalarin sonuglarina goére gida {irlinlerine yonelik kiiresel
ithtiyacin 2012 ile 2050 yillar1 arasinda %35-50 oraninda artacagi tahmin edilmektedir
(FAO, 2019). Bu ihtiyac1 karsilamak adina bilingsizce atilan adimlar dogal kaynaklar
tilketirken, iklim degisikligi, su kirliligi, biyolojik cesitlilik kaybi1 gibi olumsuz
cevresel sorunlart dogurmaktadir. Kiiresel ¢apta et tilketiminde goriilen hizli bir artisa
paralel olarak hayvancilik sektoriine ait tesisler de siirekli artmakta, cogunlukla
stirdiiriilebilir olmayan kosullar altinda iiretim yapmakta ve ¢esitli cevresel etkileri

ortaya ¢gikarmaktadir (OECD-FAOQ, 2019).

Son yillarda tiiketicilerin bitki bazli beslenmeye giderek artan bir ilgisi bulunmaktadir.
‘Bitki bazl1’ kelimesi, New Nutrition Business’a gore 2014’ten beri ilk on kiiresel gida
trendi arasinda yer almakta ve 2020°da ise ilk {i¢ popiiler konudan biridir (New
Nutrition Business, 2020). Bu egilimin nedenleri arasinda, yukarida bahsedildigi gibi
iklim ve siirdiiriilebilirlik endisesi, hayvansal gidalarin tiikketimine tepkiler ve
tilketicinin artan saglikli beslenme bilinci yer almaktadir. Pahalilik, siirdiirtilebilir
olmamasi ve cevreye olumsuz etkileri nedeniyle hayvansal kaynakli proteinlerin
tilketiminin azalacagi ongoriilmektedir. Ayn1 zamanda hayvanlardan bulasan cesitli
salgin hastaliklar nedeniyle tiiketicilerin hayvansal gidalarin gilivenligi ile ilgili

endisesi giderek artmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1 gida endiistrisi, hayvansal



tirtinlerin bitkisel ikamelerinin iiretimine yonelmistir. Tiiketiciler tarafindan glinden
giine daha cok tercih edilen ikamelerden biri bitki bazli et/et iiriinleri, daha agik bir
ifadeyle, bitkisel protein kaynaklar ile ikamedir. Bitkilerden elde edilen protein ile
iiretilen bitkisel bazli et alternatifleri, estetik olarak ve besin degeri agisindan et
tiriinlerine oldukca benzer Ozelliklerde {iretilen iiriinlerdir (Broad, 2020). Bitkisel
proteinleri, hayvansal proteine alternatif olarak gida endiistrisine sunmak, su ve enerji
kaynaklar1 agisindan 6nemli bir kazang saglamakta, boylece degerli gida kaynaklar
korunmasina katkida bulunmaktadir. Bitkisel protein kaynaklarin zengin besleyici
icerigine sahip olmasi, vegan, vejetaryen gibi 6zel tiiketici gruplari tarafindan tercih
edilmesi, ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi, bitkisel proteinlerin gida uygulamalarinda
kullanilmast igin iyi bir alternatif kaynak olmasini saglamistir (Balandran-Quintana ve
dig, 2019; Cetiner ve Bilek, 2018).

Alternatif protein arayisi, bitkisel bazli et alternatifleri tiretimi i¢in gerekli ilk adim
olarak goriilmektedir. Mintel GNPD kaynaklarina gore 2018 yilinda ve etin ikame
edildigi yeni iiriinlerde en ¢ok kullanilan bitkisel protein, bugday proteini olup soya
fasulyesi ve bezelye de yaygin kullanilmaktadir. Tiiketiciler tarafindan en c¢ok bilinen
soyadan tiretilen “tofu”, “tempeh”, “yuba”, bugday proteininden iiretilen “seitan” gibi
triinlerdir (Kyriakopoulou ve dig, 2019). Ayn1 zamanda, farkli teknolojiler ve uygun
formiilasyonlar kullanilarak mantar, bugday, bakliyatlar, kolza tohumu ve kanola gibi
bitkisel iiriinlerden elde edilen proteinler ile et ikamesi iiretilebilmektedir (Kumar ve
dig, 2017). Ayrica, et ikameleri i¢in bitki kokenli proteinlerine olan ilgi artisina paralel
olarak tizerinde yiiriitiilen ¢alismalar ve tiretim de artmaktadir. Euromonitor verilerine
gore, et ikameleri, diinya ¢apinda 2019 yili cirosu 16.350,0 milyon Euro iken, 2023
yilinda 20.406,0 milyon Euro olmasi beklenmektedir.

Tiirkiye, iklim ve toprak kosullar yoniinden bir¢ok yag hammaddesinin tarimina
elverislidir. Soya, kanola, yer fistig1, pamuk, zeytin, kabak, misir ve ay¢icegi, yag elde
edilen bitkiler icinde en ¢ok tarimi1 yapilan mahsullerdir. Siirekli olarak artan tarimsal
iretimin sonucunda, her y1l biiyiik miktarda yan iiriin ortaya ¢ikmaktadir. Diinyada en
cok tiretilen endiistriyel atiklardan biri, bitkisel matrislerden yagin ¢ikarilmasindan
sonra elde edilen yan drlinler olan yagl kiispelerdir (Sivaramakrishnan ve
Gangadharan, 2009). Aycicegi, soya fasulyesi ve kolzadan sonra diinyada en ¢ok
kullanilan ii¢ yag bitkisinden biridir (FAO, 2019). Aygicegi, yag endiistrisi i¢in ¢ok

onemli bir yagl tohum iken ortalama %43 yag verimi elde edilmekte ve geriye kalan



kiispesi ise hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir (TEPGE, 2020). Ayrica,
Tiirkiye’nin 2018/2019 doneminde aycicegi yagi kiispesi ihracati yaklasik 10 bin tonu
bulmustur (TUIK, 2020). Kabak tohumlar1 ise yag ekstraksiyonu i¢in Tiirkiye’de
yaygin olarak kullanilmasa da 6nemli bir potansiyel protein kaynagidir ve sadece %25-
30 oraninda yag elde edilmektedir (Bulut, 2018). Bu nedenle, bu tez dogrultusunda
aycicek yagi kiispesi ve soguk pres kabak ¢ekirdegi yagi kiispesi iizerinde ¢aligma
yuriitildii. Kiispelerden farkli ekstraksiyon metotlariyla elde edilen protein izolatlar
iiretilerek yag sanayinin yan iiriinlerinden yiiksek katma degeri olan bir ticari bir iiriin
elde edilmesi amaglandi. Bu sayede bitkisel atiklarin, tiiketimi trend, global ve giderek
artacak olan bitkisel protein sektoriinde hammadde olarak kullanim1 ve fonksiyonlari
arastirillarak, yagli tohum kiispeleri ve gelistirilen ekstraksiyon metodu gida

endiistrisine kazandirilmaya ¢aligildi.

Bitki bazli et ve et iriinlerin hammaddesi olarak kullanilan protein izolatlart,
halihazirda yurtdisindan ithal edilmekte ve bu durum maliyetleri ¢cok yiikseltmektedir.
Pazar pay1 giderek genisleyen bu sektorde en fazla kullanilan sar1 bezelye ve soya gibi
ithal iirlinler yerine yerel hammaddelerin, bitkisel yan iiriinlerin ve bitkisel atiklarin
kullanimin1 saglamak bu tez ¢alismasinin oncelikli hedefleri arasindadir. Ek olarak,
protein izolati/konsantrati eldesi i¢in yurtdisi 6rneklerinde sikg¢a kullanilan alkali
ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme gibi metotlarin uygulanmasinin yani sira, diisiik
maliyetli, siireyi azaltan, ¢evre dostu yesil teknolojilerden olan enzim, ultrason ve
mikrodalga gibi farkli yontemler kullanilarak en yiiksek verimde protein izolat1 elde
edilebilecek bir yontem belirlenmistir. Ardindan, en yiiksek verim veren ekstraksiyon
yonteminden elde edilen protein izolatlarmin protein igerigi, renk, fonksiyonel
ozellikleri (su tutma, yag tutma, emiilsiyon olusturma ve kopiik kapasitesi) ve termal

Ozellikleri mevcut calismada sunulmustur.






2. LITERATUR

2.1 Bitkisel Proteinler ve Proteinlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Diinya niifusunun, 2050 yilinda tahmini 9,8 milyar kisiye ulasmasi beklenmektedir.
Diinya niifusundaki bu hizli artis, glivenilir ve siirdiiriilebilir protein kaynaklarina olan
ihtiyaci da arttirmaktadir. Niifus artis1 ile gidaya yonelik talepte %70-100 arasi tahmini
artis beklenmektedir (FAO, 2018). Artan diinya niifusunun protein ihtiyacin
karsilamaya ¢alisan hayvancilik sektoriiniin ¢evresel siirdiiriilebilirlik, gida giivenligi
ve kiiresel saglik konulari lizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (Van Loo ve dig,
2020). Ozellikle 1980’lerde deli dana hastaligmin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, basta
Avrupa olmak iizere diinya genelinde, et proteininin ikamesi konusu oldukca ilgi
kazanmigtir (Asgar ve dig, 2010; Morrison ve dig, 1999). Markets and Markets’a
(2020) gore, bitki bazli et pazarinin 2020°de 4,3 milyar ABD Dolar1 degerinde oldugu
ve %14’liik bir Bilesik Biiylime Hiz1 ile 2025 yilina kadar 8,3 milyar ABD Dolarina
ulasacagi tahmin edilmektedir. Mordor and Intelligence’ in (2020) raporuna gore ise
bitki bazli etler ve diger gidalar COVID-19 salgini sirasinda gii¢lii bir biiylime
gostermistir ve bitki proteinlerinin pazar payr ylikselmeye devam edecegi on

gorilmektedir.

Tiketicilerin bitki bazli beslenmeye giderek artan egilimin nedenleri arasinda, iklim
ve stirdiiriilebilirlik endisesi, hayvansal gidalarin tiikketimine tepkiler ve tiiketicinin
artan saglikli beslenme bilinci yer almaktadir. Bu amagla, gida endiistrisi, hayvansal
driinlerin  bitkisel ikamelerinin iiretimine yonelmistir. Bitki proteinleri, gida
formiilasyonlarinda fonksiyonel bilesenler olarak hayvansal proteinlere kiyasla
ekonomik ve siirdiiriilebilir alternatiflerdir. Gida sanayiinde bitkisel protein
izolatlarinin  genis bir kullanim alani vardir. Ozellikle bebek mamasi
formiilasyonlarinda, sporcu gidalarinda, medikal beslenme amaglh kullanilan 6zel
karisimlarda ve ¢esitli proteince zengin fonksiyonel gidalarin iiretiminde protein
konsantrelerinin ve izolatlarinin kullanimi1 yaygindir. Bununla birlikte, iiriin yelpazesi

genis olan geleneksel et/et iriinleri ve siit/slit lriinleri i¢in alternatif protein



kaynaklarinin olusturulmasinda, gida endiistrisinin protein konsantreleri ve

izolatlarina ihtiyaci giinden giine artmaktadir.

Insan beslenmesi i¢in ¢ok dnemli bir bilesik olan proteinin niceligi kadar fonksiyonel
Ozellikleri de 6nemlidir. Gida sistemlerindeki proteinlerin isleme, depolama, pisirme
ve tiikketim boyunca davraniglarimi diizenleyen fiziksel ve kimyasal ozelliklerine
fonksiyonel ozellikler denir (Kinsella, 1982). Ozellikle yeni gidalarin gelistirilmesi
icin protein islevselliginin tam olarak anlagilmasi gerekir. Bu nedenle, proteinin
islevselligini belirleyen su tutma, yag tutma, emiilsiyon olusturma ve kopiik olusturma

kapasitesi 6zelliklerin bilinmesi gida endiistrisi i¢in 6nem arz etmektedir.

Fonksiyonel 6zellikler, etki mekanizmasina gore “hidrasyonla ilgili 6zellikler (yag/su
absorpsiyonu, ¢oziiniirliik, koyulagma ve 1slanabilirlik), proteinin yapisi ve reoloji ile
ilgili ozellikler (viskozite, elastikiyet, yapiskanlik, agregasyon ve jellestirme) ve
protein yiizeyiyle baglantili nitelikler (kirpilabilirlik, emiilsifikasyon ve kopilirme
aktiviteleri ve protein-lipid film olusumu” olarak siiflandirilmaktadir. Su tutma, yag
tutma, emiilsiyon ve kopiik olusturma kapasitesi proteinlerin dnemli fonksiyonel

ozellikleri arasinda yer almaktadir.

Su tutma kapasitesi, molekiiller tarafindan emilen su miktari olup, proteinlerin
yergekimine kars1 suyu emme yetenegini dlger. Iyon-dipol, dipol-dipol, dipol kaynakl
dipol ve hidrofobik etkilesimlerin tiimii su baglanmasina katkida bulunur (Damodaran
ve Paraf, 1997). Protein ¢oziinmeden suyu baglayabilir, boylece koyulasmay1 ve
viskoziteyi arttirir (Seena ve Sridhar, 2005). Bu deger, saklama kosullarinin

belirlenmesinde dnemlidir (Nevara ve dig, 2021).

Yag tutma kapasitesi, bir gram protein tarafindan emilebilen yag miktaridir. Gida
analizlerinde lezzet tutmanin 6nemli bir parametresidir. Bu parametre, proteinin
yapisina, mevcut lipit tiiriine ve lipitlerin dagilimina ve stabilizasyonuna baglhdir.
Proteinlerin yag tutma kapasitesi, mayonez gibi iirlinler i¢in ¢ok O6nemli olan
emiilsiyon oOzellikleri ile ilgilidir (Escamilla-Silva ve dig, 2003) ve et tretimi
emiilsifikasyonunda onaylanmis bir 6zelliktir (Foegeding ve Davis, 2011). Emiilsifiye
edici kimyasallarin mevcudiyetinin yani sira damlacik boyutu ve dagilimi da bu
kabiliyeti etkilemektedir (Hall, 1996). Yiiksek yag absorpsiyonuna sahip protein,
kiyma formiilasyonunda, katki maddelerinde ve ikame maddeleri gibi farkl: {irtinlerin

formiilasyonunda kullanilabilir (Kaur ve Singh, 2007).



Emiilsiyon olusturma kapasitesi, birbirine karigmayan iki sivinin karigma ozelligi
olarak bilinir (Amza ve dig, 2011) ve proteinin birim agirlig1 basina stabilize edilebilen
arayiizey alam1 miktarim1 dlger (Boye ve dig, 2010). Emiilsifikasyon mekanizmasi,
homojenlestirme isleminde yeni olusan yag damlaciklarinin yiizeydeki peptitleri
adsorbe etmesi yag damlaciklarinin birlesmesini onlemek i¢in koruyucu filmler
olusturmasidir (Dabbour ve dig, 2019). Gidalarda emiilsifikasyon ig¢in diisiik
molekiiler agirlikli yiizey aktif maddeler yerine proteinler kullanilmaktadir.
Proteinlerin emiilgator olarak islev gérmesi, proteinlerin molekiiler 6zelliklerine gore
degisir; ana faktorler molar kiitle, hidrofobiklik, konformasyon kararlilig1, yiik ve pH,
iyonik kuvvet ve sicaklik gibi fiziko-kimyasal faktorlerdir (Kinsella, 1982). Cesitli
yagli tohum protein izolatlarin emiilsiyon 6zellikleri, partikiil boyutu dagilimi veya
yag damlaci81 boyutu ile de belirlenmektedir (Gonzalez-Pérez ve dig, 2005; Puppo ve
dig, 2005).

Koptikler, sivi veya kat1 stirekli fazli gaz kabarcig1 dispersiyonlaridir ve kdpiirme, i¢
ve dis kuvvetlere dayanikli bir ara yiizey filmi olusumunu kolaylastirmak i¢in genis
bir arayiiz alan1 gerektirir. Bir proteinin iiretebilecegi araylizey alani1 miktar1 kdpiirme
kapasitesi ile Ol¢iiliir (Damodaran, 2017). Bu fonksiyonel 6zellik, ¢irpilmis soslar,
sufle ve beze gibi gesitli gidalarin tiretiminde ¢ok dnemli bir parametredir. Gaz halinde
dagilmis fazi stabilize etmek i¢in gerekli olan ana yiizey aktif maddeler olan proteinler,
yiiksek arayliizey aktivitelerinden dolay1 gidalardaki kdpiirmeden sorumludur. Hava/su
arayiiziinde viskoelastik bir bolge olusturur ve siirekli-kohezyonlu gii¢lii filmler tiretir
(Foegeding ve Davis, 2011). Protein esnekligi, yiizey gerilimi ve fiziko-kimyasal
ozellikleri (hidrofobiklik, net yiik ve yiik dagilimi, hidrodinamik 6zellikler) kopiirme
ozelliklerini etkileyen faktorlerdir (Klompong ve dig, 2007). Proteinlerin kdpiirme
ozellikleri, protein kaynagi, isleme yontemleri, sicaklik, pH, protein konsantrasyonu,
karigtirma siiresi ve kopiirme yontemi gibi bir¢ok faktérden etkilenir. Difiizyonu,
adsorpsiyonu ve yayilmayir kolaylastirmasi sayesinde c¢oziiniir protein, daha iyi
kopiirme 6zelligi igin gereklidir. Iyi bir kdpiirme ajani, bir proteinin kopiirme sirasinda
havayr hizla adsorbe edebilmesi ve ayrica hava-su arayiiziinde konformasyonel

degisikliklere ve yeniden diizenlemeye ugramasi gerekir (Vinayashree ve Vasu, 2021).



2.2 Bitkisel Proteinlerin Ekstraksiyon Y ontemleri

Bitkisel proteinlere olan talep ve ihtiya¢ artmasiyla birlikte besin degeri yiliksek, uygun
islevsellige sahip, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu iiretimi olan potansiyel protein
kaynaklar1 arastirilmaktadir. Bitkisel proteinleri ekstrakte etmek icin kullanilan
yontemler, genel olarak bu molekiillerin suda diisiik ¢oziiniirliigline dayanmaktadir.
Izoelektrik ¢okeltmenin yani sira alkali ve alkollii ¢dzeltiler kullanilarak Sziitleme
gerceklesmektedir. Bu geleneksel tekniklerin diisiik verim, yliksek pH degerleri gibi
asir1 kosullarin kullanilmasi (Prado ve dig, 2020) ve polifenollerin oksidasyonu gibi
bazi dezavantajlar1 vardir. Polifenollerin oksidasyonunun sonucu olarak da diisiik
protein sindirilebilirlik ve ¢oziiniirliik, burukluk-act tat ve renkte degisiklik gibi
proteinlerin teknolojik 6zellikleri olumsuz etkilenmektedir. Ayrica bu islem siiresince
cevre icin risk olusturabilecek kimyasal {riinlerin bertaraf edilmesine dikkat

edilmelidir (Gonzélez-Pérez, 2015; Poji¢ ve dig, 2018).

Protein izolatlarinin iiretimi i¢in kullanilan ekstraksiyon yontemleri, bitki hiicrelerinin
icinden protein salimimini saglamak icin 6n asama olarak hiicre pargalanmasini
gerektirmektedir. Klasik olarak hiicre par¢alanmasi 6giitme gibi mekanik yontemlerle
veya 1s1l ve kimyasal islemlerle gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte, proteinlerin
151 veya ¢ozgen kullanimina kars1 yiiksek hassasiyetleri nedeniyle daha yiiksek verim
saglayan ve ekstraksiyon siiresi, ¢evresel etki, proses maliyetleri bakimindan daha
etkin yeni teknolojiler bulunmaktadir. Bitkisel hiicre yikimi i¢in ultrason destekli
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritik akigkan destekli
ekstraksiyon, basincli siv1 ekstraksiyonu ve darbeli elektrik alani gibi yeni teknolojiler

kullanilabilmektedir (Poji¢ ve dig, 2018).

Protein ekstraksiyonu etkinligi, substratin 6zelliklerine, kimyasal bilesime, hiicre
duvarn sertligine, protein yapisina ve proteinin depolama konumuna bagli olarak
degismektedir (De Schouwer ve dig, 2019). Proteinler yiiksek basing ve sicakliga
duyarli biyomolekiiller arasinda yer almakta olup, yiiksek basing proteinlerin {i¢
boyutlu yapisini bozabilmektedir (Lullien-Pellerin ve Balny, 2002). Burdé&jova ve dig,
(2021) badem proteinlerinin eldesi i¢in 5 dk siireyle basingli su (15 MPa) uygulamasi
ile 40°C sicaklikta en yiiksek verimi bildirmislerdir. Farkli ¢ozgenlerin arasindan en
yiiksek protein ekstraksiyon verimi fosfat- (pH 7.4), sodyum borat- (pH 8.5), ve Tris-
HCI tampon (pH 8.5) ¢ozeltileri kullanilarak elde edilmistir.



Enzim destekli ekstraksiyon ise protein izolati eldesinde kullanabilen bir diger
yontemdir. Kimyasal hidrolizasyondan farkli olarak daha diisiik sicaklikta ve daha
genis pH araliginda calismaya elverisli oldugundan dolay1 son yillarda proteinlerden

izolat eldesinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.

Ultrason uygulamasi, kavitasyonel kabarciklar iireterek yiliksek basing ve sicakliga
sahip makroskopik 0Olgekte yerel sicak noktalar olusturarak ekstraksiyonun
gerceklesmesini saglar. Ultrasonun, diger yontemlere kiyasla avantajlari, daha az
zaman almasi, daha az solvent kullanimi gerektirmesi ve diger ekstraksiyon
teknikleriyle kolayca birlestirilebilmesi olarak siralanabilir. Ultrason uygulamasi ile
ekstraksiyon oda sicakliginda gerceklestirildiginden, gida bilesenlerinin oksidasyonu
ve bozunmasini Onlenir. Termal olmayan ve yesil bir isleme teknolojisi olarak
kullanilan ultrason uygulamasi, bezelye proteini, soya fasulyesi proteini, piring
proteini ve bugday tohumu proteininin molekiiler yapisint degistirmek gibi protein
modifikasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ultrason, kavitasyon etkisiyle
hidrojen bag1 ve elektrostatik kuvvet gibi molekiiler baglar1 yok ederek proteinlerin
yapisini degistirebilmektedir. Bu tiir modifikasyonlar, proteinlerin ¢oziintirliigiinii,
jellesmesini, emilsiyonunu ve kopiirme o6zelliklerini iyilestirmektedir (Li ve dig,

2020).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, bitkisel matrislerden biyoaktif bilesikler elde etmek
i¢in tercih edilen cevre dostu bir ekstraksiyon yontemidir (Llompart ve dig, 2019). Bu
islem sirasinda mikrodalga 1s1masi, bitki hiicrelerinde bulunan suyun sicakligin
yiikselterek iclerindeki basinci arttirir. Basingtaki bu yiikselme, hiicre duvarinin
aginmasini saglayarak, ekstrakte edilmek istenilen molekiillerin hizli ve verimli bir
sekilde disar1 salinmasima izin vermektedir. Bu yOdntemin avantajlari esas olarak
ekstraksiyon siiresinin, solvent tiiketiminin, enerji tiiketiminin ve ihtiyag duyulan
hammadde miktarinin azaltilmasi, ekstraksiyon veriminin ise artmasidir (Vinatoru ve

dig, 2017).

2.3 Fermantasyonun Bitki Bazh Proteinlerin Kalitesi Uzerindeki Etkisi

Bitki bazli proteinlerin kalitesi, sindirilebilirliklerine, amino asit igeriklerine ve fenolik
bilesikler ve beslenme karsit1 bilesikler gibi besleyici olmayan bilesiklerin varligina

baglhdir.



Bitki bazli proteinler, hayvan kdkenli proteinlere kiyasla diisiik sindirilebilirlige
sahiptir. Bu nedenle, bu proteinler, gastrointestinal rahatsizliklara yol acarak digkida
asir1 protein atilimina neden olabilmektedir (FAO, 2013; Paivarinta ve dig, 2020; Wu
ve dig 2022,). Bitkisel proteinlerin bu olumsuz niteligi, fermantasyon prosesi ile
¢oziilebilir. Ciinkii, fermentasyon, proteinlerin kismen parcalanmasini saglayarak
emilmeyen proteinlerin seviyesini diisirmekte ve zayif bagirsak emiliminin neden
oldugu alerjik etkileri azaltmaktadir (Salem ve dig, 2013; Ogodo ve dig, 2019;
Dawood ve Koshio 2020; Alrosan ve dig, 2021b). Protein i¢in 6nemli bir nitelik olan
sindirilebilirlik, viicut tarafindan emilen ve tutulan amino asit bilesimini yonetmekte
(Moore ve Soeters, 2015) ve genellikle bir proteinin proteoliz kabiliyetini ve varligini
degerlendirmek icin bir gosterge olarak kullanilmaktadir (Berrazaga ve dig, 2019).
Fermantasyon, besleyici olmayan bilesiklerin azalmasina neden olabilmektedir.
Fermantasyon, proteinlerin ¢apraz baglanmasini, proteolizi ve proteinlerin matristen
salimmasi tesvik ederek bitki bazli proteinlerin sindirilebilirligini arttirmaktadir
(Chandra- Hioe ve dig, 2016; Alrosan ve dig, 2022¢; Pranoto ve dig, 2013; Cabuk ve
dig, 2018; Yasar ve dig, 2020; Alrosan ve dig, 2021b).

Bitki bazli proteinlerde bulunan beslenme karsiti bilesiklerin olumsuz etkisi,
fermantasyon ile bertaraf edilebilmektedir (Alrosan ve dig, 2022; Cabuk ve dig, 2018).
Fermantasyon sirasinda mikroorganizmalarda bulunan enzimler, proteinler ve
beslenme karsiti bilesikler arasindaki baglarin ayrilmasini saglayarak bitki bazl
proteinlerin protein sindirilebilirliginin ve fonksiyonel 6zelliklerinin artmasina neden

olmaktadir.

Fermentasyonun amino asit igerigine, protein tipine, kullanilan bakteriye ve
fermantasyon kosullarina bagl olarak protein verimi iizerinde ¢esitli etkileri oldugu
bilinmektedir (Pranoto ve dig, 2013). Fermantasyon, sekerlerin pargalanmasi
nedeniyle protein icerigini (Cabuk ve dig, 2018; Alrosan ve dig, 2022c) ve tiim amino
asitlerin (metiyonin ve sistein hari¢) igerigini arttirmaktadir (Jannathulla ve dig, 2017;
Cabuk ve dig, 2018). Fermentasyon siiresi arttik¢a peptitlerin ve amino asitlerin
serbest birakilmasi, yiizey yiiki, yiizey hidrofobikligi, protein sindirilebilirligi ve su-
yag tutma kapasitesi artmakta ve ti¢linciil yapi, katlanma ve viskozite azalmaktadir.
Yani sira, proteinin ikincil yapist degismekte ve kopiirme ozellikleri, emiilsiyon

ozellikleri ve besin degeri gelismektedir (Alrosan ve dig, 2022).
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2.4 Aycicegi ve Yag Kiispesi

Asteraceae familyasina ait Helianthus cinsindeki 67 tiirden biri olan aygicegi
(Helianthus annus L.), tek yillik bir kiiltiir bitkisidir. Achene olarak da bilinen ayg¢icegi
¢ekirdegi, kuru, basit, tek ¢ekirdeklidir ve bir tohum endosperminden ve meyvenin

duvari olan yapisik bir perikarptan olusmaktadir (Lusas, 1985).

Aygigegi bitkisi, yenilebilir tohumlar1 ve yagi i¢in yaygin olarak yetistirilmektedir.
2017°de 47 milyon tonun oldukga iizerindeki iiretimiyle diinyanin en ¢ok iiretilen
dordiincii yagh tohumudur (FAO, 2019). Yani sira, bitkisel yag tiretiminde dérdiincti
en Onemli kiltlir ve yagli tohum kiispesi liretiminde iiglincli en 6nemli mahsuldiir
(Dantas ve dig, 2017; Pilorgé, 2020). ABD, Ukrayna ve Arjantin, kiiresel iiretimin
%66,36’s1n1 olusturan baslica aycicegi lireticileri olarak bilinmektedir (Dantas ve dig,

2017).

Aycicegi tohumunda kabuk ve c¢ekirdek orant Onemli olgiide degiskenlik
gostermektedir. Yagli tohum olmayan aygicegi tiirleri %47 kabuk igerirken yagl
tohum tiirlerinden %20-30 kabuk icermektedir. Tohumun bilesimi, ay¢igegi ¢esidine
gore degismektedir (Salunkhe ve dig, 1992). Aygekirdegi bilesimi yaklasik %15
protein, %58 toplam yag, %3 kiil ve %24 karbonhidrat olup 675 kcal toplam enerji
icermektedir (Prado ve dig, 2020). Aycigegi yetistiriciligi agirlikli olarak yag elde
etmek ve biyoyakit liretimi amaciyla yapilmaktadir (Dantas ve dig, 2017).

Siirekli olarak artan tarimsal iiretimin sonucunda, her yil biiyiikk miktarda yan {iriin
ortaya c¢ikmaktadir. Diinyada en ¢ok iiretilen endiistriyel atiklardan biri, bitkisel
matrislerden yagmn ¢ikarilmasindan sonra elde edilen yaglh kiispelerdir
(Sivaramakrishnan ve Gangadharan, 2009). Aygigegi, soya fasulyesi ve kolzadan
sonra diinyada en ¢ok kullanilan ii¢ yag bitkisinden biridir (FAO, 2019). Kullanilan
yonteme bagli olarak aycicegi ¢cekirdegi kirma islemi, tohumun %25 ila %33 iinii yaga
dontstiirmektedir (Kartika ve dig, 2010). Ardindan, aycicegi kiispesine hekzan veya
metanol gibi ¢oziicli ilavesiyle yeni bir ekstraksiyon islemi uygulanir ve yan {riin
olarak yagi alinmis aygcicegi kiispesi/keki elde edilir. Yag ekstraksiyonu sonucunda
tiretilen kiispe, islenmis tohumun kiitlesinin yaklagik %36’sin1 temsil etmekte

(Yegorov ve dig, 2019) ve yem hammaddesi olarak degerlendirilmektedir.

Aygcigek yagi iiretimi diinya niifusundan daha hizli biiyiimektedir ve bu anlamda yagin

rafine edilmesi sirasinda olusan tortunun dogru bir sekilde atilmasi gerekmektedir
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(Carré ve Pouzet, 2014). 2017 yilinda 19 milyon ton ay¢igegi yag: kiispesi liretilmistir
(Karefyllakis ve dig, 2019). Halihazirda bu yan iirlin hayvan yemi veya toprakta giibre
olarak kullanilmakta veya atilmaktadir (Dabbour ve dig, 2019; Anal, 2018; Teh ve
Bekhit, 2015). Bununla birlikte, aycigek yagi kiispesi, fazla miktarda iiretilmesi,
yiikksek besin degeri ve rekabetci fiyatlart nedeniyle bircok endiistriyel proseste
hammadde olarak kullanimi s6z konusu olabilecek potansiyel tiriindiir (Salgado ve dig,
2012). Ulkemizde en fazla ekim alani ve iiretime sahip yagl tohumlu bitki olan
aycicegi, yag endiistrisi i¢in ¢ok dnemli bir yagli tohum iken ortalama %43 yag verimi
elde edilmekte ve geriye kalan kiispesi ise hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir
(TEPGE, 2020). Ayrica, Tirkiye’nin 2018/2019 doneminde aygicegi yagi kiispesi
ihracat1 yaklasik 10 bin tonu bulmustur (TUIK, 2020).

Aygicegi yan tiriinii, protein (%30-63), kiil (%6-9,5), yag (%1,0-5,6), polifenoller (%2-
5) acisindan zengindir. Bu yoniiyle kimya, ilag ve gida endiistrilerindeki uygulamalar
icin dikkat c¢ekmektedir. Aygigegi kiispesi, esas olarak albiiminler (%17-30),
globiilinler ve oleosinler (Gonzalez-Perez, 2015) dahil olmak {iizere diger kiiciik
proteinleri icerir ve protein igerigi (%30-50) yiiksektir. Halihazirda literatiirdeki bircok
calismada rapor edildigi gibi aycicegi kiispesi igerigi, ekmek, tortilla, krep, kek,
kurabiye, ¢ubuk kraker, makarna, protein barlar ve tahil gevregi gibi unlu mamullerde
besinsel, teknolojik ve duyusal Ozelliklerini degistirerek bir bilesen olarak
uygulanabilmektedir (Manchuliantsau ve Tkacheva, 2019). Aygcicegi kiispesi
bilesenlerinin bu sekilde uygulanmasi, ¢ogunlukla diger meyve yan iiriinlerine kiyasla
yiiksek protein icerigi ve kiigiik parcacik boyutu sayesinde ger¢eklesmektedir (Grasso
ve dig, 2020; Manchuliantsau ve Tkacheva, 2019).

2.5 Aycicegi Yag Kiispesinin Proteinleri

Yagli tohumlar, bitkisel proteinlerinin en 6nemli kaynagidir. Soya proteini, gidalarda
islevsel bir bilesen olarak kullanilan ana yagli tohum proteinidir. Ayrica son yillarda
kullanilan bezelye, nohut, ac1 bakla, kolza tohumu, ay¢icegi vb. liriinler, soyanin
tiretilmedigi veya ¢ok az iiretildigi bolgelerde yaygin olarak bulunabilmeleri sebebiyle
uygun diger protein kaynaklaridir (Hanson, 1974; Mart ez, 1979; Bodwell ve Petite,
1983). Ozellikle aygicegi, yag cikartma isleminde yaygin olarak kullanilmasindan
dolay1 hem bitki yetistiriciler hem de tireticiler tarafindan yaygin olarak bilinmektedir.

Ek olarak, diisiik miktarlarda beslenme karsiti faktorler (proteaz inhibitorleri,
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siyanojenler ve glukosinolatlar gibi) igermekte ve amino asit bilesimlerinin (lizin
hari¢) Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) modeline uygun olmast,

aycicegi tohumlarinin 6nemli avantajlaridir (Gassmann, 1983).

Tirkiye’de ticari olarak yeterince degerlendirilemeyen aycgigek kiispesi ¢ogunlukla
yakacak, giibre veya yaklasik 535.000 ton ile diinya ortalamasinda 6. sirada yer
almaktadir (USDA, 2016). Aygigek kiispesi de prina gibi lignoseliilozik lif, protein ve
mineraller icermektedir. Prinanin aksine ay¢icek kiispesinin protein miktar1 yiiksek
olup, ortalama %32 olarak olarak bildirilmistir (Lomascolo ve dig, 2012). 1000 kg
aycicek cekirdeginin yag icin islenmesinden 560-640 kg kiispe olusmaktadir (FAO,
2016). Aycicek kiispesinde antioksidan (Ren ve dig, 2010), antihipertansif (Megias ve
dig, 2004), antihiperglisemik ve hipokolesterolemik (Taha ve dig, 2014) ve bakir-
selatlama ozelligindeki peptitleri (Megias ve dig, 2007, 2008) inceleyen ¢alismalar

literatiirde mevcuttur.

Aygigegi kiispesi protein izolat1 biyomolekiillerin besinsel agidan zengin olmalari, yag
ve su emme gibi fonksiyonel ve teknolojik 6zelliklerinin yani sira kdpilirme ve jellesme
ozelliklerinin daha yiiksek olmasi sayesinde genis bir uygulama alanina sahiptir. Bu
nedenle 6nemli bir bitkisel protein olarak goriilmekte ve bu proteine olan talep
artmaktadir. Aygigegi proteinlerinin gida bilesenleri olarak kapsamli bir sekilde
degerlendirildigi (Lusas, 1985; Dudonis ve Lasztity, 1986) caligmalara gore gidalarda
hala sadece baz1 kii¢iik uygulamalar bulunmaktadir. Bu uygulamalar temel olarak
gidalarin aycicegi unu ile zenginlestirilmesi, 6zellikle et ve siit tirilinleri, bebek

formiilleri, unlu mamuller ve makarna triinleri ile ilgilidir (Salunkhe ve dig, 1992).

Aygigegi yan iirlinlinden elde edilen protein hidrolizatlar1 ve peptitler, insan sagliginda
onemli biyolojik aktiviteler olan antioksidan (Dabbour ve dig, 2019a, 2019;
Habinshuti ve dig, 2019; Megias ve dig, 2009; Prado ve dig, 2020) ve antihipertansif
(Dabbour ve dig, 2020; Luo ve He, 2018; Megias ve dig, 2009) aktiviteler, anti-
inflamatuar ve immiin modiile edici etkiler (Velliquette ve dig, 2020) géstermektedir.
Ayn1 zamanda, toksisite belirtilerinin neden oldugu hig¢bir yan etki géstermemekte
(Canistro ve dig, 2017) ve hardal kepegindeki glikosilatlar, soya kepegindeki proteaz
inhibitorleri veya pamuk kiispesindeki gossipol gibi protein agisindan zengin diger
kaynaklara gore daha diisiik antinutrisyonel bilesen igerigine sahiptir (Gonzalez-Pérez

ve Vereijken, 2007).
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Aygigegi protein izolatlarin  fonksiyonel Ozelliklerini iyilestirmek igin
modifikasyonu, endiistriyel uygulamalarini artirmak adina alternatif bir yaklasim
olarak goriilmektedir (Abu ve dig, 2006; Jambrak ve dig, 2008). Ultrason uygulamasi
kullanilarak yapilan modifikasyon, proteinleri degistirmek i¢in hizli, verimli ve uygun

maliyetli bir yontemdir.

2.6 Kabak Bitkisi, Cekirdegi ve Yag Kiispesi

Kabak bitki ailesi, Cucurbita cinsine ait 12 tiir i¢erir ve bunlarin ekonomik a¢idan
onemli dort tirii Cucurbita moschata, C. maxima, C. pepo ve C. Mixta’dir
(Xanthopoulou ve dig, 2009, Caili ve dig, 2006). Kabak bitkisinin igerisinde kabak
cekirdegi denilen tohumlar bulunmaktadir. Tiirkiye’de kabak cekirdegi ¢ogunlukla

Cucurbita pepo L. tiirii bitkisinin tohumlarindan elde edilmektedir.

Diinyada kabak ¢ekirdegi tiretiminin en fazla yapildig1 yerler arasinda sirasiyla Cin,
Hindistan, Rusya ve Amerika Birlesik Devletleri yer almaktadir. Kabak cekirdegi
kuruyemis olarak kullaniminin yani sira bir sanayi iiriiniidiir. Gida sektoriinde ¢ikolata,
sekerleme, yag elde etme, ekmek ve pasta sanayinde kullanilmasi gibi genis bir
yelpazede degerlendirilmektedir. Tohum c¢ekirdekleri baz1 gidalarda katki maddesi
olarak kullanilmaktadir ve kabak c¢ekirdegi proteinleri ve yaglarinin besin degeri
hakkinda cesitli raporlar mevcuttur (Lazos, 1986; Al-Khalifa, 1996). Baz1 kabakgil
tiirlerinin orijin merkezi olan Tiirkiye’de, Cucurbitaceae familyasina ait olan kabak
tiirlerinin  biiyiik bir boliimii rahatlikla yetistirilmektedir. Tiirkiye Istatistik
Kurumu’ nun (TUIK) 2018 yili verilerine gore (TUIK, 2018), Tiirkiye’de 737 bin 891
dekar alanda ekimi yapilan c¢erezlik kabaktan 55 bin ton iiriin elde edilmektedir.
Tiirkiye’de kabak cekirdegi iiretimi, Ic Anadolu Bolgesinde bulunan illerde daha
yiiksek olup Kayseri, Nevsehir, Aksaray, Karaman, Eskisehir ve Konya’da iiretimi
genis ¢apta yapilmaktadir (Park Seed, 2011).

Kabak bitkisinin ¢ekirdeginde tiire gore degisen %35-50 oraninda yag, %25-40
oraninda protein, %25 oraninda karbonhidrat, diyet lifi, vitaminler ve mineral
maddeler bulunmaktadir (Abak ve dig, 1997; Alfawaz, 2004). Kabak cekirdeginin
potansiyel saglik etkileri son yillarda 6ne ¢ikmistir. Kabak ¢ekirdeginin, kolesterolii
diisiirmede, prostat hastaliklarin1 6nlemede, antikanser ve antienflamatuar 6zelliklerde
ve bagisikligr iyilestirmede olumlu etkileri vardir. Aym1 zamanda fitosteroller,

vitaminler ve polisakkaritler bakimindan zengindir ve tip, gida, kimya ve yem
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endiistrisi acgisindan O6nem kazanmistir (Ferreira ve dig, 2019). Kabak ¢ekirdegi

yagmin iilkemizde de tiiketiminin artacagi beklenmektedir.

Kabak ¢ekirdegi yagi hem Tiirkiye nin Orta Anadolu Bolgesi’nde hem de diinyada ¢ok
yaygin olarak kullanilan bir yagdir. Kabak c¢ekirdekleri ozellikle Avrupa’da
Avusturya, Macaristan, Cek Cumhuriyeti, italya ve Ispanya gibi iilkelerde yag igin
yetistirilmekte ve son 5 yildir kabak cekirdegi yaginin popiilerligi ve kullanim1 hizla
artmaktadir (Bulut, 2018). Bu iilkelerde tiretilen kabak ¢ekirdeklerinin yag icerikleri
yaklasik %50 civarindadir (Murkovic ve dig, 1996; Fidan, 2010).

Kabak ¢ekirdeginin yag1 ¢ikarildiktan sonra kalan kiispenin ticari degeri oldukca
diisiik olup, biiyilk oranda hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Kabak cekirdegi
kiispesi, klorojenik asit icermez ve bu nedenle gida iiriinlerinin organoleptik ve
besinsel kalitesini etkilememektedir (Gao ve dig, 2021). Kabak ¢ekirdegi, beslenme
acisindan iyi dengelenmis proteinler iceren zengin bir kaynak olup literatiirde protein
eldesi amaciyla kabak c¢ekirdeginin genelde biitiin halde degerlendirildigi
goriilmektedir (Bucko ve dig, 2015, 2016).

2.7 Kabak Cekirdegi Yag Kiispesinin Proteinleri

Tarimsal-endiistriyel yan {riinlerin protein tiretimi i¢in kullanilmasi, bu yan iirtinlere
ticari deger katacak siirdiiriilebilir bir alternatiftir (Helkar ve dig, 2016). Kabak
cekirdeginin yag1 c¢ikarildiktan sonra geriye kalan kiispe, icerdigi yiiksek protein
miktar1 dolayisiyla potansiyel protein kaynagidir (Lazos, 1992).

Kabak ¢ekirdegindeki ana proteinler, depolanan tuzda ¢6ziinen globulinlerin
(cucurbitin) yani sira albiiminler, glutelinler ve prolaminlerden olusur (Marcone ve
dig, 1998). Kabak ¢ekirdeginden elde edilen birgok protein ayrica antidiyabetik,
antifungal, antibakteriyel, antienflamatuar ve antioksidan aktiviteler gibi farmakolojik
ozellikler de gosterir (Caili ve dig, 2006).

Kabak c¢ekirdegi kiispesinin %60-65 gibi yiiksek bir protein igerigine sahip olmasi,
onu bitki kaynakli ¢ekici ve gelecek vaat eden bir protein kaynagi yapmaktadir.
Literatiirdeki sonuglara gore, kabak cekirdegi, proteininin zengin esansiyel aminoasit
icerigi bakimindan soya fasulyesine benzer oldugu goriilmiistiir (Nwokolo & Sim,

1987).
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Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, kabak (Cucurbita maxima) tohum proteininin
siralt ekstraksiyonu ve karakterizasyonu ile kabak (Cucurbita pepo) tohumundan
protein izolatinin ¢oziiniirliik, emiilsifiye edici 6zellikleri ve termal 6zellikleri iizerine
sadece birkag ¢alisma yapilmistir (Rezig ve dig, 2013, Bucko ve dig, 2015). Bununla
birlikte, Cucurbita moschata’nin tohum proteinlerinin karakterizasyonu, fonksiyonel

ve beslenme 6zellikleri hakkinda ¢ok fazla rapor bulunmamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez calismasi kapsaminda bitkisel protein izolati eldesi i¢cin hammadde olarak aycicegi
yagl kiispesi (Helianthus annuus) ve soguk sikim kabak cekirdegi yagi kiispesi
(Cucurbita pepo) kullanilmistir. Protein izolatinin eldesi i¢in kullanilan aygigegi yagi
kiispesi Sunar Yag’dan ve soguk pres sikim kabak cekirdegi yagi kiispesi misir

carsisindaki Tas Bag1 adl1 aktardan temin edilmistir.

Kiispeler bir ogiitiiciide (IKA A11 basic markali) ogiitiildiikten sonra 450 um’lik bir
elekten elenerek "6giitiilmiis aycicek yagi kiispesi ve ogiitiilmiis soguk sikim kabak
cekirdegi yagi kiispesi"” elde edilmistir. Ek olarak, aygekirdegi yagi kiispesi hekzanda
once 1:4 oranda daha sonra 1:3 oranda ultrasonik su banyosunda 25 dk bekleterek yagi

azaltilmistir. Kiispeler analiz ¢alismalar1 boyunca +4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil

3.1 ve Sekil 3.2).

Sekil 3.1 : Aygigegi yagi kiispesi ve yagsizlastirilip 6giitiilmiis hali.

Mevcut tez calismasi i¢in kullanilan tiim kimyasallar yiiksek saflikta olup Merck
firmasindan ve enzimatik ekstraksiyon isleminde kullanilan seliilaz enzimi,

Celluclast® Novozymes firmasindan temin edilmistir.
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Bradford yontemi ile toplam protein miktar1 analizinde, standart egrinin
olusturulmasinda Thermo Fisher Scientific firmasindan Bovine Gamma Globulin (2

mg/mL) kullanilmistir.

Sekil 3.2 : Soguk pres sikim kabak cekirdegi yag kiispesi ve 6giitiilmiis hali.

3.2 Yontem

3.2.1 Hammaddelerin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi

Numunelerin kimyasal kompozisyonu Resmi Analitik Kimyagerler Birligi (AOAC)
yontemlerine gore belirlenmistir (AOAC, 2006). Hammaddelerin nem, protein, kiil,
yag ve ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lif icerigi, sirastyla 925.1, 981.10, 923.03, 920.85
ve 962.09 standart AOAC (2006) yontem numaralar1 kullanilarak analiz edilmistir.

Karbonhidrat igerigi ise diger bilesenlerin toplam yiizdesi ¢ikarilarak hesaplanmaistir.

3.2.2 Bitkisel protein izolat1 eldesi ve ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu

Kiispelerden elde edilen protein izolatlarinin yiiksek verimle iiretilmesi amaciyla her
bir kiispe i¢in ekstraksiyon kosullart 2 temel adim ile optimizasyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Oncelikle alkali ekstraksiyon kosullart (pH degeri,
kati:¢ozgen oran1 ve NaCl konsantrasyonu) yanit ylizey metodu (RSM) ile optimize
edilmistir. Ardindan ekstraksiyonu destekleyen 3 farkli yesil teknolojinin protein

verimine katkisini tespit etmek i¢in faktoriyel tasarimi uygulanmistir.
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2- Faktoriyel tasarim

Enzim Destekli

1- Yamt Yiizey metodu ile Ekstraksiyon
Box-Behnken tasarimi

Alkali Ultrases Destekli
Ekstraksiyonu Ekstraksiyon

Yag Kiispesi

Mikrodalga

Destekli
Ekstraksiyon

Sekil 3.3 : Ekstraksiyon yontemin belirlenmesinde deney tasarimu.
3.2.2.1 Alkali ekstraksiyon

Kiispeler, belirlenen kati:¢6zgen oraninda ve belirlenen yiizde NaCl igeren ¢ozelti ile
karigtirilmistir. Karigimin pH’1, 1 veya 3 N NaOH kullanilarak belirlenen degere
ayarlanmis ve 30 dk oda sicakliginda karistirilmistir. Ekstraksiyon iglemi sirasinda
stispansiyon, 0,5 N HCI veya 0,5 N NaOH kullanilarak sabit pH’da tutulmustur. Daha
sonra karisim santrifiijlendikten sonra (25 dk boyunca 10.000 g) siipernatan
toplanmistir ve tortu, tuzlu su ¢ozeltisi i¢inde yeniden siispanse edilerek tekrar 6zl
cikarilmistir. Filtrattaki ¢6zlinmiis proteinler, 1 veya 3 N HCI kullanilarak pH 4.5’
ayarlanmasiyla ¢okeltilmistir. Cokelti, s1vi fazdan 4°C ve 10000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek ayrilmig ve siipernatant atilmistir. Coken proteinler toplandiktan sonra
damitilmig su ile yikanmistir. Ardindan nétralize edilmis ve dondurularak

kurutulmustur.

Alkali ekstraksiyon optimizasyonu

Aygigegi kiispesinin ve kabak ¢ekirdegi kiispesinin protein eldesi igin ayr1 ayr1 alkali
kosullarinin optimizasyonu, Minitab 21.4 yazilimimin yardimiyla gerceklestirilmistir.
Alkali ekstraksiyonunda pH (X1), NaCl (%) (X2) ve kati:¢6zgen orani (X3) etkisini

degerlendirmek i¢cin Box-Behnken tasarimi kullanilmistir.

Protein izolati verimi (Y) yamit degiskeni olarak tahmin edilmistir. Literatiir
caligmalar esas alinarak Cizelge 3.1°de ve Cizelge 3.2°de verildigi gibi pH degeri,
kati:¢6zgen orani ve NaCl konsantrasyonu i¢in degerler se¢ilmistir (Slabi ve dig, 2020;

Dabbour ve dig, 2018; Malik ve Saini, 2017; Salgado ve dig, 2011; Ordonez ve dig,
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2001; Devi ve Badwaik, 2021; Gadalkar ve Rathod, 2020; Gao ve dig, 2020;
Lalnunthari ve dig, 2020; Quanhong ve Caili, 2005).

Tim deneysel tasarim, ongoriilemeyen varyasyonlarin sansini azaltmak igin rastgele
bir sekilde ytiriitiilen merkezi noktada {i¢ tekrar i¢eren 17 ¢alismadan olusuyordu. X1,
X2 ve X3’e (bagimsiz degiskenler) bagl protein izolati verimi, ikinci dereceden bir
polinom regresyon modeli kullanilarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.1 ve Cizelge

3.2).

Cizelge 3.1 : Aygicegi kiispesi igin Alkali Ekstraksiyonda Box-Behnken tasarimi igin
bagimsiz degiskenler ve seviyeler.

Bagimsiz Degiskenler Sembol Seviyeler
-1 0 1
pH X1 8 9,5 11
Kati:¢cozgen orant (%) X2 0,04 0,12 0,2
NaCl konsantrasyonu (%) X3 0 1 2

Cizelge 3.2 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi igin Alkali Ekstraksiyonda Box-Behnken
tasarimi i¢in bagimsiz degiskenler ve seviyeler.

Bagimsiz Degiskenler Sembol Seviyeler
-1 0 1
pH X1 8 9,5 11
Kati:¢6zgen orani (%) X2 0,03 0,115 0,2
NaCl konsantrasyonu (%) X3 0 4 8
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Ogatulmis Kispe (<430
)

Cazic ekleme (hedef
pH da) ve Kangtirma (30
dic}

iniHETes Enzim Uy, Ultrason Uygnlamaz Mikrodalga Uy,
Oclls) (% 300 X db) [h08 “’olt%{ dk) (84 “'Enlt_ X d)

Allcali Ekstraksiyon (XX
pH, %XX NaCl,
%a3CX kah: gozgen)

Sekil 3.4 : Kiispelerden protein izolat eldesi akis semasi.

3.2.2.2 Enzim destekli ekstraksiyon

Kiispe, alkali ekstraksiyonda optimize edilerek belirlenen kati:cozgen oraninda ve
belirlenen yiizde NaCl igeren ¢ozelti ile karistirilmistir (Cizelge 3.3). Ardindan,
faktoriyel tasarim uygulanarak ¢alismak istenen yiizde konsantrasyonundaki seliilaz
enzimi ilave edilmis ve caligmak istenen siire boyunca su banyosuna (38°C)

birakilmistir. Geri kalan ekstraksiyon islemi, alkali ekstraksiyonu sekilde ilerlemistir.

Cizelge 3.3 : Aycigegi kiispesi ve kabak ¢ekirdegi kiispesi igin enzim, ultrason ve
mikrodalga destekli ekstraksiyonlarin deneysel tasarimi i¢in bagimsiz degiskenler ve

seviyeler.
Enzim Destekli Ultrason Destekli Mikrodalga
Destekli
Seviye Konsantrasyon Stire Giig Stire Giig Siire
(%) (dk) (W) (dk) (W) (dk)
-1 0,1 30 60 1 140 1
+1 2 120 120 10 700 3
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3.2.2.3 Ultrason destekli ekstraksiyon

Kiispe, alkali ekstraksiyonda optimize edilerek belirlenen kati:¢6zgen oraninda ve
belirlenen yiizde NaCl igeren ¢ozelti ile karistirllmistir (Cizelge 3.3). Ardindan kiispe,
faktoriyel tasarim uygulanarak ¢alismak istenen giice ayarlanmis ultrasonik banyoda
(VWR Ultrasonic cleaner) ¢aligmak istenen siire boyunca muamele edilmistir. Geri
kalan ekstraksiyon islemi, alkali ekstraksiyonu sekilde ilerlemistir.

3.2.2.4 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Kiispe, alkali ekstraksiyonda optimize edilerek belirlenen kati:cozgen oraninda ve
belirlenen yiizde NaCl igeren ¢ozelti ile karigtirllmistir (Cizelge 3.3). Ardindan kiispe,
faktoriyel tasarim uygulanarak caligmak istenen giice ayarlanmis mikrodalgada
(Argelik) ¢alismak istenen siire boyunca muamele edilmistir. Geri kalan ekstraksiyon
islemi, alkali ekstraksiyonu sekilde ilerlemistir.

3.2.2.5 Protein izolatimin kurutulmasi

[zoelektrik pH’da ¢oktiiriilen proteinler dondurucu kurutucu ile kurutulmus ve diger
tiim analizler boyunca -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.6 Protein veriminde optimum ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi

RSM ile belirlenen optimum alkali ekstraksiyon kosullarinda ¢alisilan enzim, ultrason
ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun optimum kosullari, faktoriyel tasarim ile
belirlenmistir. Sonuglara gore izolat verimi ve protein verimi hesaplanmistir (formiil

3.1ve3.2).

Geri kazanilan proteinin en yiiksek oldugu ekstraksiyon yontemi, aygigegi kiispesi
protein izolat1 ve kabak ¢ekirdegi kiispesi protein izolat1 eldesi i¢in se¢ilmistir. Bu

yontemle elde edilen izolatlar tez ¢aligmasi boyunca analizlerde kullanilmistir.
izolat verimi (%) = ( mi/mk ) x 100 (3.1)
Geri kazanilan protein (%) = ((mi X pi)/(mk X pk) ) x 100 (3.2)
Burada; mi: protein izolatinin kiitlesi (g)
m k: kiispenin kiitlesi (g)
p i: izolattaki protein igerigi (%)

p k: kiispenin protein igerigi (%)
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3.2.3 Analiz yontemleri

3.2.3.1 Protein tayini

Protein izolatlarinin toplam protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile tayin
edilmistir. 0,05 ml protein ekstrakti ile 0,10 ml Bradford reaktifi karanlikta ve oda
sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Absorbans UV/Vis spektrofotometrede (595 nm)

Olctimil yapilmis ve hesaplamada kalibrasyon egrisi i¢in serum albumin kullanilmistir.

3.2.3.2 Renk analizi

Kurutulmus protein izolatlarinin renk o6zelliklerini tanimlamak i¢in Chroma Meter
(Konica Minolta, Tokyo, Japan) kullanilarak CIELAB renk parametreleri (L*, a* ve

b*) belirlenmistir.

3.2.3.3 Termal ozelliklerin belirlenmesi

Gida bilesenlerinin kalite ozellikleri, liretimleri sirasinda uygulanan buharlastirma,
dondurma gibi 1s1l islemler sonucu etkilenmektedir. Toz formda elde edilen protein
izolatlarinin termal ozellikleri diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile

incelenmistir.

Izolatlarin termal davranisi, indiyum (To = 156,4°C, AH = 28,4 J/g) ile kalibre edilmis
Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC Q10 V9.9 Build 303) kullanilarak

karakterize edilmistir.

Yaklasik 3,5 miligram numune, hermetik bir aliminyum tavada kapatilmis ve -20 ila
200°C’den 5°C/dk hizinda 1sitilmistir. Bos bir aliiminyum tava referans olarak
alinmistir (Subas1 ve dig, 2020).

3.2.3.4 Protein izolatimin fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesi

Su tutma kapasitesi

Meriles ve dig. (2019)’nin uyguladigi metot esas alindi. 1 gram numune {izerine 10 ml
saf su eklenmistir. 30 saniye karistirildiktan sonra 30 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. 20 dk (3000 g’de 25°C’de) santrifiij edildikten sonra siipernatant

tartilmistir. izolatin su tutma kapasitesi (%) formiil 3.3 kullanilarak hesaplanmuistir:

FAC = (a—Db)/c (3.3)
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a : protein izolat1 ve emilen su ile tiipiin kiitlesi, g.
b : tiip ve protein izolatinin kiitlesi, g.

¢ : Protein izolatinin kiitlesi, g.
Yag tutma kapasitesi

Meriles ve dig. (2019)’nin uyguladig1 metot esas alinmistir. 1 gram 6rnek iizerine 10
ml yag eklenmistir. 30 saniye karistirildiktan sonra 30 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 20 dk (3000 g’de 25°C’de) santrifiij edilmis ve siipernatant
tartilmustir. Izolatin yag tutma kapasitesi (%) formiil 3.4 kullanilarak hesaplandi:

FAC = (a—Db)/c (3.4)
a : protein izolat1 ve emilen yag ile tiipiin kiitlesi, g.
b : tiip ve protein izolatinin kiitlesi, g.
¢ : Protein izolatinin kiitlesi, g.
Emiilsiyon olusturma kapasitesi
Iki gram numune tartilip, iizerine 100 ml su edilmistir. 9500 rpm’de 30 saniye
homojenize edildikten sonra karisima 100 ml yag eklenmistir. Ardindan, 9500 rpm’de
2 dk homojenize edilmistir. Karisimin igerisinden 10 ml alinip 1200 g’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra emiilsiyonun yiiksekligi ve santrifiij tiipiindeki karigimin yiiksekligi

birbirine oranlanarak sonu¢ alinmustir (Shchekoldina ve Aider, 2014). Izolatin

emiilsifiye etme kapasitesi (%) formiil 3.5 kullanilarak hesaplanmistir:
FEC =Ve/V0 - %100 (3.5)
Ve: Emiilsifiye edilmis katmanin hacmi (ml)

Vo: Karisimin baslangi¢c hacmi (ml)

Kopiik kapasitesi

Njintang ve dig. (2001)’nin uyguladig1 metot esas alinmistir. 4,5 gram un iizerine 150
ml saf su eklenir ve 9500 rpm’de, 2 dk homojenize edilmistir. Ardindan 250 ml’lik
meziirlere bosaltilan 6rneklerin 0., 5., 10., 20., 30. ve 60. dklarda kopiik seviyeleri
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Olciilmiistiir. Kopiirme kapasitesi ve kopiirme stabilitesi, asagida gosterildigi gibi 3.6

ve 3.7 denklemlerine gore hesaplanmistir (Jarpa-Parra, 2015; Malik ve Saini, 2017):
FA = Hf/HO - 100% (3.6)

FS = HSmin/Hf - 100% 3.7)

FA : Koplirme kapasitesi, %.

H f: Kopligiin yiiksekligi, ml.

H 0 : Cozeltinin kopiik olusmadan 6nceki ytiksekligi, ml.

FS : Kopiik stabilitesi, %.

H 5min : 5 dk sonra kopiigiin yiiksekligi, ml.

3.2.4 istatistiksel Islem

Tiim deneyler iic kopya halinde gerceklestirilmistir. Deneysel sonuclar ortalama =+
standart sapma olarak ifade edilmistir. Ortalama degerler, P < 0,05 oldugunda anlaml
olarak farkli kabul edilmistir. Optimizasyon c¢aligmalar1 i¢in Minitab Statistical

Software 21.4 kullanilarak RSM ve faktoriyel tasarim yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Aycicegi Yag Kiispesi

4.1.1 Kimyasal kompozisyonu

Aycicegi kiispesi, yagdan arindirma islemi uygulanarak yag icerigi %25’ten %1,18’e
kadar azaltilmistir. Yag i¢erigindeki azalma, fonksiyonel 6zellikleri gelistiren bir islem
olarak bilinmekte ve ticari fizibiliteyi iyilestirmek i¢in yeni iirlinlerin gelistirilme

olasiligin1 artirmaktadir (Kinsella, 1982).

Aycicegi kiispesinin kimyasal kompozisyonunu belirleyen nem, protein yag,
¢Oziinmez ve ¢oziiniir diyet lifi ve kiil igerigi sirastyla %12,2+0,225, %32,541+1,301,
%1,183+0,453, %50,412+0,023, %7,875+0,002 ve %5,82+0,089 bulunmustur.

Aycicegi kiispesi, literatiirde bildirilen %27,8 ila %61,4 protein igerigi ve %0,2 ila %3
yag igerigi arasinda yer almaktadir (Kaur ve Ghoshal, 2022; Salgado ve dig, 2012;
Lazos, 1992; Grasso ve dig, 2019; Shchekoldina ve Aider, 2014; De Oliveira Filho ve
Egea, 2021). Ilgili calismalar genel olarak, bu calismadaki aygicegi kiispesinin

degerleriyle uyumlu bulunmustur.
4.1.2 Protein izolat1 eldesi ve ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu

4.1.2.1 Alkali ekstraksiyon

Aygcigegi kiispesi i¢in Box-Behnken tasarim ile alkali ekstraksiyon kosullarimin
optimize edilen pH, kati:cozgen orani (%) ve NaCl konsantrasyonu (%) ve bunlarin

yanit1 olarak protein izolat1 verimi Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Model denklemin istatistiksel analizi ve katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile
tahmin edilmistir (Cizelge A.1). Gozlenen model, yanitlar i¢in anlamliyd: (P <0,05),
bu modelin yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi uygun bir sekilde
tanimlayabildigini desteklemektedir. ANOVA ile protein izolat1 verimi tizerindeki P

degerleri araciligiyla her terimin 6nemi, Cizelge A.1’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1 : Aygigegi kiispesi i¢in alkali ekstraksiyon kosullarinin optimize edilen
bagimsiz degiskenleri ve bunlarin yaniti olarak protein izolat1 verimi.

StdOrder RunOrder PtType Blocks pH NaCl  Kati:gozgen Izolat/kiispe

(%) orant (%) (%)
11 1 -1 1 9,5 0 0,12 12,50
16 2 0 1 9,5 1 0,12 10,79
5 3 1 1 8 0 0,2 6,02
2 4 1 1 11 0 0,04 18,49
15 5 0 1 9,5 1 0,12 7,04
3 6 1 1 8 2 0,04 5,80
12 7 -1 1 9,5 2 0,12 6,81
13 8 -1 1 9,5 1 0,04 10,17
7 9 1 1 8 2 0,2 2,10
6 10 1 1 11 0 0,2 13,61
17 11 0 1 9,5 1 0,12 6,91
14 12 -1 1 9,5 1 0,2 8,31
9 13 -1 1 8 1 0,12 4,65
10 14 -1 1 11 1 0,12 11,75
8 15 1 1 11 2 0,2 7,93
1 16 1 1 8 0 0,04 3,26
4 17 1 1 11 2 0,04 10,99

Sonuglar, modeldeki farkliliklarin yani sira iki dogrusal terim ve pH ile NaCl
konsantrasyonu etkilesimi (P <0,05) anlamli bulunurken, kati:cdzgen orani anlamli
degildi (P>0,05). Sekil 4.1°de goriildiigii gibi kati:c6zgen orami azaldikca izolat
veriminde artig vardir. Fakat ultrason giiciiniin etkisi modelde anlamli derecede fark
olusturmamistir. Bunun nedeni, 0,04 ile 0,2 kat1 ¢6zgen orani1 arasindaki farkin 6nemli
olmamasi olabilir. Modeldeki her terim i¢in, diistik bir P degeri ve yiiksek bir F degeri,
yanit degiskeni lizerinde daha 6nemli bir etkiye isaret etmektedir (Quanhong ve Caili,

2005).

Aygigegi kiispesi icin alkali ekstraksiyonda optimum kosulun, %17,323 izolat/kiispe
sonucunu tahminleyen (d: %92,878) pH 11, %0,04 kati:¢6zgen orant ve %0 NaCl
konsantrasyonundaki kosul oldugu tespit edilmistir (a:0,05) (Sekil 4.1).
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Optimal pH NaCl (%) Katicoz

D-0g28g N U 20 0,20
o Cur [11,0] [0,0] [0,040]
Low 8,0 0,0 0,040
izolat/k
Maximum
y=17,3227
d =092878

Sekil 4.1 : Aygicegi kiispesi i¢in alkali ekstraksiyonun optimizasyon grafigi.

Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %16,17+0,46 izolat/kiispe bulunmus
olup %14,80 ile %19,85 giiven araligina girmekte oldugu goriilerek modelin
validasyonu saglanmistir. Model i¢in anlamli bulunan pH degerine, NaCl yiizdesine
ve kati:¢ozgen oranina (bagimsiz degiskenler) bagli protein izolat1 verimi sonuglari,
denklem 4.1°de gosterildigi sekilde ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli (R-
SQpred: %068,13) kullanilarak degerlendirilmistir:

Izolat /kiispe (%) = — 22,98 + 3,713 pH + 7,32 NaCl (%) —

4.2)
13,42 Kati: ¢ozgen orant (%) — 0,983 pH * NaCl (%)

4.1.2.2 Enzim destekli ekstraksiyon

Aycicegi kiispesi i¢in faktoriyel tasarim ile enzim destekli ekstraksiyon kosullarinin
optimize edilen siire ve enzim konsantrasyonu ve bunlarin yanit1 olarak protein izolati
verimi Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Model denklemin istatistiksel analizi ve

katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile tahmin edilmistir (Cizelge A.2).

Gozlenen model, yanitlar icin anlamliyd: (P <0,05), bu modelin yanit ve bagimsiz
degiskenler arasindaki iligskiyi uygun bir sekilde tanimlayabildigini desteklemektedir.
ANOVA ile protein izolat1 verimi lizerindeki P degerleri araciligiyla her terimin 6nemi
Cizelge A.2°de gosterilmektedir. Buna gore modelde iki dogrusal terim (P <0,05)
anlamli bulundu. Ekstraksiyonda enzim konsantrasyonu arttikca aycigegi kiispesinden

daha fazla protein izolati elde edilmistir.
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Cizelge 4.2 : Aycigegi kiispesi i¢in enzim destekli ekstraksiyon kosullarinin optimize
edilen bagimsiz degiskenleri ve bunlarin yanit1 olarak protein izolat1 verimi.

RunOrder CenterPt Blocks Siire (dk) Konsantrasyon (%) izolat / Kiispe (%)

1 1 1 120 0,1 15,60
2 1 1 120 2 16,76
3 1 1 30 2 10,12
4 1 1 30 0,1 6,04
5 1 2 120 0,1 10,55
6 1 2 120 2 19,23
7 1 2 30 2 10,15
8 1 2 30 0,1 6,28
9 1 3 120 0,1 14,04
10 1 3 120 2 15,03
11 1 3 30 2 8,60
12 1 3 30 0,1 7,64

Vergara-Barberan ve digerlerinin (2015) calismasinda belirttigi gibi seliilaz kullanimu,
hiicre duvarinin  parcalanmasindan  kaynaklanan protein  ekstraksiyonunu

tyilestirmektedir.

Aycigegi kiispesi i¢in enzim destekli ekstraksiyonda optimum kosul, %16,847
izolat/kiispe sonucunu tahminleyen (d: %81,931) %2 enzim konsantrasyonu ve 120 dk

enzim uygulama siiresi oldugu tespit edilmistir (:0,05) (Sekil 4.2).

Optimal Sire Konsantr
) High 120,0 2,0
LA ks Cur [120,0] [2,0]
Low 30,0 0,10
izolat /

Maximum

y = 16,8467

d=0,81931

Sekil 4.2 : Ayg¢icegi kiispesi i¢in enzim destekli ekstraksiyonun optimizasyon grafigi.
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Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %17+0,005 izolat/kiispe bulunmus olup
%14,937 ile %18,756 giiven araligina girmekte oldugu goriilerek modelin validasyonu
saglanmistir. Uygulama siiresine ve enzim konsantrasyonuna ve uygulama siiresine
(bagimsiz degiskenler) bagli protein izolat1 verimi sonuglari, formiil 4.2°de gosterildigi
sekilde ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli (R-SQpred: %78,05) kullanilarak

degerlendirilmistir:

Izolat /kiispe (%) = 3,97 + 0,0785 Siire (dakika) +

1,732 Konsantrasyon (%) (4.2)

4.1.2.3 Ultrason destekli ekstraksiyon

Aycicegi kiispesi i¢in Faktoriyel tasarim ile ultrason destekli ekstraksiyon kosullarinin
optimize edilen ultrason giicli ve uygulama siiresi ve bunlarin yanit1 olarak protein

izolat1 verimi Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3 : Aycicegi kiispesi i¢in ultrason destekli ekstraksiyon kosullarinin
optimize edilen bagimsiz degiskenleri ve bunlarin yaniti olarak protein izolat1 verimi.

RunOrder  CenterPt  Blocks  Giig¢ (W) Siire (dK) Izolat/Kiispe (%)
1 1 1 120 1 16,48
2 1 1 120 10 18,68
3 1 1 60 10 19,11
4 1 1 60 1 16,74
5 1 2 120 1 15,82
6 1 2 120 10 19,15
7 1 2 60 10 17,80
8 1 2 60 1 14,27
9 1 3 120 1 16,63
10 1 3 120 10 17,92
11 1 3 60 10 18,62
12 1 3 60 1 14,41

Model denklemin istatistiksel analizi ve katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile
tahmin edilmistir (Cizelge A.3). Gozlenen model, yanitlar i¢in anlamliydi (P <0,05),
bu modelin yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi uygun bir sekilde
tanimlayabildigini desteklemektedir. ANOVA ile protein izolati verimi iizerindeki P

degerleri araciliiyla her terimin 6nemi Cizelge A.3’te gosterilmektedir. Sonuca gore
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modelde stire degiskeni (P <0,05) anlamliyken, ultrason giici anlamli bulunmadi
(P>0,05). Sekil 4.3°te goruldiigii gibi uygulama giicii arttik¢a izolat veriminde artig
vardir. Fakat ultrason giicliniin etkisi modelde anlamli derecede fark olusturmamustir.

Bunun nedeni, 60 W ile 120 W arasindaki farkin 6nemli olmamasi olabilir.

Aygigegi kiispesi icin ultrason destekli ekstraksiyonda optimum kosul, %18,86
izolat/kiispe sonucunu tahminleyen (d: %93,974) 120 W ultrason giicii ve 10 dk
uygulama stiresi oldugu tahmin edilmistir (a: 0,05) (Sekil 4.3).

Optimal Glig (W) stire (dk
_ High 120,0 10,0
e Cur [120,0] [10,0]
Low 60,0 1,0
izolat /
Maximum
y = 0,1886
d =0,93974

Sekil 4.3 : Aygicegi kiispesi i¢in ultrason destekli ekstraksiyonun optimizasyon
grafigi.
Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %19,143+0,02 izolat/kiispe bulunmus
olup %17,879 ile %19,841 giiven araligimma girmekte oldugu goriilerek modelin
validasyonu saglanmistir. Ultrason uygulama siiresine ve giicline bagli protein izolati
verimi sonuglari, formiil 4.3’te gosterildigi sekilde ikinci dereceden bir polinom

regresyon modeli (R-SQpred: %662,24) kullanilarak degerlendirilmistir:

Izolat /kiispe (%) = 0,14472 + 0,000104 Giic (W) +

0,003137 Siire (dk) (4.3)

4.1.2.4 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Aycicegi kiispesi icin Faktoriyel tasarim ile mikrodalga destekli ekstraksiyon
kosullarinin optimize edilen mikrodalga giicii ve uygulama siiresi ve bunlarin yaniti

olarak protein izolat1 verimi Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4 : Ayc¢igegi kiispesi i¢in mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullarinin
optimize edilen bagimsiz degiskenleri ve bunlarin yanit1 olarak protein izolat1 verimi.

StdOrder  RunOrder  CenterPt  Blocks Giig Siire Izolat/Kiispe
(W) (dk) (%)

4 1 1 1 700 3 13,968
3 2 1 1 140 3 14,409
2 3 1 1 700 1 17,478
1 4 1 1 140 1 13,979
8 5 1 2 700 3 7,429

7 6 1 2 140 3 7,937

6 7 1 2 700 1 11,153
5 8 1 2 140 1 10,422
12 9 1 3 700 3 6,132

11 10 1 3 140 3 10,007
10 11 1 3 700 1 13,453
9 12 1 3 140 1 10,304

Model denklemin istatistiksel analizi ve katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile
tahmin edilmistir (Cizelge A.4). Gozlenen model, yanitlar i¢in anlamliydi (P <0,05),
bu modelin yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi uygun bir sekilde
tanimlayabildigini desteklemektedir. ANOVA ile protein izolati verimi iizerindeki P
degerleri araciligiyla her terimin 6nemi Cizelge A.4’de gosterilmektedir. Sonuca gore
modelde siire degiskeni ve mikrodalga giicii ile siire etkilesimi (P <0,05) anlamliyken,

giic anlaml1 bulunmadi (P > 0,05).

Sekil 4.4’de goriildigii gibi giic arttikga izolat veriminde artis vardir. Fakat giiclin
etkisi modelde anlamli derecede fark olusturmamistir. Bunun nedeni, 140 W ile 700
W arasindaki farkin 6nemli olmamasi olabilir. Aygicegi kiispesi i¢in mikrodalga
destekli ekstraksiyonda optimum kosul, %14,028 izolat/kiispe sonucunu tahminleyen
(d: %69,593) 700 W mikrodalga giicii ve 1 dk uygulama siiresi oldugu tahmin
edilmistir (a: 0,05) (Sekil 4.4).

Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %15,113+1,71 izolat/kiispe bulunmus
olup %12,315 ile %15,741 giiven araligina girmekte oldugu goriilerek modelin

validasyonu saglanmuistir.
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Gig (W) Stire (da

Optimal High 7000 30
. 9 ' '
D: 06959 Cur [700,0] [1.0]

Low 1400 1.0
izolat/k
Maximum
y = 14,0280
d = 0,69593

Sekil 4.4 : Aygicegi kiispesi i¢in mikrodalga destekli ekstraksiyonun optimizasyon
grafigi.
Mikrodalga giicline ve uygulama siiresine bagli protein izolat1 verimi sonuglari, formiil
4.4°te gosterildigi sekilde ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli (R-SQpred:

%71,33) kullanilarak degerlendirilmistir:

Izolat /kiispe (%) = 10,84 + 0,00802 Giic (W) +

0,116 Siire (dk) — 0,00363 Gii¢c (W) * Siire (dk) (44)

4.1.2.5 Protein veriminde optimum ekstraksiyon yonteminin belirlemesi

RSM ile aygigegi kiispesi igin belirlenen pH11, %0 NaCl ve %0,04 kati:¢ozgen orant
ile birlikte uygulanan enzim, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun optimum
kosullart Cizelge 4.5’te verilmistir. En yiiksek protein geri kazanimi, ultrason
uygulamas: ile elde edilmistir. Ayrica ultrason destekli ekstraksiyon, diger
yontemlerden 6nemli derecede farkli bulunmustur. Bu nedenle aycicegi kiispesi
protein izolat1 eldesinde, tez calismasi boyunca tiim analizler i¢in izolat veriminin
%22,656 ve geri kazanilan protein igeriginin %58,826 ile en yliksek oldugu ultrason

destekli ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Bu sonug, literatiirde bildirilenin {izerindedir. Dabbour ve dig. (2018), aycicegi
kiispesinden proteinin ultrasonik ekstraksiyon kosullarin1 optimize etmek i¢in Box-
Behnken tasarimini kullandi ve optimum ekstraksiyon noktalart olan 45 °C’de 15 dk

uygulanan 220 W gii¢ ile %54,26’1ik bir protein verimi elde etmistir.
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Cizelge 4.5 : Aygicgegi kiispesi i¢in optimum kosullardaki alkali, enzim, ultrason ve
mikrodalga destekli ekstraksiyonun izolat verimi ve geri kazanilan protein igerigi.

Ekstraksiyon Optimum kosullar Izolat verimi Geri kazanilan protein
yontemi (%) (%)
Alkali pH 11; %0 NaCl; 16,171+0,461° 42,486+1,468°
0,04 kati:¢cozgen
orant
Enzim %2 seliilaz; 120 dk 19,038+1,047% 44,69+2,365°
destekli
Ultrason 120 W; 10 dk 22,656+0,6312 58,826+0,064%
destekli
Mikrodalga 700 W; 1 dk 15,113+1,717° 40,536+0,058°
destekli

Ayni siitunda farkli kiigiik harf ile gosterilmis degerler arasinda istatistiksel olarak

onemli bir fark bulunmaktadir (P < 0,05).

4.1.3 Renk analizi

Aycicegi kiispesinden elde edilen protein izolatin L* degeri 29,14340,53, a* degeri
0,817+0,09, b degeri ise 7,5434+0,35 olarak kaydedilmistir. Gidalarda renk, kabul
edilebilirlik yoniinden olduk¢a énemli bir duyusal 6zelliktir. Uriiniin renk degerleri,
kurutma isleminde iiretilen gidalarin kalitesini ve duyusal albenisini gdsteren bir kalite
faktortidiir. Literatiirde verilen bilgiye gore, L* degeri koyuluk-parlaklik, a* degeri
kirmizihk (+a*) yesillik (-a*) ve b* degeri ise mavilik (-b*) sarihik (+b%*)
belirtmektedir (Hunter, 1975).

Literatlirde ayc¢icegi tlizerinde yapilan protein izolasyonu ¢aligmalar1 sonucunda elde
edilen toz tirlinlerin renk degerleri L* degeri 33 ile 57,93, a* degeri -4 ile 2,4 ve b*
degeri ise 2,10 ile 12,80 arasinda bildirilmistir (Dabbour ve dig, 2018; Petraru ve dig,
2021). Bu baglamda mevcut ¢alismada bulunan aygigegi proteini, bildirilenlerden daha
az parlaklik degerine sahiptir. Kirmizilik ve sarilik degerleri ise bildirilen aralikta

seyretmistir.

Subasi ve dig. (2020), calismasinda ay¢icegi protein izolatlarin1 dogal (fenolikli) ve
fenolsiizlestirilmis halini renk Ol¢limiinii yapmis ve Orneklerin fenolsiizlestirme

isleminden sonra parlaklik (L*) ~%14 artmistir.

35



Bu nedenle, ayciceginden elde edilen protein izolatinin koyu rengi, protein
ekstraksiyon islemi sirasinda es zamanli polifenol oksidasyonu ve fenolik-protein

etkilesiminden kaynaklaniyor olabilir (Weisz ve dig, 2010).

Ticari olarak satilan soya protein konsantresinin renk degerleriyle (L*: 88,40, a*:1,10,
b*:14,56) karsilastirilldiginda elde edilen protein izolatlarimin daha koyu oldugu
goriilmektedir (Toews ve Wang, 2013). Bunun nedeni aygigegi kiispesinin soya
fasulyesine gore ¢cok daha yiiksek oranda fenolik madde i¢ermesi ile agiklanabilir (Sari
ve dig, 2013; Gasparetto ve dig, 2012). Fenolik bilesikler alkali ortamda okside olup

proteinlerle etkilesime girerek koyu rengin olugsmasina neden olmaktadir.

Aygigegi protein izolati, insan beslenmesinde kullanimi giiglii koyu yesil rengi
nedeniyle biiyiik bir zorluk (Shchekoldina ve Aider, 2014) olarak goriilmesine ragmen

bu calismada yesillik (-a*) degerin aksine hafif kirmizilik (+a*) degeri bulunmustur.

4.1.4 Termal ozelliklerin belirlenmesi

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ile dl¢iilen gidanin ve bilesenlerinin termal
karakterizasyonu, isleme, koruma ve depolama sirasinda gidada meydana gelen gida
bilesenlerinin (6rn. karbonhidratlar, proteinler) termal 6zelliklerindeki degisiklikleri
aciklamak igin bir 6l¢ii olarak kullanilmaktadir. Uretim siirecini ve kalite kontroliinii
optimize etmek i¢in DSC Olgiimlerinin kullanilmasi, yeni iriinlerin gelistirilmesi

sirasinda oldukea etkilidir (Kaur ve dig, 2021).

DSC, o6zellikle protein stabilitesinin karakterizasyonu i¢in ¢ok uygundur ve yiiksek
sicaklik nedeniyle bir acilmasi gerceklesen makromolekiiliin entalpi degisikliklerine
iligkin bir fikir saglar (Kaur ve dig, 2021). Cam gecis sicakligt (Tg), baslangic
denatiirasyon sicakligi (Tonset), tepe sicakligi (Tp) ve toplam entalpi degisimi (AH),
DSC tarafindan saglanan en 6nemli termal gostergelerdir (Parniakov ve dig, 2018).
Tepe sicaklik (Tpeak, Tp) genellikle denatiirasyon sicakligi (Tq) olarak kabul edilir
(Mehryar ve dig, 2017). Denatiirasyon sicakligi (Tq), gida biliminde gerekli olan
proteinlerin termal stabilitesinin bir dlgiisiidiir ve bu sicaklikta proteinlerin yapisal
konfigiirasyonundaki degisiklikler meydana gelir. Biiyiik 6l¢iide 1s1, tuz, pH ve
mekanik kayma vb. etkilenmektedir. Entalpi degisimi ise proteinin ii¢linciil yapisini
ortaya ¢ikarmak icin gereken enerjiyi ifade eder. Protein sisteminin ikincil yapisi ile

iligkilidir (Meng ve Ma, 2001).

36



Ultrason ile tiretilen aygigegi kiispesi protein izolatinin termal 6zellikleri, diferansiyel
tarama kalorimetrisi kullanilarak belirlenmistir. Termal 6zelliklere ait bilgileri Cizelge
4.6’da gosterilmektedir. DSC sonucuna gore aygicegi protein izolatlarinin

denatiirasyon sicaklig1 yaklasik 86 ile 126°C araliginda seyretmistir.

Cizelge 4.6 : Aygigegi kiispesi protein izolatinin termal 6zellikleri.
Ty To Tp AH
61,385+3,41°C 85,82+4,35°C 125,645+2,23 °C 8,75+1,63 J/g

Tg = Cam gegis sicakligi, To = baslangi¢ sicakligi, Tp = tepe sicakligi, AH = faz gegis entalpisi.

Proteinler ¢ok cesitli termal gegis sicakliklar1 gosterirler (Mehryar ve dig, 2017).
Literatiirde ekstre edilmis aycicegi protein izolatlarinin DSC termogramlari, izolatlarin
karakteristik denatiirasyon sicaklig1 65-120 °C araliginda kaydedilmistir (Perez, 2003;
Ermis ve Karasu, 2020; Molina ve dig, 2004; Malik ve Saini, 2017, 2019; Malik ve
dig, 2016; Subas1 ve dig, 2020). Mevcut ¢alismada bulunan daha yiiksek T degeri,
yiiksek termal stabilite ile iliskilidir. Ayrica, bu deger, proteinin igciinciil yapisi
hakkinda bilgi vermektedir (Tang ve Sun, 2011). Elde edilen daha yiiksek Tp degeri
nedeniyle li¢iinciil konformasyonun daha kompakt oldugu soylenebilir. Denatiirasyon
entalpisi ise 1,3-9,5 J/g (Subas1 ve dig, 2021; Malik ve Saini, 2017, 2029; Malik ve
dig, 2016; Jia ve dig, 2022) araliginda sonug alinmis olup Malik ve Saini (2019) (7,10
J/g) ve Jia ve dig. (2022) (9,5 J/g) arastirmacilar, mevcut ¢alisma ile (8,75 J/g) benzer

sonuglar bildirmistir.

Ultrason uygulanan ve uygulanmayan aycicegi protein izolatlarin termal 6zelliklerini
inceleyen ¢alismalarda (Malik ve Saini, 2018; Gani ve dig, 2022), ultrason uygulanan
protein izolatlarda daha diisik Tq ve AH degeri kaydedilmistir. Bu c¢iktilara gore
izolatlarin ultrason uygulanmasi, termal stabilitesinin azalmasiyla ve proteinin diizenli
yapisinin bozulmasiyla sonuglanmaktadir. Bunun nedeni, akustik kavitasyonun, peptit

zincirinin yapisinda degisikliklere neden olmasi olabilir (Cui ve dig, 2020).

4.1.5 Fonksiyonel 6zelliklerin belirlenmesi

Farkli yaglhh tohum kiispeleri, fonksiyonel oOzelliklerinde onlari benzersiz kilan
farkliliklara sahiptir. Genellikle yag c¢ikarildiktan sonra, bir kismi hayvan
beslenmesinde kullanilmakta ve geri kalan her sey atilmaktadir. Calismada aycicegi
kiispesi, yagdan arindirma islemi uygulanarak yag icerigi %25’ten %1,18’e kadar

azaltildi. Yag icerigindeki azalma, fonksiyonel ozellikleri gelistiren bir islem olarak
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bilinmekte ve ticari fizibiliteyi iyilestirmek i¢in yeni {iriinlerin gelistirilme olasiligini

artirmaktadir (Kinsella, 1982).

Aygigegi protein izolatlarin 25 °C’de belirlenen fonksiyonel 6zellikleri Cizelge 4.7’ de

verilmistir.

Cizelge 4.7 : Aygigegi protein izolatinin termal 6zellikleri.

Fonksiyon 6zellikleri Yiizde (%)

Su tutma 2,78+0,08

Yag tutma 2,49+0,04
Emiilsiyon olusturma kapasitesi 58,33+£2,36
Kopiirme kapasitesi 50,00+0,00

4.1.5.1 Su tutma kapasitesi

Bu calismada analiz edilen aygigegi proteini izolat1 2,781+0,08 g su/g izolat bulundu
(Cizelge 4.7). Bu deger, diger yazarlar tarafindan bildirilen 0,71 ila 3,27 g su/g izolat
(Bhise, 2015; Brachet, 2015; Lin ve dig, 1974; Sosulski, 1977; Salgado ve dig, 2012;
Grasso ve dig, 2019; Malik ve Saini, 2017; Shchekoldina ve Aider, 2014; Kaur ve
Ghoshal, 2022) arasinda degisen degerlerin arasinda yer almaktadir.

Analizler i¢in hazirlanan kiispe 450 pum partikiil boyutunda olup, bir c¢aligmada
(Dabbour ve dig, 2018) ise kullanilan kiispenin 250 pm’dir. Yazarin aygigegi
kiispesinde ultrason destekli protein ekstraksiyonun optimizasyonu ger¢eklestirilen
calismasinda, 0,985 g su/g izolat olarak bulunan su tutma degeri, bu ¢alismada bulunan
degerden %64,5 daha diistiktiir. Bu sonug, proteinin kii¢lik partikiil boyutu sayesinde
kolayca ¢oziilerek daha diigiik su tutma degerleri vermesiyle agiklanabilir. Ciinki
protein matris yapisi, O0zellikle gézenek boyutu, su-protein etkilesimini etkilemektedir
(Duckham ve dig, 2001). Bir baska olas1 agiklama ise diyet liflerinin yiiksek igerigine
atifta bulunabilir (Grasso ve dig, 2019).

Aygcigegi kiispesi protein izolat1 ile bitki ve hayvan kaynakli diger protein
bilesenlerinin fonksiyonel 6zelliklerinin karsilastirildigi bir calismada (Shchekoldina
ve Aider, 2014) soya proteini izolati, yagsiz siit tozu ve yumurta tozunun su tutma
kapasitesi sirasiyla 3,5 su/g izolat, 0,4 su/g izolat ve 1,9 g su/g izolat bulunmustur. Bu
caligmada incelenen aycicegi kiispesi izolat1, yagsiz siit tozundan ve yumurta tozundan

sirastyla 6,95 kat ve 1,46 kat daha yiiksek su tutma kapasitesine ve soya protein

38



izolatindan %20,57 daha diisiik su tutma kapasitesine sahiptir. Bu yazarlar tarafindan
bildirilen degerler ile bu ¢aligmada sunulan degerler arasindaki fark, farkli polipeptit

bilesimine sahip olmasina veya farkli ay¢icegi ¢esidi olmasina baglanabilir.

Ayrica bu fark, aycicek yagi kiispesi ve protein izolatlarin hazirlanmasi sirasinda
cesitli fiziksel ve kimyasal islemlerin neden oldugu agregasyon-ayrisma durumundaki

degisikliklerden kaynaklanabilir.

4.1.5.2 Yag tutma kapasitesi

Aygigegi kiispesi protein izolatinin yag tutma kapasitesi 2,494+0,044 g yag/g izolat
olarak literatiirdeki 1,25 ila 2,85 g yag/g izolat (Lin ve dig, 1974; Shchekoldina ve
Aider, 2014; Grasso ve dig, 2019; Ermis ve Karasu, 2020; Kaur ve Ghoshal, 2022)
deger arasindadir. Bu deger, optimize edilmis ultrason destekli protein ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen aygigegi kiispesinden (Dabbour ve dig, 2018) %21,07 daha
yiiksektir. Ayrica, Malik ve Saini (2017) tarafindan fenolden arindirilmis aygigegi
kiispesinden elde edilen protein izolatlar1 icin bildirilen 1,084-1,298 g yag/g izolat
degerlerinden de daha yiiksektir. Literatiirdeki sonuglar ile bu ¢alisma arasindaki fark,
ultrason uygulamasiyla birlikte proteinlerin agilmasindan, diger bir deyisle denatiire
proteinlerin yag baglama kapasitesini gelistiren gdmiili hidrofobik gruplar1 ortaya

¢ikarmasindan kaynaklanmis olabilir (Dabbour ve dig, 2018).

Bu ¢aligmada bulunan deger, soya proteini izolat1 i¢in bildirilen ¢aligmadan (Zhang ve
Zhao, 2013) %37,65 daha diisiik olup baska bir ¢caligmanin (Shchekoldina ve Aider,
2014) sonucuyla ise uyumluluk gostermektir (p<0.05). Ote yandan, aygicegi
kiispesinin yag tutma Ozellikleri, soya unu, konsantreleri ve izolatlar1 ile
karsilastirilmistir (Lin ve dig, Humbert ve Sosulski 1974). Aycicegi 6rnekleri, soya
orneklerinden daha yiiksek yag emilimi sergilemistir. Mevcut sonuglar, aygicegi
kiispesinden elde edilen protein izolatinin iyi yag tutma kapasitesine sahip oldugunu
gostermektedir. Bu durum, iyi yag tutma kapasitesinde iyilesmeye neden olan
hidrofobik gruplarin siirekli maruz kalmasiyla sonikasyona dayali protein

denatlirasyonuna baglanabilir (Malik ve dig, 2017).

4.1.5.3 Emiilsiyon olusturma kapasitesi

Mevcut ¢alismada bulunan aygigegi kiispesi protein izolatinin emiilsiyon olusturma

aktivitesi %58,33+2,36 bulunmustur. Literatiirde bu aktivite (%32,17-53,2) i¢in daha
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diisiik degerler (Petraru ve dig, 2021; Dabbour ve dig, 2018; Cai ve dig, 1996;
Venktesh, 1993) bulunmustur. Soya, hardal ve keten tohumu gibi tohumlarin
analizlendigi bir ¢alismada (Rani ve Badwaik, 2021), tohum kiispelerinde emiilsiyon
kapasiteleri %40,69 ile %57,18 arasinda degisiklik gostermistir. Aralarindan yagi
alinmig soya kiispesinin emiilsiyon kapasitesi %57,18+2,47 ile en yiiksek
bulunmustur. Bu deger, mevcut ¢aligmada bulunan aycicegi kiispesi protein izolatinin
emiilsiyon degerinin altinda kalmaktadir. Ayrica, Gonzalez-Pérez ve Vereijken (2007)
derleme ¢alismalarinda, ay¢i¢eginin mukabil soyadan daha iyi veya en azindan bunlara

benzer emiilsifiye edici 6zelliklere sahip oldugunu gdstermistir.

Bu c¢alismada bulunan emiilsiyon olusturma aktivitenin yiiksekligi, ekstraksiyon
tekniginin fonksiyonellik tizerinde 6nemli bir etkisi oldugundan kaynaklanmas olabilir.
Kullanilan yontemler ve 6n islemlerin ¢esitliligi nedeniyle emiilsifiye edici 6zellikler
ve yag baglama kapasitesi acisindan diger ¢aligmalarla karsilastirmanin zor oldugu

vurgulanmistir (Ermis ve Karasu, 2020).

Yazar Dabbour ve dig. (2019), ultrason uygulamasinin protein izolatinda
emiilsifikasyon Ozellikleri iyilestirdigini bildirmigtir. Sonikasyon, daha diizensiz
yapilarin olusumuna ve kismi denatiirasyonun gelisimine neden olmakta ve bu da
proteinlerin yag/su arayliziinde daha iyi adsorpsiyon kapasitesine sahip olmasini
saglayabilmektedir (Jambrak ve dig, 2009). Aygicegi ve soya proteini izolatlarin
benzer emiilsiyon olusturma aktivitesine sahip oldugunu bulan ¢alismalar mevcuttur
(Lin ve dig, 1974; Jiahong, 2008). Bazi arastirmalar ise ay¢igegi albliminlerinin soya
proteinlerinden daha zayif emiilsifiye edici kapasiteye sahip oldugunu bildirmislerdir

(Sara ve dig, 2020; Slabi ve dig, 2020).

4.1.5.4 Kopiik kapasitesi

Mevcut ¢aligmada bulunan aygigegi kiispesi protein izolatinin koptik kapasitesi %50
bulunmustur. Malik ve Saini (2017) ve Shchekoldina ile Shchekoldina ve Aider (2014)

tarafindan sirasiyla %48 ve %49 ile benzer sonuglar bildirilmistir.

Dabbour ve dig. (2018), c¢alismasinda farkli pH’larda ultrason destekli
ekstraksiyonuyla tiretilen aygicegi kiispesinden {iretilen protein izolatinin kopiirtme
kapasitesini %19,52 ile %41,27 araliginda bildirmistir. Calismada pH 5’te en az kopiik

olusumunun gozlemlenme nedeni kdpilik olusumunda ¢6ziiniir protein fraksiyonlarinin
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yer almasi ve protein ¢oziiniirliiglinlin izoelektrik noktasinda c¢ok diisiik olmasi

(Damodaran ve Paraf, 1997) olabilir.

Sharma ve dig. (2010) badem, kestane, findik, cam fistig1, brezilya fistig1, antep fistig1
ve soya fasulyesinin kopiik kapasitesi %40’1n iizerinde oldugunu bulmuslar. Yagh
tohumlarin kiispesini ¢alisan bir rapora gore (Rani ve Badwaik, 2021) ise hardal
tohumu, keten tohumu ve soya fasulyesi i¢in sirastyla %17, %16,34 ve %14,69 olarak
kaydedilmistir. Gonzalez-Pérez ve Vereijken (2007), soya ve aygicegi proteinlerinin
karsilastirilmasi ile ilgili olan derleme g¢alismasinda, aygigegi proteinlerinin soya
proteinlerininkine benzer veya onlar kadar iyi olmayan kopiik 6zelliklerine sahip
oldugunu; dolayisiyla kopiik oOzellikleri nedeniyle aygicegi proteinlerinin gida
endiistrisinde kullanilmasini beklemedigini belirtmistir. Buna gére mevcut calismada
bulunan aygigegi kiispesi protein izolati iyi bir kopiirtme kapasitesine sahiptir. Bunun
nedeni ekstraksiyon yontemi olabilir. Ciinkii literatiirdeki bir¢cok c¢alismaya gore
(Gonzalez-Pérez ve Vereijken, 2007) aygigegi proteinlerinin, kapsamli protein
agregasyonuna ve ¢Okelmesine yol ag¢mamalari kosuluyla, gida materyali
konformasyonel esnekligi artiran islemlere tabi tutulurken islevselligi

tyilestirmektedir.

Ultrason uygulamasinin kopiirtme kapasitesini iyilestirdigi bilinmektedir (Jambrak ve
dig, 2010). Bu iyilesme, sonikasyon sirasinda protein parcaciklarini daha esit sekilde
dagitan mekanik homojenlestirme etkisinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica,
sonikasyon, molekiil yapisinda kismi degisikliklere neden olmakta ve yeni olusan

gaz/s1v1 arayiiziinde proteinin hizli bir sekilde adsorpsiyonu saglamaktadir.

4.2 Soguk Sikim Kabak Cekirdegi Yag1 Kiispesi

4.2.1 Kimyasal kompozisyonu

Soguk pres sikim kabak cekirdegi kiispesinin kimyasal kompozisyonunu belirleyen
nem, protein yag, karbonhidrat ve kiil igerigi sirasiyla %7,7+0,142, %31,816+0,895,
%7,278+0,295, %45,583+0,843 ve %7,72+0,104 bulunmustur.

Soguk pres sikim kabak ¢ekirdegi kiispesi, daha once bildirilen %65,11, %48,57 ve
%64 degerlerinden daha diisiik protein igerigine sahiptir (Miedzianka ve dig, 2021;
Mazloomi-Kiyapey ve dig, 2019; Rodriguez-Miranda ve dig, 2012).
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Yag seviyesi ise literatiirde bildirilen %9,17, %0,58 ve %7,01 degerlerin arasinda yer
almaktadir. Degerlerdeki bu farkliliklar genetik cesitlilige ve hammaddelerin analizler

i¢in On hazirliklarina atfedilebilmektedir (Idourain ve dig, 1996).
4.2.2 Protein izolat1 eldesi

4.2.2.1 Alkali ekstraksiyon

Soguk sikim kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in Box-Behnken tasarim ile alkali ekstraksiyon
kosullariin optimize edilen pH, NaCl konsantrasyonu (%) ve Kati:¢6zgen oran1 (%),
ve bunlarin yanit1 olarak protein izolati verimi Cizelge 4.8’de goOsterilmistir.

seyretmistir.

Cizelge 4.8 : Soguk sikim kabak ¢ekirdegi kiispesi igin alkali ekstraksiyon
kosullariin optimize edilen bagimsiz degiskenleri ve bunlarin yaniti olarak protein
izolat1 verimi.

StdOrder RunOrder PtType Blocks pH NaCl Kati:gdzgen  Izolat/Kiispe

(%) orant (%) (%)
5 1 1 1 8 0 0,2 6,51
11 2 -1 1 9,5 0 0,115 13,59
3 3 1 1 8 8 0,03 17,68
1 4 1 1 8 0 0,03 14,66
15 5 0 1 9,5 4 0,115 34,18
10 6 -1 1 11 4 0,115 30,25
12 7 -1 1 9,5 8 0,115 32,04
16 8 0 1 9,5 4 0,115 20,11
4 9 1 1 11 8 0,03 29,14
7 10 1 1 8 8 0,2 10,90
17 11 0 1 9,5 4 0,115 28,99
6 12 1 1 11 0 0,2 17,40
13 13 -1 1 9,5 4 0,03 19,65
8 14 1 1 11 8 0,2 14,36
9 15 -1 1 8 4 0,115 24,69
14 16 -1 1 9,5 4 0,2 11,26
2 17 1 1 11 0 0,03 22,24

Model denklemin istatistiksel analizi ve katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile

tahmin edilmistir (Cizelge A.5). Gozlenen model, yanitlar i¢in anlamliydi (P <0,05),
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bu modelin yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi uygun bir sekilde
tanimlayabildigini desteklemektedir. ANOVA ile protein izolati1 verimi {izerindeki P
degerleri araciligiyla her terimin énemi Cizelge A.5’te gosterilmektedir. Sonuca gore
modelde pH, kati:¢6zgen orani ve kati:¢6zgen oraninin karesi anlamliyken (P <0,05),
NaCl konsantrasyonu anlamli bulunmadi (P > 0,05). Sekil 4.5’te goriildiigii gibi NaCl
konsantrasyonu arttik¢a izolat veriminde artis vardir. Fakat konsantrasyonun etkisi
modelde anlamli derecede fark olusturmamistir. Bunun nedeni, %0 ile %8 NaCl

konsantrasyonu arasindaki farkin 6nemli olmamasi olabilir.

Soguk sikim kabak g¢ekirdegi kiispesi icin alkali ekstraksiyonda optimum kosul,
%33,597 izolat/kiispe sonucunu tahminleyen (d:%97,894) pH 11, %8 NaCl ve %0,1
kati:c6zgen oranindaki kosul oldugu tespit edilmistir (0:0,05) (Sekil 4.5).

Optimal pH NaCl (%) Katigoz
High 11,0 8,0 0,20
D:09789 - o) 0 oo
Low 8,0 0,0 0,030
izolat/k
Maximum
y = 33,5974
d =0,97894

Sekil 4.5 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in alkali ekstraksiyonun optimizasyon grafigi.

Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %33,63+0,02 izolat/kiispe bulunmus
olup %27,65 ile %39,55 giiven araligina girmekte oldugu goriilerek modelin
validasyonu saglanmistir. pH degerine, NaCl yiizdesine ve kati:¢dzgen oranina
(bagimsiz degiskenler) bagl protein izolat1 verimi sonuglari, formiil 4.5’te gosterildigi
sekilde ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli (R-SQpred: %56,47) kullanilarak

degerlendirilmistir:

Izolat [kiispe (%) = —13,7 + 2,597 pH + 0,743 NaCl (%) +
264,1 Kati: ¢6zgen oranit (%) — 1368 Kati: ¢ézgen orani(%) * (4.5)

Katu: ¢ozgen orant (%)
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4.2.2.2 Enzim destekli ekstraksiyon

Soguk sikim kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in faktoriyel tasarim ile enzim destekli
ekstraksiyon kosullarinin optimize edilen siire ve enzim konsantrasyonu ve bunlarin

yanit1 olarak protein izolat1 verimi Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9 : Soguk sikim kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in enzim destekli ekstraksiyon
kosullarinin optimize edilen bagimsiz degiskenleri ve bunlarin yaniti olarak protein
izolat1 verimi.

RunOrder CenterPt Blocks Stire Konsantrasyon Izolat /Kiispe
(dk) (%) (%)
1 1 1 120 0,1 26,70
2 1 1 120 2,0 38,31
3 1 1 30 2,0 43,59
4 1 1 30 0,1 31,47
5 1 2 120 0,1 28,96
6 1 2 120 2,0 44,92
7 1 2 30 2,0 45,58
8 1 2 30 0,1 23,50
9 1 3 120 0,1 23,41
10 1 3 120 2,0 46,80
11 1 3 30 2,0 43,06
12 1 3 30 0,1 28,92

Model denklemin istatistiksel analizi ve katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile
tahmin edilmistir (Cizelge A.6). Gozlenen model, yanitlar i¢in anlamliyd: (P <0,05),
bu modelin yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyt uygun bir sekilde
tanimlayabildigini desteklemektedir. ANOVA ile protein izolati1 verimi {izerindeki P
degerleri araciligiyla her terimin 6nemi Cizelge A.6’da gosterilmektedir. Sonugclar,
enzim konsantrasyonu dogrusal terimi anlamli bulunurken (P <0,05), enzim uygulama
stiresi anlamli bulunmadi (P>0,05). Sekil 4.6’da goriildiigi gibi siirenin etkisi
modelde anlamli derecede fark olusturmamistir. Bunun nedeni, enzim gerceklestirdigi
tiim islevi i¢in 30 dakika uygulama siiresinin yeterli kaldigini, diger bir deyisle enzim

ve substrat iligkisinde 30 dakika i¢inde birinin sinirlandirdig: sylenebilir.

Ekstraksiyonda enzim konsantrasyonu arttikca kabak cekirdegi kiispesinden daha

fazla protein izolat1i elde edilmistir. Vergara-Barberdn ve digerlerinin (2015)
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calismasinda belirttigi gibi seliilaz kullanimi, hiicre duvarinin par¢alanmasindan

kaynaklanan protein ekstraksiyonunu iyilestirmektedir.

Soguk sikim kabak cekirdegi kiispesi i¢in enzim destekli protein ekstraksiyonunda
optimum kosulun, %44,30 izolat/kiispe sonucunu tahminleyen (d: %89,312) %2
seliilaz enzimi konsantrasyonu ve 30 dk enzim uygulama siiresi oldugu tespit

edilmistir (0:0,05) (Sekil 4.6).

Optimal Stre Konsantr
) High 120,0 2,0
D: 08931 Cur [30,0] [2,0]
Low 30,0 0,10
izolat/p
Maximum
y = 0,4430
d =0,89312

Sekil 4.6 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in enzim destekli ekstraksiyonun optimizasyon
grafigi.

Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %41,809+2,55 izolat/kiispe bulunmus

olup %40,67 ile %47,92 giiven araligina girmekte oldugu goriilerek modelin

validasyonu saglanmistir. Enzim konsantrasyonuna ve siiresine bagli protein izolati

verimi sonuclari, asagidaki sekilde ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli (R-

SQpred: %082,08) kullanilarak degerlendirilmistir:

Izolat /kiispe (%) = 0,2727 — 0,000130 Siire (dk) +

0,08711 Konsantrasyon (%) (4.6)

4.2.2.3 Ultrason destekli ekstraksiyon

Kabak c¢ekirdegi kiispesi ig¢in Faktoriyel tasarim ile ultrason destekli ekstraksiyon
kosullarinin optimize edilen ultrason giicii ve uygulama siiresi ve bunlarin yaniti olarak

protein izolat1 verimi Cizelge 4.10°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.10 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in Faktoriyel tasarim ile ultrason destekli
ekstraksiyon kosullarinin optimize edilen bagimsiz degiskenleri ve bunlarin yaniti
olarak protein izolat1 verimi.

StdOrder RunOrder CenterPt Blocks  Giig Stire Izolat/Kiispe
(W) (dk) (%)
2 1 1 1 120 1 28,99%
4 2 1 1 120 10 24,21%
3 3 1 1 60 10 23,66%
1 4 1 1 60 1 19,97%
6 5 1 2 120 1 27,36%
8 6 1 2 120 10 24,21%
7 7 1 2 60 10 23,02%
5 8 1 2 60 1 20,91%
10 9 1 3 120 1 26,33%
12 10 1 3 120 10 22,79%
11 11 1 3 60 10 24,69%
9 12 1 3 60 1 20,11%

Model denklemin istatistiksel analizi ve katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile
tahmin edilmistir (Cizelge A.7). G6zlenen model, yanitlar i¢in anlamliydi (P <0,05),
bu modelin yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyt uygun bir sekilde
tanimlayabildigini desteklemektedir. ANOVA ile protein izolati verimi lizerindeki P
degerleri araciligiyla her terimin 6nemi Cizelge A.7’de gosterilmektedir. Sonugclar,
ultrason giicli dogrusal terimi ve gii¢ ile uygulama siiresi etkilesimi anlamli (P <0,05)
bulunurken, siire anlaml1 degildi (P > 0,05). Sekil 4.7°de goriildiigii gibi siire azaldikca
izolat veriminde artis vardir. Fakat siirenin etkisi modelde anlamli derecede fark
olusturmamistir. Bunun nedeni, 120 dk ile 60 dk arasindaki farkin 6nemli olmamasi

olabilir.

Soguk sikim kabak cekirdegi kiispesi i¢in ultrason destekli protein ekstraksiyonunda
optimum kosulun, %28,18 izolat/kiispe sonucunu tahminleyen (d: %90,965) 120 W
ultrason giicii ve 1 dk ultrason uygulama siiresi oldugu tespit edilmistir (a:0,05) (Sekil

4.7).

46



Optimal power time

oosse 1 =2 o
Low 60,0 1.0
verim
Maximum
y =0.2818
d = 0,90965

Sekil 4.7 : Kabak cekirdegi kiispesi i¢in ultrason destekli ekstraksiyonun
optimizasyon grafigi.
Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %25,38+2,24 izolat/kiispe bulunmus
olup %26,597 ile %29,753 giiven araligina girmekte oldugu goriilerek modelin
validasyonu saglanmistir. Ultrason giicline ve uygulama siiresine bagli protein izolati
verimi sonuglari, formiil 4.7°de gosterildigi sekilde ikinci dereceden bir polinom

regresyon modeli (R-SQpred: %682,15) kullanilarak degerlendirilmistir:

Izolat /kiispe (%) = 0,1055 + 0,001512 Giig(W) +

0,01353 Siire(dk) — 0,000156 Gii¢ (W) * Siire(dk) (47

4.2.2.4 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in Faktoriyel tasarim ile mikrodalga destekli ekstraksiyon
kosullariin optimize edilen mikrodalga giicii ve uygulama siiresi ve bunlarin yaniti

olarak protein izolat1 verimi Cizelge 4.11°de verilmistir.

Model denklemin istatistiksel analizi ve katsayilarin 6nemi, P-degeri ve F-testi ile
tahmin edilmistir (Cizelge A.8). Gozlenen model, yanitlar i¢in anlamliydi (P <0,05),
bu modelin yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiylr uygun bir sekilde
tanimlayabildigini desteklemektedir. ANOVA ile protein izolati verimi iizerindeki P
degerleri araciligiyla her terimin 6nemi Cizelge A.8’de gdsterilmektedir. Sonuca gore
modelde mikrodalga giicti anlamliyken (P <0,05), siire anlaml1 bulunmadi (P > 0,05).
Fakat siirenin etkisi modelde anlamli derecede fark olusturmamistir. Bunun nedeni, 3

dk ile 1 dk arasindaki farkin 6nemli olmamasi olabilir.
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Cizelge 4.11 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in Faktoriyel tasarim ile mikrodalga
destekli ekstraksiyon kosullarinin optimize edilen mikrodalga giicii ve uygulama
stiresi ve bunlarin yanit1 olarak protein izolati verimi.

StdOrder RunOrder CenterPt Blocks  Giig Stire Izolat/Kiispe
(W) (dk) (%)
4 1 1 1 700 3 23,05825
3 2 1 1 140 3 24,03561
2 3 1 1 700 1 26,54474
1 4 1 1 140 1 26,80115
8 5 1 2 700 3 20,99068
7 6 1 2 140 3 27,15264
6 7 1 2 700 1 19,26696
5 8 1 2 140 1 28,13397
12 9 1 3 700 3 20,16642
11 10 1 3 140 3 30,27079
10 11 1 3 700 1 24,8646
9 12 1 3 140 1 27,18204

Modelde anlamli bulunmayan siire degiskeni, ¢ikartildiktan sonra tekrardan bir ikinci
dereceden bir polinom regresyon modeli olusturuldu (Cizelge A.9). Kabak c¢ekirdegi
kiispesi i¢in mikrodalga destekli ekstraksiyonda optimum kosul, %27,263 izolat/kiispe
sonucunu tahminleyen (d: %72,66) 140 W mikrodalga giicii ve 1 dk uygulama siiresi
oldugu tahmin edilmistir (a: 0,05) (Sekil 4.8).

Belirlenen optimum kosulda tekrarlandiginda %26,883+3,62 izolat/kiispe bulunmus
olup %25,02 ile %29,51 giiven araligina girmekte oldugu goriilerek modelin
validasyonu saglanmistir. Mikrodalga giiciine bagl protein izolat1 verimi sonuglari,
formiil 4.8’de gosterildigi sekilde ikinci dereceden bir polinom regresyon modeli (R-

SQpred: %32,27) kullanilarak degerlendirilmistir:

Izolat /kiispe (%) = 28,46 — 0,00854 Gii¢ (W) (4.8)
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Gug (W)

Optimal High 00,0
. g ,
PEAfEED [140,0]

Low 140,0
izolat/k
Maximum
y = 27,2627
d =0,72663

Sekil 4.8 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi igin mikrodalga destekli ekstraksiyonun
optimizasyon grafigi.

4.2.2.5 Protein veriminde optimum ekstraksiyon yonteminin belirlemesi

RSM ile kabak ¢ekirdegi kiispesi i¢in belirlenen pH11, %8 NaCl ve %0,1 kati:cozgen
orani ile birlikte uygulanan enzim, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun

optimum kosullar1 Cizelge 4.12°deki gibidir.

En yiiksek protein geri kazanimi, ultrason uygulamasi ile elde edilmistir. Bu nedenle
kabak ¢ekirdegi kiispesi protein izolat1 eldesinde, tez calismasi boyunca tiim analizler
i¢in izolat veriminin %46,243 ve geri kazanilan protein igeriginin %100 ile en yiiksek

oldugu ultrason destekli ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Cizelge 4.12 : Kabak cekirdegi kiispesi i¢in optimum kosullardaki alkali, enzim,
ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun izolat verimi ve geri kazanilan
protein icerigi.

Ekstraksiyon yontemi Optimum kosullar Izolat verimi (%)  Geri kazanilan protein
(%)
Alkali pH11; %8 NaCl; %0,1 33,732+2,251° 78,807+£11,00812
kati:¢6zgen orani
Enzim destekli %2 seliilaz; 30 dk 43,498+5,82412 90,255+8,518?
Ultrason destekli 120 W; 1 dk 46,243+0,516% 10042,6422
Mikrodalga destekli 140 W; 1 dk 44,898+4,5162 92,011+6,1112

Ayni stitunda ayni kiiciik harf ile gosterilmis degerler arasinda istatistiksel olarak

onemli bir fark bulunmamaktadir (P < 0,05).
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4.2.3 Renk analizi

Kabak ¢ekirdegi kiispesinden elde edilen protein izolatin L* degeri 69,92+0,36, a*
degeri -3,39+0,005 ve b degeri ise 23,36+0,14 olarak kaydedilmistir. Sonugtaki negatif
a* degeri, izolatin yesil tonalitesini ve pozitif b degeri ise sar1 tonu gostermektedir.
Hammadde yapisindan dolay1 kabak cekirdegi undaki (Nikoli¢ ve dig, 2018) gibi

renkte yesil ve sar1 tonlar mevcut bulunmustur.

Ultrason, kavitasyonun bir sonucu olarak rengi etkiler. Gidalardaki renk pigmentlerin
yapisal salinimimni hizlandirabilirken, pigment igeren yapilarda degisikliklere neden
olarak 1s1k emilimini de indiikleyebilir (Mir ve dig, 2019). Literatiirde ultrason
uygulanan Orneklerin kontrole kiyasla daha bir agik renk ile sonuglanmistir (Sert ve

dig, 2022; Mir ve dig, 2019; Du ve dig, 2022).

Mevcut calismadaki gibi ultrason uygulamasini takiben alkali ekstraksiyonu kullanilan
kabak ¢ekirdeginin (Sert ve dig, 2022) L* degeri 72,26 ve baska bir ¢alismada (Das ve
dig, 2022) ultrason destekli ekstraksiyonla 72,47 sonucu kaydedilmistir. Genel olarak
bu degerler, bu caligmadaki kabak c¢ekirdegi protein izolat1 degerleriyle uyumludur.

Ultrason uygulamasmin a* ve b* degerleri lizerinde de etkileri s6z konusudur.
Literatiirde 0,4, -0,63 a* degeri ve 20,20 b* degeri bildiren ¢alismalara gére mevcut
calismadaki kabak cekirdegi izolatinin sariya ve yesile dogru egilimi daha giicliidiir
(Das ve dig, 2022; Du ve dig, 2022).

Ticari olarak satilan soya protein konsantresinin renk degerleriyle (L*: 88,40, a*: 1,10
ve b*:14,56) karsilastirildiginda (Toews ve Wang, 2013) elde edilen protein tozlarinin
daha diisiik parlaklik, kuvvetli yesil renk ve daha gii¢lii sar1 renk oldugu goriilmektedir.
Renk parametrelerindeki bu farklilik hammaddeye ait renk pigmentlerine (Toews ve
Wang, 2013), ekstraksiyon (Sert ve dig, 2022; Mir ve dig, 2019; Du ve dig, 2022),
kurutma (Joshi ve dig, 2011), ve protein elde edilme yontemine (Salgado ve dig, 2011)

gore farklilik gosterebilecegi literatiirce bildirilmistir.

4.2.4 Termal ozelliklerin belirlenmesi

Ultrason ile iiretilen kabak cekirdegi kiispesi protein izolatinin termal ozellikleri,
diferansiyel tarama kalorimetrisi kullanilarak belirlenmistir. Termal 6zelliklere ait

bilgileri Cizelge 4.13’te gosterilmektedir.
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Cizelge 4.13 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi protein izolatinin termal 6zellikleri.
Ty To Tp AH
26,26 °C 57,6 °C 100,57°C 15,33 J/g

Ty= Cam gegis sicakligi, To = baslangic sicakligi, T, = tepe sicakligi, AH = faz gecis entalpisi.

Literatiirde ekstre edilmis kabak cekirdegi protein izolatlarinin DSC termogramlari,
izolatlarin karakteristik denatiirasyon sicakligi 84,3-104,1°C araliginda kaydedilmistir
(Gao ve dig, 2022; Sert ve dig, 2022; Das ve dig, 2022; Rodriguez-Miranda ve
dig, 2012; Rezig ve dig, 2013). Mevcut calismada bulunan Tp degeri, daha 6nce
bildirilen degerler araliginda yer almistir. Ayrica, soya proteini, (Tang, 2017) 73,5 °C
denatiirasyon sicakligina sahip oldugu bildirildiginden mevcut calismada kabak

cekirdegi proteini 100,57 °C ile daha yiiksek termal stabilite gostermistir.

Rodriguez-Miranda ve dig. (2012) ile Rezig ve dig. (2013) kabak ¢ekirdegi proteini
baslangi¢ sicakligini sirastyla 80,04°C ve 83°C bildirmistir. Mevcut ¢alismadaki
diisiik baslangi¢ sicaklik (To: 57,6°C), 1sitma islemi sirasinda protein yapilarinin daha
kararli oldugunu gosterir (Ma ve dig, 2018). Literatiirde To degeri 48,8 °C bildirilmis
ultrason ile tretilen kabak cekirdegi proteinine (Das ve dig, 2022) gére mevcut

calismada nispeten daha yakin sonug¢ alinmustir.

Ultrason uygulanan kabak ¢ekirdegi proteinin denatiirasyon entalpisi (15,33 J/g),
literatiirde bildirilenlerle karsilastirildiginda (Gao ve dig, 2022; Rodriguez-Miranda ve
dig, 2012; Rezig ve dig, 2013) oldukca yiiksek deger elde edilmistir. Yiiksek entalpi
degeri, ultrason ile desteklenen ekstraksiyon islemi sirasinda proteinin yapisal
yapisindaki bir degisiklikten kaynaklaniyor olabilir. Sert ve digerleri (2022) bir
caligmasinda ultrason isleminin kontrole kiyasla AH degerini yaklasik %20 arttigim
bildirmistir. Bunun nedeni, belli bir siire sonikasyondan sonra protein toplanmasi

olabilir (Chandrapala ve dig, 2011).

4.2.5 Fonksiyonel 6zelliklerin belirlenmesi

Kabak ¢ekirdegi kiispesi protein izolatlarin 25 °C’de belirlenen fonksiyonel

ozellikleri Cizelge 4.14’te verilmistir.
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Cizelge 4.14 : Kabak ¢ekirdegi kiispesi protein izolatinin fonksiyonel 6zellikleri.

Fonksiyon 6zellikleri Yiizde (%)

Su tutma 3,25+0,03

Yag tutma 2,78+0,1
Emiilsiyon olusturma kapasitesi 30,00+4,08
Kopiirme kapasitesi 20,00+0,00

4.2.5.1 Su tutma kapasitesi

Kabak ¢ekirdegi protein izolat1 3,245 g su /g izolat su tutma kapasitesi ile literatiirdeki
bircok ¢alismadan (Rodriguez-Miranda ve dig, 2012; Lazos, 1992; Vinayashree ve
Vasu, 2021; El-Adawy ve Taha, 2001; Miedzianka ve dig, 2021; Alshehry, 2020)
yiiksek bulundu. Kiispenin soguk sikim olmasi sayesinde muhtemelen daha yiiksek
polar amino asit mevcudiyetine ve daha diisiik yag icerigine yanit olarak daha
yiiksekti. Ayrica, yiiksek degerler i¢in bir bagka olas1 agiklama protein ekstraksiyonun

ultrason ile desteklenmesidir (Jambrak ve dig, 2008).

Jackfruit tohum protein izolati (Resendiz-Vazquez ve dig, 2017), siyah fasulye
proteini izolatlart (Jiang ve dig, 2014), sulandirilmis peynir alti suyu proteini
konsantresi (Chandrapala ve dig, 2011) gibi gesitli protein izolatlari, fonksiyonel

ozelliklerini iyilestirmek icin ultrason ile modifiye edilmistir.

Bu arastirmadaki kabak cekirdegi protein izolatinin su tutma kapasitesi, daha once
bildirilen (Shchekoldina ve Aider, 2014) yagsiz siit tozundan ve yumurta tozundan
sirasiyla 7,1 ve 1,7 kat daha yiiksek ve soya fasiilyesi kiispesinin (Shchekoldina ve
Aider, 2014; Rani ve Badwaik, 2021) 3,438 ila 2,467 g su/g izolat degerleri arasinda

yer almaktadir.

4.2.5.2 Yag tutma kapasitesi

Kabak cekirdegi kiispesi protein izolatinin yag tutma kapasitesi 2,78 g yag /g izolat
olarak literatiirdeki bir¢ok ¢alismadan (Rodriguez-Miranda ve dig, 2012; Alshehry,
2020; Miedzianka ve dig, 2021) daha yiiksekti. Ayrica, dort farkli kiispenin
fonksiyonel 6zellikleri iizerine olan bir ¢alismada (Gao ve dig, 2021), yag1 alinmis yer
fistig1 kiispesi, kabak ¢ekirdegi kiispesi, ay¢icegi ¢ekirdegi kiispesi ve soya fasulyesi
kiispesi arasindan kabak ¢ekirdegi kiispesi en yliksek yag tutma degerine sahipti.
Bunun nedeni, kiispenin igerdigi yag seviyesi, muhtemelen numunede bulunan ve

hidrokarbon yag birimlerine baglanabilen proteinlerin daha fazla sayida polar olmayan
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bolgesinin agiga ¢ikmasi olabilir. Bu sayede daha fazla yag tutma kapasitesiyle ile
sonuglanabilir. Benzer sekilde, kabak c¢ekirdegi unundan iiretilen protein izolati
lizerinde yapilan bir ¢alismada (Vinayashree ve Vasu, 2021) numunenin yag icerigi
4,6 kat daha yiiksek olup yag tutma kapasitesi 3,59 ila 3,70 g yag/g izolat olarak bu
calismadaki degerin lizerinde bulmustur. Literatiirde soya protein izolatinin ise 1,31
ila 4 g yag/g izolat degerler arasinda oldugu bildirilmistir. Mevcut ¢alismadaki deger
de bu araliktadir.

4.2.5.3 Emiilsiyon olusturma kapasitesi

Proteinlerin emiilsifiye etme mekanizmasi, yag damlaciklarini adsorpsiyonu,
tizerlerini kaplamast ve homojenizasyondan sonra bunlarin birlesmesini dnlemesi

olarak tanimlanmaktadir.

Mevcut calismada bulunan kabak g¢ekirdegi kiispesi protein izolatinin emiilsiyon
olusturma aktivitesi %30+4,08 bulunmustur. Literatiirde bu aktivite, kabak ¢ekirdegi
cekirdek unu %59,2 (El-Adawy ve Taha, 2001) ve yagi alinmis kabak cekirdegi
kiispesi %61,71 (Rodriguez-Miranda ve dig, 2012) emiilsiyon kapasitesi ile daha
yiiksek degerler gozlenmistir.

Kabak ¢ekirdegi proteini lizerine ¢alisan bir makalede (Mazloomi-Kiyapey ve dig,
2019), emiilsiyonlastirma kapasitesi protein izolati halineyken %10-20 arasinda
degismekteyken protein hidrolizatinda %15-45 arasinda deger bulunmustur.
Emiilsiyon olusturma kapasitesi, hidrolizatlarin hidrofobiklik derecesine ve molekiiler
agirligina bagh oldugundan dolayr ve protein hidrolizatlarin hidrofobik ve hidrofilik
zincirlerin arasindaki denge, hidrolizatlarin emiilsifiye etme kapasitesinde bir artisa
neden olmus olabilir. Hidroliz sirasinda, hidrolizatlarin ¢6ziiniirliigii artar ve bunlar

Su-yag arayiiziine go¢ eder (Li ve dig, 2007; Zhang ve dig, 2012)

Ticari olarak satin alinan kabak proteini, 4 ila 10 arasinda degisen bir pH’ta (ortalama
%35’1n altinda) zayif bir emiilsiyon olusturma aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir
(Miedzianka ve dig, 2021). Bu, yiilksek oranda c¢Oziinmeyen proteinlerin 1yi
emiilgatorler olmadigr kanitlamaktadir (Moure ve dig, 2006).

53



4.2.5.4 Kopiik kapasitesi

Mevcut ¢caligmada bulunan kabak ¢ekirdegi kiispesi protein izolatinin kopiik kapasitesi
%20 bulunmustur. El-Adawy ve Taha (2001) tarafindan da %18,65 ile benzer sonug

gozlemlenmistir.

Miedzianka ve dig. (2021) caligmasinda, ticari kabak protein konsantresi (%65,11
protein), kiiresel yapisi ve yiiksek molekiiler kiitlesinden kaynaklanabilecek pH’tan
bagimsiz olarak ¢ok diislik kopiirtme kapasitesi (%4-10) ile karakterize edilmistir. Bu
diisiik sonucun nedeni kopiirebilirlikte 6nemli faktérlerden olan protein kaynagi &
konsantrasyonu veya isleme yontemleri olabilir. Bu sonuglar, kabak ¢ekirdegi
proteinin 6nemli Olgiide daha yiiksek kopiik olusturma kapasitesi ile karakterize
edildigini bulan literatiirdeki sonuglarla (sirasiyla %51,92 ve %10-30) uyumlu degildir
(Rodriguez-Miranda ve dig, 2012; Mazloomi-Kiyapey ve dig, 2019). Ek olarak, tek
bir kabak c¢ekirdegi protein molekiiliinde ve protein agregatlarinda kopiigiin
olusumuna neden olan mekanizmalarin hentiz tam olarak anlagilmadig: ve literatiirce

yeterince agiklanmadigr belirtilmistir (Rezig ve dig, 2016).
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5. SONUC

Glintimiizde hizla artan niifus nedeniyle protein ihtiyacinin karsilanmasi zorlasmakta
ve alternatif, siirdiiriilebilir protein kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda
hammadde olarak segilen “Aygicegi yag kiispesi” (Helianthus annuus) ve “Soguk
sitkim kabak cekirdegi yagi kiispesi" (Cucurbita pepo) protein igerikleri sirasiyla
%32,541 ve %31,816 olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda, bu hammaddeler toksisite
belirtilerinin neden oldugu higbir yan etki gostermemekte ve diger protein agisindan
zengin kaynaklara gore daha diisiik antinutrisyonel bilesen igerigine sahip oldugundan
dolay1 bitkisel protein tozu tiretiminde iyi birer hammadde olabilecekleri

distiniilmektedir.

Aycicegi ve kabak c¢ekirdegi protein izolatlarinin protein igerikleri sirasiyla
%84,563+2.45 ve %87,763%1,3 elde edilmistir. Literatiire gére %65 ve lizeri protein
iceren toz formdaki proteinler protein konsantresi olarak adlandirildigindan elde edilen

protein izolatlar1 protein konsantresi olarak ifade edilebilmektedirler.

Bu calisma ile gida endiistrisinde ¢esitli bitkisel atiklardan {iretilen protein izolatlarinin
verimliliginin artirilmas: ve ¢esitli bitki bazli {iriin iiretiminde yardimci ingrediyen
olarak kullanimma olanak saglanmasi hedeflenmistir. Ayrica, yeni yerel
hammaddelerin, bitkisel yan {irtinlerin ve bitkisel atiklarin kullanim potansiyellerinin

degerlendirilmesi i¢in ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir.

Tezin hedefleri arasinda, gelecekte yapilacak olan Arastirma ve Gelistirme ¢aligmalari
ile tilkemizin rekabet gliciinii arttirmak ve iilke ekonomisine katkida bulunmak yer
almaktadir. Bu nedenle, bitkisel atiklarin protein ekstraksiyonuna yonelik
yontem/teknolojilerin gelistirilmesi ve yeni iirlinlerin gelistirilmesinde oldukca etkili

olan termal ve fonksiyonel 6zelliklerin analizlenmesi yapilmigtir.

Tez kapsaminda oncelikle temin edilen aygigek yag1 ve soguk pres kabak cekirdegi
yaginin kimyasal kompozisyonlar1 belirlenmistir. Ardindan, ay¢icegi yagi kiispesinin
RSM ile optimize edilen alkali ekstraksiyonu kosullar1 pH 11, %0 NaCl
konsantrasyonu ve %0,04 kati:¢ozgen orani ve faktoriyel tasarim ile optimize edilen

enzim, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullari sirastyla %2 seliilaz
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enzimi konsantrasyonu ve 120 dk enzim uygulama siiresi, 120 W ultrason giicii ve 10
dk uygulama siiresi, 700 W mikrodalga giicii ve 1 dk uygulama siiresi olarak tespit
edilmistir. En yiiksek izolat verimi olan ultrason destekli ekstraksiyonda belirlenen
optimum kosul ile ortalama aycicegi kiispesi protein izolat1 verimi %22,656 ve geri

kazanilan protein ise %58,826 olarak bulunmustur.

Soguk sikim kabak c¢ekirdegi yagi kiispesi ise RSM ile optimize edilen alkali
ekstraksiyonu kosullart pH 11, %8 NaCl ve %0,1 kati:cézgen orani ve faktoriyel
tasarim ile optimize edilen enzim, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
kosullari sirasiyla %2 seliilaz enzimi konsantrasyonu ve 30 dk enzim uygulama siiresi,
120 W ultrason giicii ve 1 dk ultrason uygulama siiresi, 140 W mikrodalga giicii ve 1
dk uygulama siiresi olarak tespit edilmistir. En yiiksek izolat verimi olan ultrason
destekli ekstraksiyonda belirlenen optimum kosul ile ortalama ay¢icegi kiispesi protein
izolat1 verimi %46,243 ve geri kazanilan protein ise %100 olarak bulunmustur. Ayrica
her bir ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenlere bagli olarak ikinci dereceden

bir polinom regresyon modeli elde edilmistir.

Her iki kiispede de en yiiksek geri kazanilan protein igerigi, ultrason destekli
ekstraksiyon ile elde edilmistir. Bunun nedeni, ultrason islemi sirasinda olusan
mekanik titresim, alkali ¢ozelti ile kiispe arasindaki temasi yogunlastirmakta, hiicre
yikimint ve goézeneklerin acilmasini desteklemekte ve gelismis bir kiitle aktarimi

sayesinde protein salinimi ile sonuglandigi diistiniilmektedir (Sert ve dig, 2022).

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda en yiiksek protein ekstraksiyon yiizdesine sahip
ultrason destekli ekstraksiyon ile ay¢icegi protein izolatlarinin denatiirasyon sicakligi
86-126°C araliginda ve denatiirasyon entalpisi 8.75+1.63 J/g olarak bulunmustur. Su
tutma, yag tutma, emiilsifiye etme ve kopilirme kapasitesi sirasiyla %2,781+0,08,
%2,49440,04, %58,33£2,36 ve %50+0,0 belirlenmistir. Kabak c¢ekirdegi protein
izolatlarinin ise denatiirasyon sicakligi 57,6-100,57°C araliginda ve denatiirasyon
entalpisi 15,33 J/g olarak bulunmustur. Su tutma, yag tutma, emiilsifiye etme ve
koplirme kapasitesi sirastyla %3,245+0,03, %2,776+0,1, %30+4,08 ve %20+0,00
belirlenmistir. Belirlenen optimum kosulda aygicegi yag: kiispesi protein izolatinin
renk analizi sonucuna gore L* degeri 29,143+0,53, a* degeri 0,817+0,09, b degeri ise
7,543+0,35 olarak kaydedilmistir. Kabak ¢ekirdegi kiispesinden elde edilen protein
izolatin renk analizine gore ise L* degeri 69,92+0,36, a* degeri -3,387+0,005 ve b
degeri ise 23,363+0,14 olarak kaydedilmistir.
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Literatiirdeki ilgili ¢caligmalara dayanarak (Shchekoldina ve Aider, 2014; Rani ve
Badwaik, 2021), aycicegi ve kabak ¢ekirdegi protein izolatinin, et endiistrisinde
geleneksel olarak kullanilan bazi proteinlerine gore (soya proteini izolati, yagsiz siit
tozu ve yumurta tozu) 6nemli 6l¢iide daha yiiksek fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu
sonucuna varilmistir. Bu igerigin soya protein izolatina alternatif olarak yeni bitkisel
bazli et mamullerin tiretiminde kullanilmasina olanak taniyabilecegini gostermektedir.
Aygigegi protein izolatinin yiiksek emiilsiyon olusturma aktivitesi, bu kiispeden elde
edilen protein izolatinin 6zellikle kiyilmis et, ufalanmis et, kahve beyazlaticilar, kek
hamurlari, salata soslar1 ve kremal1 gida sistemlerinde bir yag taklit¢isi olarak islev

gorebilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde ultrason destekli ve ultrason uygulamasi olmadan elde edilen ay¢icegi (Lin
ve dig, 1974; Jiahong, 2008; Petraru ve dig, 2021; Cai ve dig, 1996; Venktesh, 1993;
Gonzalez-Pérez ve Vereijken, 2007; Sara ve dig, 2020; Slabi ve dig, 2020; Dabbour
ve dig, 2018, 2019; Shchekoldina ve Aider, 2014; Rani ve Badwaik, 2021; Malik ve
Saini, 2017; Shchekoldina ve Aider, 2014) ve kabak ¢ekirdegi (Rodriguez-Miranda ve
dig, 2012; Lazos, 1992; Vinayashree ve Vasu, 2021; ElI-Adawy ve Taha, 2001,
Miedzianka ve dig, 2021; Alshehry, 2020) protein izolatlarinin fonksiyonel 6zellikleri
karsilastirildiginda, ultrason uygulamasinin yag tutma, emiilsiyon olusturma (Dabbour

ve dig, 2019) ve koplirtme kapasitesi (Jambrak ve dig, 2010) iyilestirdigi goriilmiistiir.

Bu tez caligsmasi, lilkemizde yetisen yerel toprak mahsullerinden {iretilen yan tirlinlerin
ve atiklarin, gida sektoriinde kullanim potansiyeli agiga ¢ikmis ve dogal kaynaklarimiz
etkili bir sekilde degerlendirilebilecegini tekrar vurgulamistir. Bununla birlikte,
olusturulacak protein konsantrelerinin ekstraksiyon yontemi ile bitki bazli protein
tretimi icin geleneksel ekstraksiyon metoduna enzim, ultrason ve mikrodalga
uygulamasi gibi ekonomik, ¢evreci ve temiz alternatifler sunmustur. Bu ¢alisma ile,
optimizasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen yiiksek ekstraksiyon verimi ve geri
kazanilan protein verimi sayesinde bitkisel atiklardan protein izolat1 elde edilerek hem
gida siirdiirtilebilirligine katki saglanabilecegi hem de Tiirkiye’de ithalati yapilan en
onemli yagl tohum bitkisi olan soya bitkisine alternatif yerel mahsullerden protein
izolat1 eldesi miimkiin olmaktadir. Ayrica bu ¢alisma, protein kaynagi olarak aycicegi
ve kabak ¢ekirdegi kiispelerinin fonksiyonel bir igerik maddesi veya bir besin takviyesi

olarak yenilik¢i kullanimina yol agabilecegini gostermistir.
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EKLER

EK A: ANOVA Tablolari
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EKA

Cizelge A.1: Aycicegi kiispesinin alkali ekstraksiyonu ile izolat verimi
optimizasyonu i¢in varyans analizi

SD KT KO F-Degeri P-Degeri
4 237,554 59,389 21,40 0,000
Lineer 3 220,149 73,383 26,44 0,000
pH 1 167,608 167,608 60,39 0,000
1
1

Model

NaCl (%) 41,006 41,006 14,78 0,002
Kati:¢ozgen 11,535 11,535 4,16 0,064

orani (%)

-

interaksiyon 17,405 17,405 6,27 0,028

pH*NaCl (%) 1 17,405 17,405 6,27 0,028

Hata 12 33,304 2,775

Uyumsuzluk 10 23,593 2,359 0,49 0,822
Saf Hata 2 9,711 4,856

Toplam 16 270,858

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi

Cizelge A.2: Aycigegi kiispesinin enzim destekli ekstraksiyonu ile izolat verimi
optimizasyonu i¢in varyans analizi.

SD KT KO F-Degeri P-Degeri
Model 2 182,14 91,072 31,95 0,000
Lineer 2 182,14 91,072 31,95 0,000
Stire 1 149,67 149,672 52,51 0,000
Konsantrasyon (%) 1 32,47 32,472 11,39 0,008
Hata 9 25,65 2,850
Toplam 11 207,80

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi
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Cizelge A.3: Aycicegi kiispesinin ultrason destekli ekstraksiyonu ile izolat verimi
optimizasyonu i¢in varyans analizi.

DF Seq SS Adj MS F-Value P-Value

Model 2 0,002509 0,001255 16,69 0,001

Linear 2 0,002509 0,001255 16,69 0,001

[EEN

Giig (W) 0,000117 0,000117 1,56 0,243

Siire (dk)

-

0,002392 0,002392 31,81 0,000
Hata 9 0,000677 0,000075

Toplam 11 0,003186

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi

Cizelge A.4: Aycicegi kiispesinin mikrodalga destekli ekstraksiyonu ile izolat verimi
optimizasyonu i¢in varyans analizi.

SD KT KO F-Degeri P-Degeri

Model 5 114,303 22,8606 15,54 0,002

Lineer 2 24,365 12,1823 8,28 0,019

Gii¢ (W) 1 0,544 0,5440 0,37 0,565

Siire (dk) 1 23,821 23,8206 16,20 0,007

Interaksiyon 1 12,409 12,4094 8,44 0,027

Gii¢ (W)*Siire (dk) 1 12,409 12,4094 8,44 0,027
Hata 6 8,825 1,4708

Toplam 11 123,128

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi
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Cizelge A.5: Kabak Cekirdegi kiispesinin alkali ekstraksiyonu ile izolat verimi
optimizasyonu i¢in varyans analizi.

SD KT KO  F-Degeri P-Degeri
4 826,71 206,68 9,28 0,001
Lineer 3 42442 14147 6,35 0,008
pH 1 151,71 151,71 6,81 0,023
1
1

Model

NaCl (%) 88,33 88,33 3,97 0,070

Kati:¢ozgen orant (%) 184,38 184,38 8,28 0,014

Karesel Etki 1 402,29 402,29 18,07 0,001
Kati:¢ozgen 1 402,29 402,29 18,07 0,001
oran1*Kati:¢6zgen orani

Hata 12 267,18 22,27

Uyumsuzluk 10 165,93 16,59 0,33 0,908
Saf Hata 2 101,25 50,63

Toplam 16 1093,90

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi

Cizelge A.6: Kabak Cekirdegi kiispesinin enzim destekli ekstraksiyonu ile izolat

verimi optimizasyonu i¢in varyans analizi

SD KT KO F-Degeri P- Degeri
Model 2 0,082585 0,041293 40,15 0,000
Linear 2 0,082585 0,041293 40,15 0,000
Stire 1 0,000413 0,000413 0,40 0,542
Konsantrasyon 1 0,082172 0,082172 79,89 0,000
Hata 9 0,009257 0,001029
Toplam 11 0,091842

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi
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Cizelge A.7: Kabak Cekirdegi kiispesinin ultrason destekli ekstraksiyonu ile izolat
verimi optimizasyonu i¢in varyans analizi

SD KT KO F-Degeri  P-Degeri
Model 3 0,006670 0,002223 29,52 0,001
Lineer 2 0,003505 0,001752 23,26 0,003
Glig (W) 1 0,003357 0,003357 44,57 0,001
Siire (dk) 1 0,000047 0,000047 0,62 0,467
interaksiyon 1 0,003872 0,003872 51,40 0,001
Glg * Stire 1 0,003872 0,003872 51,40 0,001
Hata 5 0,000377 0,000075
Toplam 8 0,007046

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi

Cizelge A.8: Kabak Cekirdegi kiispesinin mikrodalga destekli ekstraksiyonu ile
izolat verimi optimizasyonu i¢in varyans analizi

SD KT KO F-Degeri P-Degeri
Model 4 79,149 19,787 2,75 0,115
Lineer 2 72,790 36,395 5,06 0,044
Gii¢ (W) 1 68,567 68,567 9,54 0,018
Siire (dk) 1 4,223 4,223 0,59 0,468
Hata 7 50,309 7,187

Toplam 11 129,458

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi
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Cizelge A.9: Kabak Cekirdegi kiispesinin mikrodalga destekli ekstraksiyonu ile
izolat verimi optimizasyonu i¢in varyans analizi (slire degiskeni igcermeyen)

SD KT KO F-Degeri P-Degeri
Model 1 68,57 68,567 11,26 0,007
Lineer 1 68,57 68,567 11,26 0,007

Gig(W) 1 68,57 68,567 11,26 0,007

Hata 10 60,89 6,089
Toplam 11 129,46

SD: serbestlik derecesi; KT: kareler toplami; KO: kareler ortalamasi
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