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TOPLAM PROTEIN TAYIN YONTEMLERI VE ENZIMLERLE HIDROLIZLENMI$
PROTEIN COZELTILERINDE TOPLAM AMINO ASIT TAYIN YONTEMLERININ
KARSILASTIRILMASI

Ozlem Glimrah
Oz

Bu calismada, protein icin iyi bir kaynak olan “sit tozu ” ve son zamanlarda yiuksek
protein icerigi ve insan saghgi Uzerindeki olumlu etkileriyle 6n plana ¢ikan “soya
kUispesi” ele alinarak protein 6zltlenmesi, tayin ydntemleri, protein hidrolizi ve
hidroliz sonucunda agiga ¢ikan amino asitlerin tayini incelenmistir. Galisma dort

ayr kisim halinde yurataimuastar.

Calismanin ilk bdéliminde, yag giderilmis soya unundan protein eldesi icin
6zUtleme ydnteminin sit tozu ve soya unu Uzerinde denenmesi ve uygun pH,
sicaklik ve slrenin belirlenmesi ile ilgili deneyler yapilmistir. Proteinlerin
¢6zunarldklerinin izoelektrik pH’da minimum olmasindan faydalanarak, protein
saflastiriimistir. Sonug olarak, 6zitleme deneylerinde optimum kosullar 60 °C,

pH:11 ve 1 saat olarak belirlenmigtir.

ikinci  bolimde, literatlirdeki baslica toplam protein analiz y6ntemlerinin
incelenmesi sonucu segilen bes ydontem sit proteini ve soya proteini tayini i¢in
denenmigtir. Gida analizlerinde en ¢ok kullanilan Kjeldahl yéntemine alternatif
olarak Bilret 340-nm, Bilret-550 nm ve UV-280 nm, UV-220 nm gibi
spektrofotometrik  yontemler secilmigti. Bu ydntemlerin secilme nedeni,
uygulanabilirliklerinin ~ kolay olmasi ve farkh  reaksiyonlar UGzerinden
gerceklesmesidir. Sigir serum albumini (BSA) ve kazein standart proteinleri
kullanilarak batin yéntemler igin ayri “kalibrasyon grafikleri” ve daha sonra da
“dogrusal caligsma grafikleri” elde edilmistir. Bu sayede ydntemlerin, proteinlerin
amino asit bilesimi ile olan ilgisi de incelenebilmistir. Standart protein érnekleri ile
yapilan caligmalarda ydntemlerin calisma araliklari belirlenerek, duyarliliklari
karsilastinimistir. Calisma araliklari, UV-280 nm, UV-220 nm, Bilret-340 nm,
Bilret-550 nm icin sirasiyla ; 0.03-2 mg/mL, 0.001-0.06 mg/mL, 1-10 mg/mL,



1-10 mg/mL olarak bulunmustur. Secilen ydntemler dogal &rneklere de
uygulanmigtir. Bunun icin soya protein izolati, yagi giderilmis soya unu, ekstrakte

edilmis soya unu ve yagsiz sut tozu kullaniimistir.

Spektrofotometrik yéntemler genel olarak, Kjeldahl yéntemine gére protein derigimi
acisindan yuksek sonuglar vermigtir. Deney sonugclarina gére UV-220 nm, Kjeldahl
ydntemine en yakin sonuglari veren ve en hassas olan yontemdir. Bilret-550 nm

ise en dusuk duyarliliga sahiptir.

Galismanin Ug¢lncl kisminda ise, elde edilen protein ¢dzeltisinde enzim hidrolizi
gerceklestirilerek, hidroliz parametreleri belirlenmistir. Hidrolizi gergeklestirmek igin
Novozyme firmasindan temin edilen 3 farkll endustriyel proteaz enzimi
(Flavourzyme 1000 L, Alcalase 2.5 L Type DX, Neutrase 1.5 mg) kullaniimigtir.
Hidroliz sonrasinda olugan toplam amino asit degeri ve hidroliz derecesi (HD)

belirlenmistir.

Hidroliz tepkimesi 9 saat slreyle izlenmistir. Enzim kombinasyonu seklinde
uygulanan yéntem en yiksek HD (%36.8) vermistir. Daha sonra G¢li enzim
karigsimi ile %30.2 HD degerine ulasiimistir. En disik hidroliz derecesi (%4.84)
Neutrase enzimi ile elde edilirken, Flavourzyme (%15.7) ve Alcalase (%15.2)
enzimleri ile gerceklestirilen hidrolizlerde HD de@erlerinin yaklasik ayni oldugu

gbzlenmistir

Hidroliz deneylerinden sonra elde edilen amino asitler ninhidrin ydntemiyle
belirlenmistir. % 40 oraninda amino asit igeren dogal 6rmekte yapilan tayin
sonucunda amino asit miktari %27.8 olarak bulunmustur. Literatirde de belirtildigi
gibi ninhidrin belirtecinin bulunmasi gerekenden daha distk sonuclar verdigi

g6zlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Protein tayini, protein 6zitlenmesi, enzimatik hidroliz, amino

asit tayini.

Danisman : Prof. Dr. Perihan Caglar, Hacettepe Universitesi, Kimya B&limd,
Analitik Kimya Anabilim Dali



THE COMPARISON OF THE METHODS FOR THE ANALYSIS OF TOTAL
PROTEIN AND THE ANALYSIS OF TOTAL AMINO ACID VALUES IN
ENZYMATICALLY HYDROLYZED PROTEIN SOLUTIONS

Ozlem Giimrah

ABSTRACT

In this study, two good sources of protein, powdered milk and defatted soy flour
were considered and the extraction of proteins, the methods of protein
determination, the hydrolysis of proteins and the determination of amino acids
obtained from protein hydrolysis were investigated. The study was carried out in

four parts.

In the first part of this study, the extraction method for obtaining proteins from
defatted soy flour was tried on both milk powder and defatted soy flour and the
experiments for the determination of optimum values for pH, temperature and time
were carried out. Proteins were purified by using the fact that the solubility of
proteins is a minimum at isoelectrical pH values. Consequently, the optimum result
was observed at 60 °C and pH 11 in the protein extraction experiments. The

optimum time observed was one hour.

In the second part, five methods for total protein determination were chosen from
the literature and were tried on samples of milk powder and defatted soy flour. The
spectrophotometric methods such as Biuret-340 nm, Biuret-550 nm and UV-280
nm, UV-220 nm were chosen as the alternative for Kjeldahl method which is
mostly used in food analysis. The rationale for choosing these methods includes
the easiness of implementation and the applicability to different reactions. Two
separate calibration curves were obtained using laboratory grade bovine serum
albumin (BSA) and casein as the standard proteins. Therefore, the relationship
between the proteins and their amino acid composition was examined in each

case. When working with the samples of the standard proteins, the detection limits



and the sensitivities of the methods were compared. The detection limits of these
methods were found for UV-280 nm, UV-220 nm, Biuret-340 nm, Biuret-550 nm;
0.03-2 mg/mL, 0.001-0.06 mg/mL, 1-10 mg/mL, 1-10 mg/mL, respectively. The
chosen methods were also applied to the natural samples. For this aim, soy

protein isolate, defatted soy flour, extracted soy flour and milk powder were used.

Generally, spectrophotometric methods give higher values for protein
concentrations in comparison to the Kjeldahl method. UV-220 nm was the method
which gives the nearest results to the Kjeldahl method and is the most sensitive

one based on our experiments. Also, the Biuret- 550 nm has the lowest sensitivity.

In the third part of this study, enzymatic hydrolysis was performed to obtain soy
protein hydrolyzates by using three different industrial protease enzymes
(Flavourzyme 1000 L, Alcalase 2.5 L Type DX, Neutrase 1.5 mg) produced by
Novozyme and the parameters of hydrolysis were determined. After hydrolysis, the
total amino acid concentrations and the degree of hydrolysis (DH) were
determined.

The hydrolysis was observed up to 9 hours. A combination of three enzymes
showed the highest DH (%36.8). It was observed that the mixture of three
enzymes results in considerably higher DH values (%30.2). The lowest DH was
obtained in the presence of Neutrase (%4.84) and DH values were almost the

same for Flavourzyme (%15.7) and Alcalase (%15.2).

After hydrolysis, the released amino acids in the protein hydrolyzates were
determined using the ninhydrin method. When applied to the natural sample which
has an amino acid content of 40 % the result was found as %27.8. However, as

indicated in literature, the ninhydrin reagent gives lower results.

Keywords: Protein determination, protein isolation, enzymatic hydrolysis, amino

acid determination.

Advisor: Prof. Dr. Perihan Caglar, Hacettepe University, Chemistry Department,
Analytical Chemistry Subdivision.
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1. GIRiS

Proteinler amino asitlerin polimerleridir. TUrlerine, polipeptid zincirindeki amino asit
sayisina ve dizilimine gore farklilik gésterirler. Bu ytzden farkli molekuler yapilari,
besin degerleri ve fizikokimyasal 6zellikleri vardir. Bircok iglevi olan proteinler
besinlerin 6nemli bilesenleridir. Vicudun kendi kendine sentezleyemedigi fakat
insan saghg icin gerekli olan “esansiyel amino asitler” diye adlandirdigimiz, lizin,
triptofan, metiyonin, I8sin, izolésin ve valin gibi amino asitleri icerdikleri gibi ayni

zamanda bulyuk bir enerji kaynagidirlar.

Ozellikle protein icin iyi bir kaynak olan st proteininin biyolojik degeri 1.0
Uzerinden 0.9 olup oldukca yuUksektir (Tripaldi vd.1998), (Frau vd.,1997). L&sin,
izolésin, valin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan, lizin gibi esansiyel amino
asit icerigi yuksek olan sit proteini, kaliteli protein olarak kabul edilmekte ve
besinlerdeki protein kalitesinin degerlendiriimesinde standart referans olarak
kullaniimaktadir ( Miller vd., 2000), (Baysal, 2004).

TOim esansiyel amino asitleri iceren soya proteini de saglikli ve Kkaliteli bir
beslenmede 6n plana ¢ikmaktadir. Soya fasulyesinde fenolik asitler, fitosteroller,
proteaz inhibitérleri, inositol hekzafosfatazlar, saponinler, melanoidler ve

izoflavonlar gibi ¢esitli anti-kanserojenik fitokimyasallarin oldugu bildirilmistir.

Dinyayr besleyen 5-6 O6nemli bitkisel GrGnden birisi olan soyanin, yagi
cikarildiktan sonra kalan unu ya da klUspesi ¢ok besleyici olup, proteince ¢ok
zengindir. Yagi alinmis soya kUspesi insan beslenmesi yaninda ¢ok degerli bir
hayvan yemi kaynagi olarak da kullaniimaktadir. Bu klspelerden izole edilen
proteinlerin, gidalara katki maddesi olarak kullaniimasi son vyillarda

yayginlagsmaktadir.

Besinlere g¢ekici bir goérinim, yumusaklik, sertlik, tat, renk ve uzun sire
bozulmadan kalabilmesi gibi benzersiz fonksiyonel 6zellikler kazandirmasi
acisindan izole edilmis proteinler, besinlerin  hazirlanmasinda sikga

kullaniimaktadir. Ayrica istenmeyen ya da toksik bilesenleri uzaklastirmak igin de



proteinler izole edilir. Birgok yagli tohum igin, agirlikga % 90'nin Uzerinde yagi
giderilmig un proteini bir saat igerisinde 6zUtlenebilmektedir. Proteinleri ¢dzeltiden
geri almak igin genellikle cokturme prosesleri kullanilir ( Bell vd., 1983).

Bu calismada proteinlerin izoelektrik pH’da ¢6ztnurlUklerinin minimum olmasindan
faydalanarak, protein izole edilmigtir. Bunun igin yagdi giderilmis soya unundan ve
stt tozundan farkl kosullarda protein &6zltlenerek en iyi verim elde edilmeye
calisiimistir. Soya proteinini ¢oktirmek icin uygun pH, sicakhk ve sire

belirlenmigtir.

Proteinlerin yapisal veya mekanik islevleri vardir. Birgok besin proteini de
biyokimyasal tepkimelerin hizlarini arttiran enzimlerdir . Bu bazen istenen bazen
de zararlh olan bir durumdur. Proteinlerin butin bu O6zelliklerinden dolayi,
besinlerdeki toplam protein derigimi, proteinin tart, molekiler yapisi ve fonksiyonel

Ozellikleri cok fazla arastirilan konulardir.

Dogal kaynaklardaki protein miktarlarini hesaplayabilmek icin pek ¢ok yol vardir.
Bu kadar ¢cok yéntem olmasina ragmen, genelde herhangi bir érnekteki protein
miktarini en iyi saptayan ve tam istedigimiz sonucu veren bir yol yoktur. Ancak
protein miktarini en iyi sekilde saptayabilmek igin proteinin ve &6rnekteki diger

bilesiklerin yapisina, deneyin hassasiyetine gore yontem secilmelidir.

Gida analizlerinde en ¢ok kullanilan yéntem 1883’de gelistiriimis olan Kjeldahl
yontemidir. Bu yodntem, polipeptid zincirlerinin, peptid baglarindaki amin
gruplarinda bulunan azot miktarinin tayinine dayanan bir ydontemdir ve hala bilinen
en dodru ve yaygin azot tayini ydntemidir. Ydntemin kesinligi fazla ve
tekrarlanabilirligi yUksektir ancak, bu ydntem protein tayinini érnegin icerdigi azot
miktarina gore yapar ve bu ylzden proteinden gelmeyen azotu da tayin etmis olur.
Ayrica hesaplamalarda azot miktarindan protein miktarina gecerken kullanilan
Kjeldahl faktért de her protein tard igin farkhidir. Gunkd farkh protein turleri farkh
amino asit dizilimlerine sahiptir. Ustelik ydntem ¢ok uzun zaman alir
(Helrich,1990).



Spektrofotometrik yéntemlerle toplam protein tayini klinik analizler, biyokimya ve
fizyoloji gibi birgcok alanda kullaniimaktadir. Bu ¢alismada, toplam protein tayini igin
gida analizlerinde en ¢ok kullanilan Kjeldahl yontemine alternatif olarak Bitiret-340
nm, 550 nm ve UV-280 nm , 220 nm gibi spektrofotometrik ydntemler secilmistir.
Bu yobntemlerin secilme nedeni uygulanabilirliginin kolay olmasi ve farkh
reaksiyonlar Gzerinden gergeklesmeleridir. UV-220 nm (Stoscheck, 1990)
yonteminde absorbans peptid baglarinin elektronik gecislerinden kaynaklanirken,
Bidret (Gornall vd., 1949) yontemlerinde bakir/peptid bagi kompleksinin elektronik
gecisi s6z konusudur. Her iki ydontemde de peptidler élctlmektedir. UV—280 nm
(Stoscheck, 1990) ybénteminde ise amino asitlerin elektronik gecisleri
Olctimektedir. Bu calismada ydntemler standart proteinler ve dogal protein

kaynaklari (sit, soya) Uzerinde denenmis ve karsilastirimistir.

Proteinlerin gayet iyi bilinen besinsel, fonksiyonel ve biyolojik 6zellikleri, onlarin
insan saghgini  destekleyici fonksiyonel gidalarda katki olarak kullanim
potansiyelini arttirmaktadir. Son yillarda gida kaynakli proteinlerden biyoaktif
peptid Uretimi gerceklestiriimektedir. Protein molekill icinde inaktif halde bulunan
peptidler, gastrointestinal sindirimle, proteolitik kiltir fermentasyonu ve proteolitik
enzimlerle hidroliz yéntemleriyle serbest hale getiriimektedirler. Biyoaktif peptidler
amino asit zincir uzunlugu ve dizilimine bagl olarak, kan basincini duzenleyici
(ACE inhibisyonu) etki, kolesterol diistrlcl etki, antioksidan aktivite, antitrombotik
aktivite, bagisikhigi arttirici ve opioid aktivite gostermektedirler. Peptidlerin (6rnegin
soya, bugday, arpa, balik proteinlerinden elde edilen peptidlerin) besinsel
Ozellikleri ve yukaridaki biyoaktif 6zellikleri yaninda cilt kanseri, kolon kanseri,
karaciger tumoérl gibi bazi kanser formlarina kargl koruyucu ve tedavi edici
ozellikleri de bulunmaktadir (Aksay ve Ozer, 2008).

Proteozlar, peptonlar ve peptidler, proteinlerin kismi hidrolizi ile olusur; tam hidroliz
gergeklestiginde ise amino asitler aciga c¢ikar. Soya proteinlerinin
hidrolizlenmesiyle agiga c¢ikan amino asitler gastrointestinal sisteminde emilim
bozuklugu olan yash hastalarin diyetleri, hipoalerjenik bebek yiyecekleri, sporcu
besinleri, agirhk kontrol diyetleri ve kanser tedavileri icin énemlidir. Gesitli amino
asitler kanser riskini azaltmada farkli etkilere sahiptir. Ornegin, sistein, sistin ve
glutamin vilcuttaki toksik maddeleri uzaklastirir ve kanser tedavisindeki



radyasyonun yol acgtigi zararlari giderir. Bu ylzden bu tir amino asitler genellikle
kemoterapi ve radyasyon tedavilerinde kullanilr.

Protein hidrolizi sirasinda molekuiler degisiklikler meydana gelir. BOylece hidroliz
ardnlerinin ¢6zunurlik, viskozite, duyumsal 6zellikler, emulsiyon ve képurme gibi
fonksiyonel Ozelliklerinde degisiklikler olur (Panyam ve Kilara, 1996), (Nielsen,
1997), (Caessens vd., 1999).

Proteinlerin hidrolizi, kaynatma, asit etkisi ve enzim etkisiyle olabilir. Asit hidrolizi
ve enzim hidrolizi yaygin olarak kullanilmaktadir, fakat bu ydntemlerin bazi

avantajlar ve dezavantajlari bulunmaktadir.

Bu calismada, protein tayininden sonra proteaz enzimleriyle protein hidrolizi
denenmistir. Soya proteininin hidrolizi i¢cin enzimatik hidroliz yéntemi segilmistir ve
hidroliz Novozyme firmasindan temin edilen 3 farkli endustriyel proteaz enzimi
(Flavourzyme 1000 L, Alcalase 2.5 L Type DX, Neutrase 1.5 mg) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Hidroliz sonrasinda olusan toplam amino asit degeri ve hidroliz
derecesi (HD) belirlenmistir. HD, enzimatik hidrolizden sonra agiga ¢ikan
enzimlerin miktarinin, soya protein 6zutinin asit hidrolizi sonucunda bulunan
toplam amino asit miktarina orani hesaplanarak bulunmustur. Amino asitleri tayin

etmek icin ninhidrin belirteci kullaniimigtir.

Hidrolizden sonra agiga c¢ikan a-amino gruplari, amino grupla spesifik olarak
reaksiyon veren belirtecler kullanarak spektrofotometrik olarak tayin edilebilir.
Genelde  kullanilan  belirtegler,  ninhidrin,  o-fitaldialdehit ~ (OPA)  ve

trinitrobenzensiilfonik asittir (TNBS).

Galismanin son kisminda, ninhidrin belirteci ile amino asit tayinleri yapilarak

literatlrdeki yontemlerle kargilastiriimistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Proteinler

Proteinler, amino asitlerin zincir halinde birbirlerine baglanmasindan olusan
blylk organik bilesiklerdir. Bu zincirde bir amino asidin karboksil grubunun bir
digerinin amin grubuna baglanmasiyla olugan bag peptid bag olarak adlandirilir.
Teorik olarak, 20 amino asidin sinirsiz kombinasyonu mumkunddr, fakat
hayvanlarda ve bitkilerde bulunan fonksiyonel proteinler, olduk¢a spesifik amino
asit zincirlerine sahip olmahdir. Organizmanin protein ihtiyaci daha ¢ok gerekli
amino asitler Gzerine kuruludur. Bir proteinin biyolojik degeri yani besleyici degeri
bilesimindeki amino asit tiriine baghdir.

Yapilarinda, yag ve karbonhidratlarda oldugu gibi karbon, hidrojen ve oksijen
bulunur. Fakat karakteristik olarak azot ve bazen de kukart vardir. Polisakkaritler,
ndkleik asitler ve yagdlar gibi biyolojik makromolekullere benzer sekilde, proteinler
de canh organizmalarin temel bilesenlerindendir ve hicrelerin igindeki her surecte
yer alirlar. Belli iglevleri yerine getirmek igin beraberce de calisabilirler ve bazilari
bir araya gelip kararli kompleksler olusturabilir. Bircok protein, biyokimyasal
tepkimelerde katalizor islevi olan enzimlerdir ve metabolizma i¢in yasamsal bir role

sahiptir. Bagka proteinlerin ise yapisal veya mekanik iglevleri vardir.

"Protein" sbézcugunin kaynagi, Yunanca’'da "birincil 6neme sahip" anlamini tagsiyan
Tpwra (prota) sdézcugudur. Bu isim, proteinleri 1838'de ilk tanimlayan Jéns Jakob
Berzelius tarafindan verilmistir. 1926'da James B. Sumner'in treaz enziminin bir
protein oldugunu gdstermesine kadar, proteinlerin canlilar i¢cin ne derece énemli
oldugu tam anlasiimamistir ( Sumner, 1926). Yapisi ¢ézulen ilk proteinler arasinda
instlin ve miyoglobin bulunur ki, insdlin igin Sir Frederick Sanger 1958'de,
miyoglobin i¢in de Max Perutz ve Sir John Cowdery Kendrew 1962'de Nobel
Kimya Odilii kazanmistir (Kendrew vd., 1958).



2.1.1. Protein molekiillerinin ¢ boyutlu yapisi

Proteinlerde birincil , ikincil , G¢lncdl ve dérduncal yapr diye doért yapi tanimlanir.

(Sekil 2.1)

Fleated sheet Alpha helix

Sekil 2.1. Proteinlerde birincil, ikincil
(Ustte), Gcglncul ve dbérdancil yapi
(sag altta)

Uglinciil  yapilar, genel olarak
proteinin 3 boyutlu yapisi olarak
Ozetlenebilir ve tuz képraleri, hidrojen
baglan,  disdlfir  baglar gibi
etkilesimler tarafindan kararl kilinir.
Dérdincul yapr ise, birden fazla
protein molekilinin birbiriyle
etkilesmesiyle olugsan yapiya denir
(Branden ve Tooze, 1999).

Bir proteindeki amino asitlerin dizilisi, o
proteinin birincil yapisi olarak
adlandirilir. ikincil yapi, hidrojen baglari
ile kararh kilinan, dizenli tekrarlanan
yerel yapilardir. Bunlarin en yaygin
Ornekleri alfa sarmali (alpha helix) ve
beta yapragidir (beta sheet). ikincil
yapilar yerel oldugu igin bir proteinin
icinde farkh ikincil yapilara sahip pek
cok bdlge olabilir. Proteinlerin Gglncul
yapilarinda ikincil yapili  proteinler
bulunmaktadir. Bu tersiyer yaplilar, alfa
sarmall, beta yapragdl veya her ikisinin
karisimindan olusabilmektedir.

(Branden ve Tooze, 1999)

(http://www.genome.gov/Pages/Hyperion/
DIR/VIP/Glossary/lllustration/protein.shtml)



Bazi proteinler tek polipeptid zincirinden meydana gelir; bunlar monomerik
proteinlerdir. Bircok protein de yapisal olarak benzer, ya da tamamen ilgisiz bir
veya daha fazla polipeptid zincirlerinden meydana gelir .

2.1.2. Beslenmede protein

Protein, beslenmemizin énemli bir pargasidir. Cogu mikroorganizma ve bitki,
standart amino asitlerin timini sentezleyebilmesine kargin hayvanlar bazi amino
asitleri diyetlerinden elde etmek zorundadirlar (Voet, 2004). Hayvanlarda amino
asitler protein iceren besinlerin tiketilmesi yoluyla elde edilir. Proteinler sindirim
yoluyla parcalanirlar. Bu slre¢ zarfinda protein énce mide asitlerinin etkisiyle
denatire olur ve ardindan proteaz olarak adlandirilan enzimler tarafindan yikima
ugrar. Esansiyel amino asitlerin vicuda alinmasi canlinin saghgr icin cok
o6nemlidir. Amino asitler 6nemli bir azot kaynagidir. Vicuda alinan bazi amino
asitler, 6zellikle esansiyel olmayanlar, protein sentezi icin dogrudan kullaniimazlar.
Onun yerine glukoneogenez yoluyla karbonhidratlara déntgurler. Glukoneogenez
aclik durumunda vicudun kendi proteinlerinden, 6zellikle kas proteinlerinden,
glikoz elde edilmesinde de kullanilir (Brosnan, 2003). Proteinler peynir, sit, et vb.
cesitlerde bulunur.

2.1.3. Siit Proteini

S0t ve st Urlnleri; protein, kalsiyum, fosfor, A vitamini ve bazi B vitaminleri
(6zellikle riboflavin, B12 ) icin iyi bir kaynaktir (Miller vd., 2000). Sitin kimyasal
yapisi lipid, protein, karbonhidrat, vitamin ve mineral iceren bir kompleks olmasi
nedeniyle tek basina ve uzun sire yeni dogan memeliler icin yeterli bir besin
kaynagidir. Ozellikle protein icin iyi bir kaynak olan siit proteininin biyolojik degeri
1.0 Gzerinden 0.9 olup oldukga yuksektir (Tripaldi vd.,1998), (Frau vd.,1997).

Yiiksek kalite protein igeren inek siitiiniin ortalama % 3-3.5'i proteindir. inek sitl
proteini; kazein, peynir alti suyu proteinleri temel olmak Uzere, enzimler ve az
miktarda azot igeren protein olmayan bilesiklerden olusan heterojen bir karisimdir
(Fox ve McWeeney, 2003).



Toplam proteinin yaklasik % 80’i kazein (% 8’i inorganik maddeler, % 92’si
proteindir), % 20’si ise peynir alti suyu proteininden olusmaktadir. Kazein sitin en
6nemli proteini olup , alfa, beta, gamma ve kappa olarak dért ayri sekilde bulunur.
Yapisinda fosfor (%0.7- 0.9) bulunduran kazein bu doért seklin heterojen bir
karisimidir. Asit kazein ve rennet kazein olmak Uzere iki tip kazein bulunmaktadir.
Laktik asit bakterileri, peynir alti suyu, laktik asit, hidroklorik asit, stlfirik asit, sitrik
asit, asetik asit ve ortofosforik asit gibi insan sagligina zarar vermeyen asitler
kullanilarak elde edilen kazein, asit kazeini olarak adlandirilir. Rennet kazein ise
teknolojisinde kimozin enzimi veya sutl pihtilastiran insan tiketimine uygun diger

enzimler kullanilarak Uretilen kazein tGradir.

Peynir alti suyu olarak adlandirlan diger kismin ise sit serumu proteinlerince
zengin oldugu bilinmektedir. Peynir alti suyu proteinleri diger minér bilesenler ile
birlikte, B-laktoglobulin, a-laktaloumin, immunoglobulinler, biylkbas serum
albimini, blylUkbas laktoferrini ve laktoperoksidazi kapsamaktadir (Yerlikaya ve
Karag6zli, 2008). Son yillarda giderek artan sayida arastirma st serumunun ¢ok
yonll terapdtik etkilerini aydinlatmis ve bu protein karisiminin antikanserojen ve
serbest radikal hasarini 6nleyen etkileri 6ne gikmistir (Ogiing ve Yalgin, 2008).

Lésin, izoldsin, valin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan, lizin gibi esansiyel
amino asit icerigi yuksek olan st proteini, kaliteli protein olarak kabul edilmekte ve
besinlerdeki protein kalitesinin degerlendiriimesinde standart referans olarak
kullaniimaktadir ( Miller vd., 2000), (Baysal, 2004).

Cizelge 2.1.’de sltln esansiyel amino asit icerigi ve ¢esitli yas gruplarinin ihtiyaci

olan esansiyel amino asit miktarlari verilmigtir.



Cizelge 2.1. Yas gruplarina gére esansiyel amino asit gereksinimi ve sitin
esansiyel amino asit icerigi (Frau vd., 1997), (FAO/WHO/UNU,1985).

Amino asit gereksinimi (mg/g protein) St . .
Amino asit Bebek 6(3::(;; ;)ell(gll Yetiskin igerlijcj';??magr?g;n:r;fel;(n)
Histidin 26 19 19 16 27
izolésin 46 28 28 13 47
Losin 93 66 44 19 95
Lizin 66 58 44 16 78
\'\/’('fts'}l’sonr‘r:” 42 25 22 17 33
Eﬂ:f‘o';”r:” 72 63 22 19 102
Treonin 43 34 28 9 44
Triptofan 17 11 9 5 14
Valin 55 35 25 13 64
Toplam 434 320 222 111 504

2.1.4. Soya Proteini

Soya Urunlerinin belirli bir teknik standarda oturtulmasini saglamak amaci ile ASA
(American Soy Association) tarafindan hazirlanmig ve Turkiye’de de kabul gérmus
tanimlar gergevesinde, kuru madde miktar Gzerinden asgari %50 protein igeren

artnler soya proteini olarak adlandiriimaktadir.

Soyanin, yag! c¢ikarildiktan sonra kalan unu ya da kispesi ¢ok besleyici olup,
proteince ¢cok zengindir. Bu 6zelliginden dolayr gida sanayisinde bolca kullanihr.
Soya tohumlarinda % 50-55 oraninda protein, % 18-20 oraninda da yag bulunur.
Dlinyada en fazla Uretilen ve tiketilen yag soya yagi, yem sanayisinde en fazla
kullanilan hammadde ise soya kispesidir (Nazlican, 1998 ).



Soya proteinini saglikl ve Kkaliteli bir beslenmede 6n plana ¢ikaran faktor, tim

esansiyel amino asitleri icermesidir. Ozellikle de 16sin agisindan zengindir. Cizelge

2.2.de yagli tohumlarda bulunan bazi amino asitlerin bilesimi, Cizelge 2.3.’te ise

farkh protein kaynaklarinin esansiyel amino asit icerikleri ve yas gruplarina goére

amino asit gereksinimi gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Yagl tohumlardaki baglica amino asitlerin bilesimi (g/16g N), (Viroben

ve Bertrand, 1985)

Amino asit Soya Fasulyesi Aycicedi
Treonin 3.7-4.2 3.5
Valin 49-54 5.1
izolBsin 4.8-5.5 4.2
Lésin 7.5-8.3 6.3
Fenilalanin 4.7-5.3 4.6
Metiyonin 1.5-1.6 4.0
Sistein 1.5-1.8

Lizin 5.8-6.5 3.3
Triptofan 1.2-1.4 1.3

"Metiyonin + sistein

Cizelge 2.3. Farkli protein kaynaklarinin esansiyel amino asit igerikleri ve yas
gruplarina gére amino asit gereksinimi ( Friedman, 1996).

Amino asit icerigi FAO/WHQO tarafindan 6énerilen amino
(mg/g protein) asit gereksinimi
Amino asit _ _ (mg/kg) / gun
"o’ | e | ums” | O | ancest | gay | YeISN

Treonin | 401 | 384 | 29.3 43 34 28 9
Cys+Met | 307 | 68.1 38.7 42 25 22 17
Valin 454 | 491 42.7 55 35 25 13
lzolosin | 418 | 471 | 334 46 28 28 13
Losin 775 | 85.1 68.5 93 66 44 19
Tyr+Phe | 702 | 96.6 77.8 72 63 22 19
Histidin | 300 | 254 | 219 26 19 19 16
Lizin 79.4 | 63.4 26.6 66 58 44 16
Triptofan | g g 11.4 11.2 17 11 9 5




Soya fitokimyasallar agisindan da oldukga zengin bir yapi gdstermektedir.
izoflavonlar, saponinler, taninler, fitatlar, proteaz inhibitérler, lektinler, guatrojenler
ve alerjenler baglica icerdigi fitokimyasallardir. Bunlardan 6zellikle sterol kaynakli
olan izoflavonlar ¢ok &nemlidir. Soya izoflavonlari kimyasal olarak dért yapida
bulunmaktadir: aglikon (daidzein, genistein ve glycitein), glikozit (daidzin, genistin
ve glycitin), asetilglukozit (asetildaidzin, asetilgenistin ve asetilglisitin), ve
malonilglukozit (malonildaidzin, malonilgenistin ve malonilglisitin) (Oztiirk ve Aytag,

2008). islenmemis soya fasulyesinde 1.2- 4.2 mg /g izoflavon bulunmaktadir.

izoflavonlar; &strojenik ve antistrojenik aktivite, antioksidan, anti proliferatif,
antikanserojen, antibakteriyal ve antimikrobiyal 6zellik gésterirler. Ozellikle
genistein, soya fasulyesi UrUnlerinde bulunan belirgin bir izoflavondur ve

kadinlarda meme kanseri riskini disdrebilecedi disunilmektedir.

izoflavonlarin dogal yoldan temini igin iyi bir kaynak olan soya proteinleri, et
proteinleri ile fonksiyonel acidan ayni Ozelliklere sahip olup, bitkisel protein
kaynag! olarak besin degeri acisindan, en az et kadar degerli olarak tanimlanirlar.
Hatta ete oranla kolesterol ve yag icermeyen yapilari sayesinde daha saghkh ve
yararlanimi yUksek Urtnler olarak kabul edilirler ve bdylece yetersiz beslenme
problemiyle bogusan Turk insani igin de vazgecilmez bir se¢enek olmaktadirlar.

Yag! alinmig soya kispesi insan beslenmesi yaninda
¢ok degerli bir hayvan yemi kaynagi olarak da
kullaniimaktadir. Bu  klspelerden izole edilen
proteinlerin, gidalara katki maddesi olarak kullaniimasi

son yillarda yayginlagsmaktadir.

Bugln icin gelismis Ulkelerin piyasalarinda, soyanin sdtd, peyniri, filizi, sosu,
dondurmasi, eti ve unundan, muarekkebi, mumu ve benzinine kadar pek ¢ok soyall
sanayi Urind bulunabilmektedir. Son yillarda llkemizde de ithal soyal Urtnlerin

bircogunu market raflarinda bulmak mimkin olmustur.

istatistiklere gére; 2003 yilinda 175 bin tonu soya yagi olmak (izere toplam 1.5

milyon tonluk soyali GrOnun dlkemize ithal edilmis olmasi, soyanin tiketim



ahgkanliklannmiz icerisinde giderek artan sekilde yer almaya basladidini
gdstermektedir. Ulkemizde soya proteini bérek harci, soya kusbasi adi altinda
piyasaya surllmektedir (Nazlican, 1998). Proteinin hidrolizi ile elde edilen amino
asitler ise, daha ziyade tarim sektériinde kullaniimaktadir ve ihtiya¢ ithal yoluyla

karsilanmaktadir. Kispeler sadece hayvan yemi olarak degerlendiriimektedir.

2.2. Protein Tayin Yontemleri

Dogal kaynaklardaki protein miktarlarini tayin icin pek ¢ok yol vardir. Yéntemlerin
bu derece ¢okluguna karsin, genelde herhangi bir érnekteki protein miktarini en iyi
saptayan ve tam istedigimiz sonucu veren bir yol yoktur. Ancak protein miktarini
en iyi sekilde saptayabilmek icin proteinin ve érnekteki diger bilesiklerin yapisina,
deneyin hassasiyetine goére ydntem secilmelidir. Gida analizlerinde en c¢ok
kullanilan ydntem 1883’de gelistiriimis olan Kjeldahl ydontemidir. Bu yéntem hala
bilinen en dogru ve yaygin azot tayini ydntemidir. Yontemin kesinligi fazla ve
tekrarlanabilirligi yliksektir. Fakat protein tayinini igerdigi azot miktarina gbre yapar
ve bu ylzden proteinden gelmeyen azotlann da tayin etmis olur. Ayrica
hesaplamada azot miktarindan protein miktarina gegerken kullanilan Kjeldahl
faktort her protein turd igin farkhdir. GUnka farkh protein tdrleri farkli amino asit
dizilimlerine sahiptir, Ustelik ydntem ¢ok uzun zaman ahr (Helrich,1990).

Spektrofotometrik yéntemlerle toplam protein tayini klinik analizler, biyokimya ve
fizyoloji gibi bircok alanda kullaniimaktadir. Kromatografik iglemler sirasinda
elUatlardaki proteinlerin  bagil miktarlari dogrudan 280 nm’de absorbsiyon
6lcimine dayanan Warburg yontemiyle belirlenir. Bu yéntemin hassasiyeti 0.05—
2.0 mg/mL arasindadir. Gok duyarli olmamakla birlikte, kolaylhdi ve hizli sonug
vermesi nedeniyle ¢ok kullanilan bir tekniktir. Nicel tayinlerde en ¢ok kullanilan
yontemler, hassasiyeti 1-10 mg/mL arasinda olan Bilret yéntemi ve hassasiyeti
0.2-1.4 mg/mL arasinda olan Coomassie-Blue (Bradford) yéntemidir. Bunun
yaninda Lowry ve Bicinchoninic Acid (BCA-Smith) yéntemleri, bulaniklik élgimleri
(turbidimetri), 6zgul aktivitenin dlgulmesi, kirllma indisinin dlgilmesi (refraktometri)
ve saflastiriip kurutulmus 6rneklerin dogrudan tartiimasi ydntemlerinden de

yararlanilabilir.



2.2.1. Kjeldahl yéntemi

Polipeptid zincirlerinin, peptid baglarindaki amin gruplarinda bulunan azot
miktarinin tayinine dayanan bir yéntemdir. Kjeldahl yénteminin uygulanmasinda 3
temel bolim vardir:

1. Ornek igerisindeki organik maddelerin oksidasyonu ve azotun amonyum
sulfat [(NH4)2SO4] haline dénlstirilmesi.
Bu islemde organik azot belirli bir miktar derisik HoSO4ile muamele edilir.

Kaynatma
Organik C,H,N > (NH4)2SO4 + COz + H20+ SOz (2.1)
H.SO,4

Burada sdrekli 1sitma ile CO,;, H>O, SO, buharlasir. Bu islemin kolayca
uygulanabilmesi icin katalizér olarak genellikle Cu, Hg, S, Se veya K tuzlari
kullanilr.

2. Amonyum silfatin NaOH c¢ozeltisi ile aynistirilmasi, 6nce NH4OH ve daha
sonra da NHj haline dénusturilerek bir zayif asitle tutulmasi.

Isitma
(NH4)2SO4 +2 NaOH > Na,SO,4 + 2 NH,OH (2.2)
Zn
Isitma
2 NH,OH » H20+NH31 (2.3)
Zn

Burada amonyak gazi buharlasir ve damitma dizeneginde yogunlasarak bir zayif
asit ( % 4’0k borik asit) Gzerinde tutulur (Sekil 2.2.)

NH3 + H3803 _—> NH4 + BOQ +H20 (24)



3. Amonyak ¢ozeltisi nétrlestikten sonra arta kalan asit veya asit Gzerinde
tutulan bazin (NHs) titre edilerek toplam N miktarinin tayin edilme asamasi.

Burada borik asit tarafindan tutulan amonyagin titrasyonu amaciyla 0.1 M HCI
veya NaOH kullanilir.

NH;* + BO; + HCl— >  NH4'Cl" + HBO: (2.5)

Titrasyon sonunda toplam azot miktari tayin edilir.

Su cikist

Tuzak Yogunlastirici

Parcalama
kab1

Isitict Su girisi

Amonyak

Sekil 2.2. Kjeldahl damitma diizenegi (http://avogadro.bitacoras.com/kjeldahl.qgif).

2.2.2 Spektrofotometrik yontemler

2.2.2.1. Bilret yontemi

Duyarhligi disik (1-10 mg/mL) olmakla beraber pratikligi nedeniyle kolayca
uygulanabilmektedir. Reaksiyonun esasi Cu*? iyonlarinin peptid azotlarina
baglanmasi sonucu bazik ¢bzeltide 540 — 560 nm’de maksimum absorbsiyon
gOsteren renkli bir kompleks olusumuna dayanir. Bakir atomlarinin ana zincire
baglanmasi nedeniyle amino asit igeriginin 6lgiimler Gzerinde herhangi bir 6nemli

etkisi yoktur. Tris tamponu ve amonyak girisimi s6z konusudur.



: ; Bilret bilesigi yapi olarak peptid bagina
0= C C:O benzer bir maddedir ve Cu?* iyonlari ile

'N H proteinlerin verdigi reaksiyona benzer bir

nedenle kullanilan  ydnteme  Bilret

H— NI\‘ /
R renkli kompleks olusturur (Sekil 2.3.). Bu
H— N|/ \

IN H Yéntemi, Cu?* iceren c¢dzeltiye de Biliret
C R R C Ayiraci adi verilir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.3. Biliret bilesigi -Cu?* kompleksi.

H2
Protein ve peptidlerde iki peptid bag: © D--\‘ ,.-M R
olusumuna katilan 4 azot atomu ile bilret __:Cdff
g 07 o

ayiracindan gelen Cu?* nin renkli kompleks R E -
olusturmasi esastir ( Gornall vd. ,1949).
Sekil 2.4. Protein- bitret ayiraci
reaksiyonu.

2.2.2.2. UV-280 nm absorpsiyon yontemi

Tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik gruplar (Sekil 2.5.) nedeniyle
bircok protein 280 nm’de maksimum absorbans gésterir. Duyarlilik aralidi 0.05-2.0
mg/mL arasinda olmasina ragmen oldukca hizl bir tayin yéntemidir (Stoscheck,
1990).



H CHy—CH—COy
HOQCHZ—C—COO' |
. W

NH3 |
Tyrosme H
Tyror ¥
L-tryptophan
trp

Sekil 2.5. Tirozin ve Triptofan amino asitlerinin molekuler yapilari.

2.2.2.3. UV-220 nm absorpsiyon yontemi

Bu ybéntemde absorbans, peptid baglarinin (Sekil 2.6.) elektronik gegislerinden
dolayi gercgeklesir (Stoscheck, 1990). Duyarlihk aralidi literatirde 9.0-40 upg/mL
olarak verilmistir ( N.K.K. Kamizake, 2003).

COOH

Peptid baglan

Sekil 2.6. Peptid baglari (Pauling vd., 1951).



2.2.2.4. Lowry yontemi

Ybéntem, bazik kosullar altinda Bilret reaksiyonu ve aromatik amino asitlerin
(Tirozin,Triptofan) Cu®* katalizli oksidasyonundan sonra, ayiragta bulunan
Fosfomolibdik, Fosfotungstik asit ile heteropolimolibden mavisine indirgenmeyi
iceren Folin-Ciocalteu reaksiyonunun bir kombinasyonudur (Lowry vs., 1951). 0.5—
1.5 mg /mL duyarhliga sahiptir. Tris gibi primer aminler analizde hatalara neden
olabilmektedir. Koyu mavi renk olusumu karakteristiktir ve 750 nm dalga boyunda
maksimum absorbans verir. Yontem ¢ok duyarlidir, ancak pH’ya bagimhdir.

2.2.2.5. Bradford (Coomassie blue) yontemi

Oldukga duyarh olan bu yéntem (0.05—-1.4 mg/mL), organik boyalarin (BG-250),
proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek, renk olusturmasini esas alir.
Mavi rengin olusmasinda proteinin amino asit bilegsimi (6zellikle arjinin gibi bazik
aminoasitler ve aromatik amino asitler) dnemlidir. Yéntemde protein 595 nm dalga

boyunda maksimum absorbans verir ( Bradford, 1976).

Bradford yéntemi BG-250 ve proteinler arasindaki reaksiyonu temel alir. Klgluk
peptidler ve amino asitler BG-250 ile herhangi bir reaksiyon vermezler ( Bradford,
1976), (Snyder ve Desborough, 1978), (Wei vd.,1977).

2.2.2.6. Spektrofotometrik yontemin temelleri

Elektromanyetik dalganin (1sin, foton) iyon, atom veya molekdiller ile etkilesmesini
inceleyen bilim dalina spektroskopi adi verilir. Spektroskopik incelemelerin
yapildigi cihazlara da spektrofotometre denir. Bir madde, (zerine dasUrilen
dalgaboylarindan (ultraviyole 1sinlarindan radyo dalgalarina kadar) ancak
bazilarini absorplar. Maddenin bu 06zelliginden vyararlanilarak nitel ve nicel
analizleri yapilabilir (Gindlz, 1990).



Dalgaboyu 200—-1000 nm arasinda degisen isinlarin molekul orbitallerinde bulunan
elektronlar tarafindan absorpsiyonu tzerine kurulmus olan spektroskopik yonteme
UV-gorinir  bolge  spektrofotometrisi adi  verilir.  UV-goérinir  bdlge
spektrofotometrisinde molekdlin absorpladigi enerji, yapisinda bulunan bir
elektronu bir Ust enerji seviyesine cikarir. Bu nedenle ultraviyole ve gérinlr alan
spektroskopisine orbitaller arasinda elektron gegislerini inceleyen spektroskopi dali

da denir.

2.2.2.7. Spektrofotometrenin calisma prensibi

e lLamba tarafindan yayilan 1sin demeti monokromatér (prizma) yardimiyla
tek bir dalga boyundaki igina (monokromatik 1sina) déntstardlar.

e Bu 1sin 8rnegin icinde bulundugu odaya girer. Olclimii yapilacak 6rnek,
klvet icine konulur. Gérindr alanda ¢aligiliyorsa cam (optik) kivet ; UV’ de
calisiliyorsa kuvars (silika) kivet kullanilir.

e Ornekten gecen Isigin siddeti detektdr tarafindan algilanir ve kaydedici ya
da yaziciya elektrik sinyali seklinde gdnderilir (Sekil 2.7.).

' S

| |

| Declektdr Fotokstlandinc Okuyucu

Igik kaynad: Monoktromotr Girnek

Sekil 2.7. Basit bir spektrofotometrenin elemanlari.



2.2.2.8 Absorpsiyon ilkeleri

Isinin belli dalga boylari madde tarafindan absorplanir. Bu olaya absorbsiyon adi
verilir. Absorblanan bu enerji, maddeyi (yani onu olusturan atom veya molekdlleri)
uyariimis hale gegirir. Absorpsiyonla uyariimis olan bdyle bir tanecigin émri 10°®
saniye kadardir.

X+ hVe———yp X (2.6)
Tanecik eski haline dénerken bu eneriji geri verilir:

X —— X + sl (2.7)

2.2.2.9. Lambert-Beer kanunu

2.2.2.9.1. Lambert kanunu

Homojen bir absorplayici ortamdan gecen i1sinin siddeti tabaka kalinliginin artmasi
ile Ustel (veya logaritmik) olarak azalir:

| = lpx e™d (2.8)

| = gecen i1sinin giddeti
lo= gelen 1sinin siddeti
k = absorpsiyon katsayisi

d = tabakanin kalinligi



2.2.2.9.2. Beer kanunu

Bir ¢dzeltiden gecen monokromatik bir 1sin demetinin giddeti, igerisinden gegtigi

maddenin konsantrasyonuna baglidir.

| = loxe*C

| = gecen i1sinin giddeti
lo= gelen 1sinin siddeti

k = absorpsiyon katsayisi
C = derisim

Bu iki kanunun birlestiriimesiyle;

| = lpx e™*®

| = gecen i1sinin giddeti

lo= gelen 1sinin siddeti

k = absorpsiyon katsayisi

C = derisim

d = 1s1k yolu (sivinin iginde bulundugu kivetin genisligi)

/o = e
Inl/lp=-kxCxd
Inly/l=kxCxd

kxCxd
log lo/l =

2.303

k/2.303= ¢ (epsilon)

log lo/l =€ x C x d = A (Absorbans)

A= Absorbans

(2.10)

(2.11)
(2.12)
(2.13)

(2.14)

(2.15)

(2.16)



C= Derisim (mol /L veya mg/L)
€= Molar sogurma katsayisi ( L/mol.cm veya L/mg.cm)

d=1s1k yolu (sivinin iginde bulundugu klvetin genisligi)

Esitlikten (2.16) de anlasilacagi gibi € sabiti, ¢bzelti derisimi ve 151§in gectigi yolun

uzunlugunun birimine bagl olarak degisir (Sekil 2.8.).

Sekil 2.8. Homojen bir absorplayici ortamdan gecen 1s1gin siddetindeki degisim.

(2.16) esitligindeki A degerleri C ye kargi grafige gegirilirse egimi “e .d” olan bir
dogru elde edilir (Sekil 2.9.).

0,300
P2
[ ©
ra
| S y=0,0291x +0,0002
0,200 f £ R? = 0,9997
0,100 |
r Derigim
0,000 &
0 2 4 6 8 10

Sekil 2.9. Absorbans-derigim degisimi.
Ancak her zaman dizgUn bir dogru elde edilemez. Bunun nedeni Lambert-Beer

kanunundan sapmalardir.



2.2.2.10. Lambert-Beer kanunundan sapmalar

e Beer Kanunu genellikle 0.01 M dan biydk derisimlerde dogrusalliktan
sapar. YlUksek derisimlerde absorpsiyon yapan molekiller arasi uzaklik
azalir ve molekullerin yik dagilimi bozulur. Bu da absorpsiyonu etkiler,

cozeltilerin seyreltiimesi bunu giderir.

e Sogurma yapan tarin derigsimi kimyasal reaksiyonlar sonucu degisiyorsa
absorbans da degisir. Ortamdaki asitler ve ¢6zicti 6nemli etkendir. Bu

genellikle asit/baz indikatorlerinin sulu ¢ézeltilerinde gdzlenir.

e Ayrica monokromatdr dalga boyunu tam olarak ayiramadiginda az da olsa
sapma go6ralir. Prizma, mercek ve filtrelerin ylzeyinde olusan kacgak isinlar
da sapmalara neden olur. Aletsel sapmalarda daima disiUk absorbans

okumasi g6zlenir.

2.2.2.11. Proteinlerin nicel olarak tayini

Proteinlerin nicel olarak tayin edilmesi igin &ncelikle standart &rneklerin
kullaniimasiyla bir kalibrasyon egrisi hazirlanir.  Analit derigsimleri kesin olarak
bilinen standart coézeltilerin absorbans sinyali o6lctlir. Analit derisimine karsi
Absorbans grafige gegcirilir. Bilinmeyen &rnegin absorbansi Olgulerek dogrusal
calisma grafigi yardimi ile derisimi bulunur (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Dogrusal ¢alisma grafigi.

Farkh proteinler farkli absorpsiyon spektrumu goésterirler ve hi¢ bir protein
standardi tim proteinler igin gerekli gbrevi yerine getiremez. En iyi uygulama sekli,
cahsilacak olan her protein icin bir standart egri ¢cizmektir. Bu durumlarda ticari
olarak satilan saf proteinler standart olarak kullanilir. En yaygin kullanilan protein
standardi sigir serum albiminidir (BSA).

2.3. Protein izolasyonu

Bircok yagll tohum icin agirhk¢a % 90’nin Uzerinde yagi giderilmis un proteini bir
saat icerisinde 6zltlenebilmektedir . Proteinleri ¢6zeltiden geri almak igin genellikle

¢coktirme prosesleri kullanilir ( Bell vd., 1983).

Protein ¢oktirmenin amaci; proteinin raf 6mrind arttirmak icin enzimleri
uzaklastirmak veya pasif hale getirmek, besin degerlerini bozmadan , tat , renk ve
yumusakhk / sertlik derecesini gelistirmek ve istenmeyen ya da toksik olan
bilesenleri uzaklagtirmaktir ( Bell vd., 1983).

Sulu c¢ozeltilerde protein ¢6zUnGrlGgld su molekdlleri ve protein  molekilleri
arasindaki hidrojen baglarnyla olur ( izoelektrik pH’da degilse). Proteinler molekuller
dizeye gectiginde ve arkasindan bir araya toplanmaya bagsladiklarinda daha
blylk partikdller olusur ve protein ¢ozunarligu azalr (cékme). Molekiler dizeye

gecme, polipeptidin aktif gruplari arasinda ; elektrostatik etkilesimler, hidrojen



baglar, hidrofobik etkilesimler, kovalent baglar, disulfit baglari ve dipol-dipol
etkilesimleri gibi baglarin olugsmasiyla olur. Bu baglarin olusmasi proteindeki
fonksiyonel gruplara baglidir.

Proteinler amfoterik yapilardir, amino asidin yan zincirinin iyonlagmasina bagh
olarak, negatif, pozitif veya yiksiz olabilirler. Proteinlerin ¢6zUnrlig0 izoelektrik
noktada (nétr yik) minimum dizeydedir. Bu noktada minimum olmasinin nedeni,
komsu protein molekdliyle olan dipol-dipol etkilesimleri ve elektrostatik
etkilesimlerin artmasi ve molekdllerin bir araya gelmeleridir. Ayrica hidrojen baglari
da etkilidir. Bu durum ¢6zicU ve protein etkilesimini azalttidi igin ¢ézunarlik azalir.
Go6zunlrldk ayni zamanda sicaklik ve diger organik ve inorganik iyonlarin ¢ézeltide

bulunmasiyla da ilgilidir (Cizelge 2.4.).

Yag! giderilmis undaki protein, sulu alkali ¢dzelti kullanilarak 6zutlenir. Katinin (kg)
cozeltiye (L) orani 1:10'dan 1.20'ye kadar degismektedir. Oziitleme sirasinda,
serbest amino asitler ve peptidler gibi protein olmayan fakat azot iceren diger
bilesenler de 6zltlenebilir ( Bell vd., 1983).

Cizelge 2.4. Protein ¢oktlirmede kullanilan ¢éktirtct tipleri ( Bell vd., 1983).

Coktarme etkisi Coktaracu Ornekler

Co6zlich ortamini Sicaklik >45°C

degistirmek NGtr tuzlar NaCl, (NH)2SO , NasPOs, vs.
Organik ¢dziculer Etanol, aseton ve eter

Asitler (pH ayarlamasi) HCI, HoSOy4 , ve HoPOy4

lyonik olmayan polimerler | Dekstranlar ve PEG

Protein lyonik polimerler CMC
molekdlleriyle direk "5 Geiodrolitier HMP
etkilesim
Metal iyonlari Ca*?, Ba*, ve Zn*.

Yagh tohumlardan protein 6zltlenerek kuru protein eldesi igin bir seri islem
yapmak gerekir. Bunun igin bir akim semasi verilmistir (Sekil 2.11.).
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Sekil 2.11. Kuru protein izolati eldesi igin akim semasi.



2.4 Hidroliz

Son yillarda gida kaynakh  proteinlerden  biyoaktif  peptid dretimi
gerceklestiriimektedir. Protein molekdlu icinde inaktif halde bulunan peptidler,
gastrointestinal sindirimle, proteolitik kiltir fermentasyonu ve proteolitik enzimlerle
hidroliz ydntemleriyle serbest hale getirilmektedirler. Ozellikle soya, bugday, arpa,
balik proteinlerinden elde edilen peptidlerin besinsel 6zellikleri ve biyoaktif
6zellikleri yaninda cilt kanseri, kolon kanseri, karaciger tUmoéri gibi bazi kanser
tirlerine kargi koruyucu ve tedavi edici 6zellikleri de bulunmaktadir (Aksay ve
Ozer, 2008).

Proteinlerin kismi hidrolizi ile proteozlar, peptonlar ve peptidler olugur; tam hidrolizi
ile de amino asitler olusur. Soya proteinlerinin tam hidrolizlenmesiyle agiga ¢ikan
amino asitler gastrointestinal sisteminde emilim bozuklugu olan yasli hastalarin
diyetleri, hipoalerjenik bebek yiyecekleri, sporcu besinleri, agirlik kontrol diyetleri
ve kanser tedavileri igin énemlidir. Cesitli amino asitler kanser riskini azaltmada

farkli etkilere sahiptir.

Protein hidrolizi sirasinda molekuler degisiklikler meydana geldiginden dolayi,
hidroliz GrUnlerinin  ¢6zUnrllk, viskozite, duyumsal &zellikler, emdlsiyon ve
kdpurme gibi fonksiyonel 6zelliklerinde farkhliklar olur (Panyam ve Kilara, 1996),
(Nielsen, 1997), (Caessens vd., 1999). Genellikle, hidrolizle birlikte proteinlerin
izoelektrik noktada (pl) c¢o6zUndrlikleri artmaktadir. Bunun nedeni, molekl
agirhginin azalmasi ve polar gruplarin artmasidir ( Chobert vd., 1988a), (Nielsen,
1997), (Slattery ve Fitzgerald, 1998).

Proteinler, polipeptid zincirindeki peptid baglarinin su girigi ile yikilmasi sonucu
hidroliz olurlar. Proteinlerin hidrolizi, kaynatma, asit etkisi ve enzim etkisiyle olabilir
(Sekil 2.12. ve Sekil 2.14.).
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Sekil 2.12 . Proteinaz enzimi ile protein hidrolizi (Proteoliz tepkimesinde R1, R2,

R3 amino asitlerin yan zincirlerini goéstermektedir).

Asit hidrolizi ve enzim hidrolizi yaygin olarak kullaniimaktadir. Fakat bu
ydntemlerin avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir. Ornegin, denatire
olmamis soya proteini proteaz enzimleriyle ¢ok zor ayristinlir. Bu ylzden
enzimatik hidrolizden 6nce 1sitmak ve ya alkolle denatiire etmek gerekir. Bu islemi
gerceklestirmek ¢ok zordur. CUnk( Isitma veya alkolle denatirasyon &n
islemlerinin kontrol edilmesi kolay degildir. Asit hidrolizi ise bitin amino asitler i¢in
uygun degildir. Ornegin, Triptofan asit hidroliziyle tamamen yok olur, Valin ve
izoldsin igin ise molekdiller arasindaki baglari koparmak cok zor oldugundan
hidroliz iglemi uzun surer.

2.4.1 Enzimatik protein hidrolizi

Enzimatik protein hidrolizi, proteinlerin peptidler
ve/veya aminoasitlere, proteolitk enzimler

tarafindan aynistiriimasidir (Sekil 2.13.). Protein

hidrolizi sirasinda amin baglarn kiriir ve su
molekullerinin eklenmesinden sonra, peptidler ve
Sekil 2.13. Enzimatik hidroliz



/veya serbest amino asitler ortaya ¢ikar. Olusan yeni peptidler enzimler igin yeni
substratlar olabilirler (Adler-Nissen, 1993).

] F2 . Rz
Ty + H,0 Enzyme TG e aneT
R H R1

H My - H oM + H

Sekil 2.14. Proteinlerin hidroliz reaksiyonlari (Adler-Nissen, 1993).

2.4.1.1 Proteazlar

Bircok proteaz enzimleri protein hidrolizi i¢cin uygundur. Bu proteazlar hayvansal,
bitkisel ve ya mikrobiyel kaynakli olmalarina gére siniflandirlabilirler . Katalitik
aktivitelerine gore, endo ya da ekzo aktivite seklinde siniflandirilirlar ya da katalitik
yerlerine goére siniflandirilabilirler. Endoproteazlar protein zincirindeki amid
baglarini kirarlar, buna kargin ekzoproteazlar, proteinler veya peptidlerden ya C
ucundan (karboksipeptidazlar) ya da N ucundan ( aminopeptidazlar ) u¢ amino
asitleri uzaklastirirlar . Proteazlar aktif gruplarina gore de farklilik gosterirler. Aktif
grup ya amino asit ( 6rn: serin, sistein ya da aspartik asit ) ya da metalo gruplari
(genellikle ¢inko) olabilir ( Adler-Nissen, 1993).

Butln serin proteazlar endo-proteazlardir, fakat metalo proteazlar genellikle ekzo-
proteazlardir (Whitaker, 1994). Proteazlarin pH spesifikligi katalitik kisimlarindaki
gruplara baghdir; sistein ve metalo proteazlar, nétr; serin, bazik ve aspartik asit,
asidik pH’da aktif olan proteazlardir (Adler-Nissen, 1993).

Katalitik kisimda bulunan amino asitler , substrat baglanmasi ve hangi amino
asidin hidroliz potansiyeli oldugunu belirlemek ve bdylece enzim spesifitesine
karar vermek adina 6nemlidir ( Adler-Nissen, 1993). Karboksil ucundan kirilan
amid baglari P41 ve amino ucundan kirilan amid baglan ise P’y olarak gosterilir
(Sekil 2.15.), (Barrett vd., 1998).
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Sekil 2.15. Amid baglarinin, karboksilik veya amino grubundan kirilmasinin
gOsteriligi (Barrett vd., 1998).

Endoproteazlardan ve hayvansal kaynakli tripsin, kemotripsin ve elastaz proteolitik
enzimlerinin hepsi serin proteazlari olmasina ragmen farkli enzim spesifitesine
sahip olduklari érneklenmistir. Bu enzimlerin, amid baginin karboksilik ucundaki
amino asit tercihleri farklidir. Tripsin, arginin ya da lizin tercih ederken, kemotripsin
aromatik amino asitleri (fenilalanin, triptofan, tirozin) tercih eder. Elastaz, alanin
gibi kigUk yan zincirli amino asitleri tercih eder (Whitaker, 1994). Genelde
enzimler farkl tipteki proteazlarin karisimdan hazirlanir. Ornegin pankreatin hem

endo- hem de ekzo-proteazlari igerir.

2.4.2 Hidroliz kosullar

Uygun bir 6n-islem basamagini iceren , protein / proteaz kombinasyonu secildigi
zaman hidroliz prosesinin reaksiyon kosullari belirlenebilir. Reaksiyonun sonucunu
belirleyecek olan temel degiskenler ; sicaklik, pH, enzimin substrata orani ve
reaksiyon siresidir. ik ¢ faktér reaksiyon hizini belirler ve enzim karigiminin
spesifikligini etkileyebilir. Reaksiyon siresi sadece hidrolizin miktarini belirler
(Adler-Nissen, 1986). Hidroliz parametrelerini etkileyen degiskenler ayni zamanda
hidroliz Granlerinin bilegsimini de etkilemektedir.

Eger hidroliz prosesinin pH’1 kontrol edilmezse hidroliz basladiktan sonra,
¢bzeltinin pH1 , hidrolizin pH’ina gbre proton alan veya veren yeni amino ve
karboksil gruplarinin olusmasiyla , degismeye baslayacaktir. Distk pH’da butin
amino gruplari protonlanir ve yalnizca karboksil gruplari proton verir. Béylece pH
artar. Notr ve bazik pH'da , bitin karboksil gruplari proton verip, sadece bazi



amino gruplari protonlandigi i¢in hidroliz sonucu pH azalir. Bu pH degisimini
6nlemek icin tampon ¢6zelti kullanmak gerekir. pH kontrol cihazi da kullanilabilir
(Adler-Nissen, 1986).

2.4.3. Hidroliz derecesi

Hidroliz derecesi, hidroliz olan peptid baglarinin oranini gésterir ve (2.17) esitligine
goére hesaplanir. Bu egitlikte, h hidroliz olan peptid baglarinin sayisidir ve hy,, ana
proteindeki peptid baglarinin toplam sayisidir ( Adler-Nissen, 1986).

HD = (h / hyop ) X 100 % (2.17)

Proteinin hy, degeri amino asit bilesiminden hesaplanir (Adler-Nissen, 1986).
Hidroliz sirasinda, her amid bagi kirildiginda yeni bir karboksil ve amino grubu
aciga cikar. Bu yuzden, hidroliz olmus peptid baglarinin sayisi yeni olusan C-

ve/veya N-uclu gruplarin sayisiyla tayin edilebilir.

Daha dnce aciklandigi gibi, amino ve karboksil gruplari, hidrolizden sonra ortamin
pH'Ina bagli olarak az veya ¢ok protonlanir veya proton verir. Eger hidroliz pH
kontrol cihazinda yapilirsa, eklenen asit veya baz miktari hidroliz derecesini
hesaplamak igin dogrudan kullanilabilir. CUnkU eklenen asit veya baz miktar
serbest amino ve karboksil gruplariyla dogrudan ilgilidir ( Adler-Nissen, 1986);
(Diermayr ve Dehne, 1990). Bununla birlikte, bu yéntem yalnizca nétr/bazik (pH>7)
ya da asidik pH ( pH<3) icin kullanilabilir. Clinkl pH 5 ve 6 arasinda proton alma
veya verme iglemi gerceklesmez ve denge durumu s6éz konusudur. Ayrica, asit ve
baz gruplarinin pK degerleri peptid zincirinin uzunlugu ve u¢ amino asitlerin yan
zincirlerine bagh oldugu igin hidroliz boyunca sabit degildir ( Adler-Nissen, 1986),
(Diermayr ve Dehne, 1990), ( Camacho vd., 2001 ). Bu problemlerden dolayi yeni

bir ydonteme ihtiyag vardir.

Acgiga c¢ikan a-amino gruplari, amino grupla spesifik olarak reaksiyon veren
belirtecler kullanarak spektrofotometrik olarak tayin edilebilir. Genelde kullanilan
belirtecler, ninhidrin, o-ftaldehit (OPA) ve trinitrobenzensilfonik asittir (TNBS). Bu



Uc¢ belirte¢ kullanarak yapilan hidroliz derecesi tayinlerinde, OPA ve TNBS benzer
sonuglar verirken, ninhidrin olduk¢a disidk hidroliz derecesi degerleri vermistir
(Panasiuk vd., 1998). OPA y6ntemi TNBS ybéntemine gbére daha hizh ve kesin bir
ybntem olarak belirtilmistir (Turgeon vs.,1991). Bununla birlikte, OPA turevlerinin
UV absorpsiyonunun belirteci ekledikten 20 dakika sonra daha kararli oldugu da

gOsterilmistir ( Panasiuk vd., 1998).

2.4.4. Hidroliz sirasinda ortaya cikan degisiklikler

Protein hidrolizi sirasinda molekdler degisikliklerin olmasi, hidroliz Grinlerinin
¢6zUnarlik, viskozite, duyumsal 6zellikler, emulsiyon ve kdpurme 6zellikleri gibi
tekno-fonksiyonel davraniglarinda degisiklige neden olur (Panyam ve Kilara,
1996), (Nielsen, 1997), (Caessens vd., 1999).

Genellikle, hidrolizle birlikte proteinlerin izoelektrik (pl) noktada ¢6zinarltkleri
artmaktadir. Bunun nedeni, molekdl agirhginin azalmasi ve polar gruplarin
artmasidir ( Chobert vd., 1988a), (Nielsen, 1997), (Slattery ve Fitzgerald, 1998).
Diger pH degerlerindeki ¢dzinirligia calisilan proteine baghdir.  Ornegin
kazeinatlarin ¢6zUnurligd, pl degerinin  (pH:4-5) altinda ve Ustindeki pH
degerlerinde ¢ok yuUksektir. Sonu¢ olarak, hidroliz Urlnlerinin bu pH’daki
¢bzandrltkleri kazeinatlara benzer veya biraz daha dusuktiar (Chobert vd., 1988a),
(Chobert vd., 1988b), (Svenning vd., 1993), (Slattery ve Fitzgerald, 1998).
Peyniralti suyu proteinlerinin ¢ézindrlikleri, pI’nin digindaki degerlerde kazeinden
daha azdir ve bdatin pH araliginda hidrolizle birlikte ¢6zunarlik artigl
g6stermektedir (Chobert vd., 1988a), (Perea vd., 1993), (Lieske ve Konrad, 1996).



2.5. Amino Asit Tayin Yontemleri

Proteinlerin yapisini olugturan 20 amino asit arasinda 10 tanesi temel amino

asitler olarak adlandirihr. Bu amino asitler insan vicudu tarafindan ihtiyaci

kargilayacak diizeyde sentezlenemedikleri icin digaridan beslenme yoluyla alimlari

zorunludur.

Cizelge 2.5. Proteinlerin yapisini
olusturan temel amino asitler ve
digerleri.

Temel amino asitler | Digerleri
izolésin Alanin

Lésin Asparajin
Lizin Aspartik asit
Metiyonin Sistein
Fenilalanin Glutamik asit
Treonin Glutamin
Triptofan Glisin

Valin Prolin
Arjinin Serin
Histidin Tirozin

Amino asitler yan gruplarinin (R)

Ozelliklerine gore siniflandirilirlar.

Alifatik yan zincirliler: Glisin, alanin,
valin, 16sin, izoldsin.

Hidroksilik gruplari tagiyan yan
zincirliler: Serin, treonin, tirozin.
Kdkart  atomlan  tasiyan  yan
zincirliler: Sistein, metiyonin.

Asit gruplari veya onlarin amidlerini
tasiyan yan zincirliler: Aspartik asit,
asparajin, glutamik asit, glutamin.
Bazik gruplar tasiyan yan zincirliler:
Arjinin, lizin, histidin.

Aromatik halkalar tasiyanlar: Histidin,
fenilalanin, tirozin, triptofan.

imino asitler: Prolin.

Amino asitler sahip olduklari reaktif gruplarin 6zellikleri nedeniyle ¢esitli kimyasal

reaksiyonlara Kkatilabilirler. Bu

miktarlarini belirlemek mimkinddr.

Ozelliklerinden yararlanarak aminoasitlerin



2.5.1. Formol titrasyonu

Amino asitler nétral veya hafif bazik ¢6zeltilerde formaldehitle muamele edilirlerse
formol serbest amino gruplariyla birlegir. Bdylece amino asidin mono ya da
dimetiol turevleri ya da Schiff bazi olugsur. Bu da ortamda sadece karboksil
gruplarinin kalmasini saglar. Amino asitlerdeki karboksil gruplari bu reaksiyon
sonrasinda yapilan titrasyonla belirlenir.

2.5.2. Ninhidrin reaksiyonu

Bu reaksiyon ¢ok distk miktarlardaki amino asitleri belirlemede kullanilir. Amino
asitler ninhidrin gibi guclU yUkseltgen ajanlarla 1sitildiklarinda mavi renkli bir Grin
olustururlar (Sekil 2.16.).

Ninhidrin belirteci amino asitlerin birincil aminleriyle reaksiyona girerek mavi bir

renk verir. Yalniz prolin amino asidi ikincil amino grubuna bagl olarak sari renk

verir.
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Sekil 2.16. Ninhidrin reaksiyonu (www.cem.msu.edu/.../Images3/ninhydrx.gif)

2.5.3. Floreskamin reaksiyonu

Bu reaksiyon nicel olarak aminoasitlerin, peptid ve proteinlerin belirlenmesinde
kullanilir. Bu bilegikler floreskaminle reaksiyona girdiginde gugli floresans 6zellik
gbsteren bir bilesik olusur.



2.5.4. O-fitaldialdehit reaksiyonu

Aminoasitler o-fitaldialdehit ile 2-merkaptoetanol varliginda reaksiyona girdiginde
floresans veren bir Uriin meydana gelir(Sekil 2.17.).

S-R
CHO R.SH _
+ RNH, ————> __N-R
CHO

o-fitaldialdehit fluorofor

Sekil 2.17. O-fitaldialdehit reaksiyonu .



3. DENEYSEL YONTEMLER

Bu calismada yapilan deneyleri dért ana grup altinda toplamak miumkandar.

e Yagl giderilmis soya unundan protein eldesi igin 6zitleme yénteminin sit
tozu ve soya unu Uzerinde denenmesi ve uygun pH, sicaklik ve slrenin
belirlenmesi.

e Literatirdeki baslica toplam protein analiz ydntemleri igerisinden
incelenerek secilen bes ydntemin sut proteini ve soya proteini tayini icin
denenmesi ve kargilastiriimasi.

e Elde edilen protein ¢bzeltisinde enzim hidrolizini gerceklestirerek, hidroliz
parametrelerinin belirlenmesi.

e Enzimlerle hidrolizienmisg protein ¢o6zeltilerinde amino asit tayini igin
ninhidrin ~ yénteminin ~ denenmesi  ve literatirdeki  ydntemlerle

karsilastiriimasi.

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneyler sirasinda analitik saflikta kimyasallar kullaniimis olup kullanilan kimyasal
maddeler icin herhangi bir saflastirma islemine gerek duyulmamistir. Bitln
deneylerde damitik su kullaniimigtir. Protein tayininde kullanilan Bitret belirtecini
hazirlamak icin CuSQO4.5H.O (Riedel-de Haén) ve NaK Tartarat (Panreac);
ekstraksiyon i¢cin kloroform, metanol (Sigma-Aldrich); protein izolatlarinin
hazirlanmasi i¢in, NaOH (Riedel-de Haén) ve HCI (Riedel-de Haén); hidroliz igin
Novozyme firmasinin Flavourzyme 1000 L, Alcalase 2.5 L Type DX, Neutrase 1.5
mg enzimleri; amino asit tayini igin Ninhidrin (Merck) ve amino asit tayinlerinde
kullanilan dogrusal g¢alisma grafigini elde etmek igin, L-lysine monohydrochloride

(BDH Chemicals ) kullaniimistir.

3.2. Protein izolatinin Hazirlanmasi

Bir protein molekdll, her protein igin farkll ve karakteristik olan, proteindeki

elektriksel yUke sahip R- gruplarinin sayilari ve elektriksel yuklerinin ¢esidi



tarafindan belirlenen ve izoelektrik nokta diye tanimlanan bir pH degerinde
iyonlasmis fakat dis ortama kargi elektriksel yénden nétral bir yapidadir.

(HzN--+--COOH) ¢ (HgN*---COO") (3.1)

Bu ¢alismada proteinlerin izoelektrik pH’da ¢ézinadrluklerinin minimum olmasindan
faydalanarak, protein saflastirlmistir. Bunun ig¢in yagi giderilmis soya unundan
farkh kosullarda protein 6zltlenerek en iyi verim elde edilmeye calisiimistir. Soya
proteinini ¢oktirmek icin uygun pH ve sicaklik belirlenmistir.

Oncelikle denemeler siit tozu ile gerceklestirilmistir. Yagsiz sit tozu, 1 g icin 10 mL
damitilmis su kullanilarak seyreltilmigtir. Hazirlanan bulamacin pH1 2M NaOH
cOzeltisi ile istenen degere ayarlanmistir (6.50—12.0). Karisim oda sicakliginda (23
°C) 2 saat boyunca manyetik karistiriciyla karistinlmis ve bu sirada pH sabit

tutulmustur.

Daha sonra, kati faz (atik) ve sivi faz (protein ¢ézeltisi, 6zat) santriftjle (5,000 rpm,
10 dakika) birbirinden ayrilmistir. Sivi faz manyetik karistiricida, pH metre
kullanilarak 2M HCI ¢dzeltisi ile sit proteini'nin izoelektrik noktasi olan pH 4.5'da

coktlralmustar.

Sit tozu ile yapilan denemelerden sonra, yagi giderilmis soya unu (1 g /10 mL
damitilmis su) bulamacinin pH’1 2M NaOH ¢dzeltisi ile 11’e ayarlanmistir. Karigim,
2 saat boyunca sabit pH da ve artan sicakliklarda (40—90°C) manyetik karistiriciyla

karistirimistir.

Son olarak 60 °C sicaklikta artan pH degerlerinde (6.89—13) soya unundan protein

6zUutlenmistir.

Coktarulen proteinler liyofilizatdér icerisinde 1 gece bekletilerek kurutulmustur.
Liyofilizatér cihazi, sivi iceren érneklerin disik sicaklik (-80 °C) ve ylksek vakum

altinda dondurularak kurutulmasi igin kullaniimaktadir.



Elde edilen protein izolati Kjeldahl yontemi ile tayin edilerek protein miktar

belirlenmis ve protein verimleri hesaplanmigtir.

Farkh pH (6.5-13.0), sicaklik (40 — 90 °C) ve surelerde (30-120 dak.) yapilan
deneyler sonucunda en uygun parametreler secilmistir. Belirlenen ydntemi
endustriyel bir proses haline getirmek igin SuperPro Designer 5.1 programi

kullanilarak bir akim semasi ¢izilmistir (Sekil 3.1.).

Yagsiz Kiispeden Protein Tozu Eldesi
NaOH ¢ozeltisi Asit ¢ozeltisi (HCI)

Yagsiz kiispe
gy
== ———
0
Cozme Siizme Kat1 atik Depolama Coktiirme
NaOH ¢ozeltisi Siv atik
m
|
|
Protein tozu Protein ¢ozeltisi |
@E \_@* Protein gokelegi
Y
Paketleme Piiskiirtmeli Kurutma ~ Hidrolize gider. ~ C¢zme Santrifiijlleme

SuperPro Designer 5.1 programi kullamlarak ¢izilmigtir.

Sekil 3.1. Yagsiz kuspeden protein eldesi i¢in SuperPro Designer 5.1 programiyla
cizilen akim semasi.

3.3. Protein Tayin Yontemleri

Soya ve st proteinlerinde toplam protein tayini igin gida analizlerinde en ¢ok
kullanilan Kjeldahl yéntemi ve bu yonteme alternatif olarak Bitret-340 nm, 550 nm
ve UV-280 nm, 220 nm gibi spekirofotometrik yontemler secilmistir. Bu
yéntemlerin secilme nedeni uygulanabilirliginin kolay olmasi ve farkli reaksiyonlar



Uzerinden gerceklesmeleridir. UV-220 nm (Stoscheck, 1990) ydnteminde
absorbans, peptid baglarinin elektronik geciglerinden kaynaklanirken, Biuret
(Gornall vd., 1949) yéntemlerinde bakir/peptid bagi kompleksinin elektronik gegisi
s6z konusudur. Her iki ydéntemde de peptidler Olgilmektedir. UV-280 nm
(Stoscheck, 1990) ybénteminde ise amino asitlerin elektronik gecisleri
6lgtlmektedir.

Oncelikle spektrofotometrik ydntemler icin standart proteinler kullanilarak
kalibrasyon grafikleri elde edilmigtir. Daha &nce, farkh proteinlerin farkli
absorpsiyon spektrumu gdstermelerinden ve hi¢ bir protein standardinin tim
proteinler icin standart gbrevi yapamayacagindan soézedilmisti. En yaygin
kullanilan protein standardi sigir serum albuminidir (BSA). Bu galismada BSA ve
sitin en 6nemli proteini olan kazein kullanilarak batin ydntemler igin ayri ayri
kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Bu sayede yontemlerin, proteinlerin amino asit
bilesimi ile olan ilgisi de incelenebilmigstir. Standart proteinlerle yapilan
calismalarda yoéntemlerin dogrusal calisma araliklari belirlenerek, duyarliliklar
karsilastinimistir. Bltin deneylerde Spectro UV-Vis Auto (LaboMed Inc.)
spektrofotometre kullaniimigtir.

Belirlenen ydntemler dogal Orneklere uygulanmistir. Bunun igin soya protein
izolati, yagr giderilmis soya unu, 6zitlenmis soya unu ve yagsiz sit tozu

kullaniimistir.

Dogal &rneklerle yapilan deneylerde yagi giderilmis soya unu kullaniimasina
ragmen icinde kalan bir miktar yagin girisime neden oldugu dusunulerek soya unu
tekrar 6zatlenmigtir. Bunun igin 2 g soya unu 18 mL kloroform-metanol (1:1)
karisimi igerisinde 5 dakika vorteks yardimiyla karistiriimistir. Daha sonra santrif(j
(2,500 rpm, 10 dakika) yapilarak kati kisim ayrilmistir. 12 mL kloroform-su (1:1)
karisiminda 5 dakika daha kanstirildiktan sonra tekrar santrifdj islemi

gerceklestiriimis ve kati faz ayrilarak kurutulmustur.

Calismalarimizda bitin deneyler en az (¢ kez olmak (zere ¢ok sayida
tekrarlanarak grafiklerde ortalama deger kullaniimigtir.



3.3.1. Biliret yontemi

Bilret belirtecini hazirlamak icin, 0.15 g CuS0O4.5H,0 ve 0.6 g NaK Tartarat 50 mL
damitik suda ¢ézilir. Uzerine 30 mL %10 NaOH karistirilarak eklenir. Son hacim
100 mL’ye tamamlanir.

1’er mL protein ¢ozeltisi iceren drneklere (1.25 mg/mL), 2 mL bilret ¢ozeltisi
eklenerek 30 dakika oda sicakliginda (23 °C) bekletilmistir. Ornekler 0.10 M NaOH
icerisinde hazirlanmigtir. Kér ¢ozelti ile spektrofotometre, 550 nm ve 340 nm igin
her diciim serisinden énce sifirlanmistir. Olclimlerde 340 nm igin kuvars, 550 nm
icin cam kovetler kullanilmistir. Daha sonra standart egriler hazirlanarak, dogal

orneklerin protein derigimleri hesaplanmistir.

3.3.2. UV-280 nm ve UV-220 nm yontemleri

UV Olgimlerinde 280 nm igin, 0.04 mg/mL ve 220 nm igin, 0.03 mg/mL
derisimlerinde 0.10 M NaOH igerisinde hazirlanan érnekler kullaniimigtir. Bitin

Olgimler kuvars klvetlerde yapilmistir.

3.4. Soya Proteininin Cesitli Enzimlerle Hidrolizi

Proteinlerin hidrolizinde temel olarak asidik hidroliz ve enzimatik hidroliz ydntemleri
kullaniimaktadir. Proteinlerin enzimatik yoldan hidrolizi geleneksel asit katalizli

hidroliz ydntemine bir alternatif olmaktadir.

Bu calismada soya proteininin hidrolizi icin enzimatik hidroliz yéntemi secilmistir ve
hidroliz Novozyme firmasindan temin edilen 3 farkli endustriyel proteaz enzimi
(Flavourzyme 1000 L, Alcalase 2.5 L Type DX, Neutrase 1.5 mg) kullanilarak
gerceklestiriimistir (Sekil 3.2.). Hidroliz sonrasinda olusan toplam amino asit degeri
ve hidroliz derecesi (HD) belirlenmigtir. HD, enzimatik hidrolizden sonra agiga
¢lkan amino asit miktarinin, soya protein 6zUtindn asit hidrolizi sonucunda

bulunan toplam amino asit miktarina orani hesaplanarak bulunmustur.



HD (%) = (h / hip.) X 100 (2.16)
Aciga ¢ikan amino asitler ninhidrin belirteci ile tayin edilmistir.

Cizelge 3.1.de kullanilan enzimlerle ilgili baz bilgiler verilmistir.

Cizelge 3.1. Enzim bilgileri.

Enzim Tar Aktivite Renk Fiziksel sekili
Neutrase 1.5 | nétr proteaz 1.5 AU-NH/g | acik granal

MG kahverengi seklinde
Alcalase 2.5 | proteaz 2.5 AU-A/g amber sivi (d=1.05
L, Type DX (subtilisin) g/mL)
Flavorzyme aminopeptidaz | 1000 LAPU/g | kahverengi SIvI

1000 L

Soya protein 6zutl, daha 6nce anlatildigi sekilde yagi gideriimis soya ununun

6zutlenmesi ile hazirlanmistir.

Bu 6zit ilk olarak asit hidrolizi ile parcalanarak

aciga cikan toplam amino asit miktari ninhidrin yéntemi ile tayin edilmistir. Asit

hidrolizi geri sogutucu altinda 4M H,SOy4 ile 24 saat boyunca gercgeklestirilmistir

(Frost ve Heinsen, 1945). Dogrusal ¢calisma grafigini hazirlamak i¢in L-Lizin amino

asidi 0.15-0.60 mg/mL derisim araliginda kullaniimistir (Sekil 3.3.)

Homojenlestirme

(YGSU : su) (1:10)

Oziitleme

Flavourzyme

Alcalase

Neutrase

Enzim
kombinasyonu

Enzim
karisimi

Sekil 3.2. Yagi giderilmis soya unundan (YGSU) elde edilen soya proteini izolat
(SPI) nin hidrolizi icin ¢esitli enzim ve karisimlarin denenmesi.




Daha sonra ayni Ozitten 50 mL alinarak pH 7.3'e ve sicaklk 50 °C'ye
ayarlanmistir. pH’1 sabit tutmak icin fosfat tamponu kullaniimigtir. Sicakligl sabit
tutmak igin ise sicaklik kontrolll bir sistem hazirlanmistir. Bu sistemde Alcalase
2.5 L Type DX, Flavourzyme 1000 L, Neutrase 1.5 mg enzimleri ayri ayri
denenmistir. Sadece Neutrase enzimi igin sicaklik 45 °C’de sabitlenmistir. Hidroliz
tepkimesi 9 saat sireyle izlenmistir.

Enzimler tek tek uygulandiktan sonra enzim karisimi ve enzim kombinasyonu
seklinde iki ayri yéntem denenmigtir. Enzim karigimi, 3 enzimin (Flavourzyme
1000 L, Alcalase 2.5 L Type DX, Neutrase 1.5 mg) pH 8.2 ve sicaklik 53 °C’ye
ayarlandiktan sonra ayni anda sisteme eklenmesiyle 9 saat slreyle hidroliz

edilerek uygulanmigtir.

Enzim kombinasyonunda ise pH 8.2 ve sicaklik 53 °C’deki protein ¢ozeltisine 0.08
g Alcalase enzimi (proteinin %2’si) eklenmistir. Yaklasik 70 dakika sonra pH 6.38’e
dismis ve sabit kalmigtir. Bu sirada ¢ozeltiye 0.0252 g Neutrase (proteinin
%0.63’0) ve 0.01 g Flavourzyme (proteinin %0.1-0.25’) eklenmistir. Hidroliz 9
saate kadar izlenmistir.

Butlin deneylerde hidrolizi takip etmek icin, belli araliklarla 6rnek alinmistir. Agiga

¢ikan amino asitler yine ninhidrin yontemiyle tayin edilerek, HD hesaplanmistir.

3.5. Ninhidrin Yontemi ile Amino Asit Tayini

Amino asit tayininde ninhidrin belirteci kullaniimigtir. Bunun igin 0.35 g ninhidrin, %
50 propanol-su karisiminda ¢6zilmustir. Kalibrasyon egrisi igin L-Lizin amino
asidi kullanilmis ve dogrusal calisma araligi 0.15-0.60 mg/mL olarak belirlenmigtir
(Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. L-Lizin ile hazirlanan dogrusal ¢alisma grafigi.

Ninhidrinle amino asit tayin yonteminde kullanilan standart érnek, iceriginde 17
¢esit amino asit bulunan bitkisel protein kaynakli dogal amino asit karisimi olan
“amino-ixir” dir. 1 mL 6érnek (0.2 mg /mL), 1 mL fosfat tamponu ( pH 7.8), 2 mL su
ve 1 mL ninhidrin belirteci vorteks ile karistiriimistir. Agzi siki bir sekilde kapatilan
blylk deney tlplerine alindiktan sonra kaynayan su icerisinde 15 dakika
bekletilerek, reaksiyon gergeklestiriimistir. Deney tlpleri sicak su icerisinden
cikartildiktan sonra soguk su banyosunda bekletilerek buharlasan c¢ézeltinin
yogunlagsmasi saglanmistir. 20 dakika sonra UV spektrofotometresinde 570 nm de
absorbans élciilmustir. Olclimler cam kivetlerde yapilmis ve sonuglar calisma

grafigi yardimiyla bulunmustur.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein izolatinin Hazirlanmasi

Proteinlerin izoelektrik pH'da ¢dztnurliklerinin minimum olmasindan yararlanarak,

deneylerimizde kullanilan proteinler saflagtiriimigtir.

Deneyler 6nce sit tozu ile gerceklestiriimistir. Oda sicakliginda, gesitli pH’larda st
tozundan protein 6zitlenmis ve bu sicakliktaki en iyi sonu¢ % 45 verim ile pH:11
de elde edilmistir (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1.).

Cizelge 4.1. Sut tozundan 6zitlenebilen protein veriminin, oda sicakliginda (23 °C)
pH ile degisimi

Sicaklik (°C) pH Protein ¢bzeltisinden
OzUtlenebilen protein verimi
Cbzme/codktlirme Cb6zme/codktlirme (%)
23 /23 12.0/4.5 38
23 /23 11.0/4.5 45
23 /23 10.0/4.5 30
23 /23 9.00/4.5 28
23 /23 8.00/4.5 23
23 /23 6.50/4.5 16
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Sekil 4.1. Stt tozundan 6zltlenebilen protein veriminin pH ile degisimi (23 °C).

St tozu ile yapilan bu deneyler sonucunda, oda sicakliginda ve pH:11 de en iyi
verimin alindigi gbézleminden sonra pH:11 de sabit tutulup sicaklik arttirilarak yagi
giderilmis soya unundan protein 6zltleme islemi gerceklestirilmistir. Deneyler
sonucunda 60 °C’de %64 protein verimi ile en iyi sonug elde edilmistir. 65 °C ve
GUnkd bu
sicakliktan sonra protein denatiire olmaya baslamistir. Ozellikle 80 °C’de protein

ustindeki

sicakliklarda protein veriminde azalma gd&zlenmistir.

veriminin oldukca azaldigi (%29) gézlenmistir (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2.).




Cizelge 4.2. Artan sicaklikta, yagdi giderilmis soya unundan 6zitlenebilen protein
verimi (pH:11).

Sicaklik (°C) pH Protein ¢bzeltisinden
6zltlenebilen protein verimi
Cbézme/cdktlrme Cbdzme/coktlirme (%)
40/23 11/4.6 43
50/23 11/4.6 54
60/23 11/4.6 64
65/23 11/4.6 59
70/23 11/4.6 45
80/23 11/4.6 29
90/23 11/4.6 32
80 R? = 0,9969
i 64
70 T
N 59
—~ 60 ©
< 54
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10
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Sekil 4.2. Yagi giderilmis soya unundan 6zutlenebilen protein veriminin sicakhkla
degisimi (pH:11).

Daha sonra yagi giderilmis soya unundan, pH degistiriimeden, 60 °C’de protein
6z0tlenmistir. Yagi giderilmis soya ununun damitik su igerisinde bulamag haline
getiriimesinden sonraki pH:6.89 dur. Bu pH degeri degistiriimeden en iyi verimin



elde edildigi 60 °C’'de protein 6zltlenmistir. Bu kosullarda yapilan 4 deneyin
ortalamasi sonucunda oldukga disik (%20) bir protein verimi elde edilmistir
(Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Yagi giderilmis soya unundan 6zdtlenebilen protein verimi (60 °C ve
pH:6.89, ayni kosullarda yapilan 4 deneyin sonucu).

Sicaklik (°C) pH Protein ¢6zeltisinden 6zltlenebilen
protein verimi
Cozme/coktirme | Cbzme/gcodktirme (%)
60 /23 6.89 /4.6 20
60 /23 6.89 /4.6 18
60 /23 6.89 /4.6 19
60 /23 6.89 /4.6 21

Buradan gérildigu gibi yiksek pH’daki (11) ézutlenebilen protein verimi diisik pH’
dakinden (6.89) cok daha ylUksektir. Boylece kuvvetli bazik ortamda proteinin
cOzeltiye daha iyi gectigi anlasilmistir. Bunun Uzerine 60 °C’de, artan pH
degerlerinde, yagi giderilmis soya unundan yapilan deneylerde pH:12 de (%72) en
iyi verim elde edilmistir. Literatirde de belirtildigi gibi, pH:12 yUksek bir deger
oldugundan dolayr 6zutleme sirasinda, serbest amino asitler ve peptidler gibi
protein olmayan fakat azot iceren diger bilesenler de 6zttlenmis olabilir. pH:13 de
ise proteinlerin hidroliz olmasindan kaynaklanan bir azalma s6z konusudur. Ayni
deney setinde pH:11 de %61 protein verimi elde edilmistir. Soya proteinleri igin
yapilan bltlin bu 6zitleme deneyleri sonucunda 60 °C sicaklik ve pH:11 en iyi
kosullar olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.3.).



Cizelge 4.4. Yag@i giderilmis soya unundan 6zitlenebilen protein veriminin 60 °C
da pH ile degisimi.

(0}
Sicaklik ("C) PH Protein ¢bzeltisinden 6zltlenebilen
Cézme/cdktlrme Cbzme/coktirme protein verimi(%)

60 /23 8.5/4.6 37
60 /23 9.0/4.6 39
60 /23 10/4.6 46
60 /23 11/4.6 61
60 /23 12/4.6 72
60 /23 13/4.6 28
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Sekil 4.3. Yagi giderilmis soya unundan &6zitlenebilen protein veriminin sabit
sicaklikta pH ile degisimi ( 60 °C).

Yukaridaki deneylerde proteinler 1 saat siireyle 6ziitlenmistir. Oziitleme siresini
incelemek icin yapilan deneylerde ise 30, 60 ve 120 dakika sonunda yaklasik ayni
sonuglar elde edilmigtir (Cizelge 4.5.ve Sekil 4.4.).



Cizelge 4.5. Sabit sicaklik ( 60 °C) ve pH'da (11), farkh surelerde 6zltlenebilen
soya proteini verimi.

Sire Sicaklik (°C) pH Protein ¢ozeltisinden
6z0tlenebilen protein
(dak.) | Cdézme/goktlirme G6zme/coktlrme verimi (%)
30 60 /23 11/4.6 66
60 60 /23 11/4.6 63
120 60 /23 11/4.6 59
75 ¢
i Re = 0,9904
70 |
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~ 65 | 63
< 59
E 60 ¢
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Sekil 4.4. Ozitlenebilen soya proteini veriminin zamanla degisimi (Sicaklik: 60 °C
ve pH:11).

4.2. Protein Tayin Yontemlerinin Karsilastiriimasi

Bu calismada Kjeldahl yéntemine alternatif olarak Bitret-340 nm, 550 nm ve UV-
280 nm, 220 nm gibi spektrofotometrik ydontemler secilmigtir. Bu ydntemlerin
secilme nedeni uygulanabilirliginin kolay olmasi ve farkli reaksiyonlar Gzerinden
gerceklesmeleridir. UV-220 nm yénteminde absorbans peptid baglarinin elektronik

gecislerinden kaynaklanirken, Bilret yOntemlerinde ise bakir/peptid bagdi




kompleksinin elektronik gecisi s6z konusudur. Her iki yéntemde de peptidler
6lctlmektedir. Buna karsilik, UV-280 nm ydnteminde amino asitlerin elektronik

gegcisleri 6lgctimektedir.

Spektrofotometrik yéntemler icin &dncelikle standart proteinler kullanilarak
kalibrasyon grafikleri hazirlanmis ve bu kalibrasyon grafiklerinden de dogrusal
calisma grafikleri elde edilmistir. CUnk{, farkli proteinler farkli absorpsiyon
spektrumu gdsterirler ve hic bir protein standardi tim proteinler igin standart gérevi
yapamaz. En yaygin kullanilan protein standardi sigir serum albuminidir (BSA).
Bu calismada BSA ve sutlin en 6nemli proteini olan kazein kullanilarak bitin
yontemler icin ayri kalibrasyon grafikleri elde edilmistir Bu sayede ydntemlerin,
proteinlerin amino asit bilesimi ile olan ilgisi de incelenebilmigtir. Standart
proteinlerle yapilan calismalarda ydntemlerin calisma aralklari belirlenerek
duyarhhklar  karsilastinimistir.  Kalibrasyon grafikleri ve dogrusal calisma
grafiklerine érnek olarak UV-280 nm kazein standardi asagida gdsterilmis (Sekil
4.5. ve 4.6.), diger grafikler ise Ek 7.1. de verilmistir.

y = 0,239x + 0,0031
08 | R® = 0,9954
RJ
E 06 - AP
c P
2 L
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< 04 =5 y = -0,0235x" + 0,2689x
R? = 0,9935
0,2
0

0 03 06 09 12 15 18 21 24 27 3 33 36 39 42
conc. ( mg/ ml)

Sekil 4.5. UV-280 nm ydntemiyle, kazein standardi icin hazirlanan kalibrasyon

grafigi.
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Sekil 4.6. UV-280 nm ydntemiyle, Kazein standardi i¢in hazirlanan dogrusal
calisma grafigi.

Yéntemleri karsilastirmak icin; RSA ve RSA* degerleri kullanilmistir. Cizelge 4.6.
da UV-280 ve 220 nm, Bilret-340 ve 550 nm yoéntemleri igin Kazein ve BSA
standart proteinleri kullanilarak c¢alisma araliklari (mg/mL), calisma dogrularinin
denklemleri, dogrularin regresyon katsayilari ve bu dogrulara gére hesaplanan
bagil (relative) spesifik absorbans (RSA) degerleri verilmistir.



Cizelge 4.6. UV-280 ve 220 nm Biliret—-340 ve 550 nm yéntemleri icin dogrusal
calisma grafiklerinin kargilastiriimasi (n: deney sayisi ).

Yéntem Dogru denklemi n | Derigim RSA | RSA?

y(absorbans) =mx(mg/mL)+b arahgi
(mg/mL)

UV-280 nm Kazein y=0.8264x+0.0332 6 | 0.03-2 24.1
R®= 0.9987 1.26
BSA y=0.6555x+0.0279 6 | 0.03-2 14.8
R?= 0.9996

UV-220 nm Kazein y=13.593x+0.1153 6 | 0.001-0.06 384
R°= 0.9955 1.05
BSA y=12.803x+0.0974 6 | 0.001-0.06 283
R?= 0.9882

Bilrret-340 nm | Kazein y=0.0892x—-0.0075 6 1-10 2.29
R?= 0.9921 0.49
BSA y=0.1689x-0.0021 6 1-10 3.61
R°= 0.9953

Bilret-550nm | Kazein y=0.0436x-0.008 6 1-10 1.0
R?= 0.9967 0.77
BSA y=0.0496x-0.0034 6 1-10 1.0
R®= 0.9952

RSA = [kazeinin spesifik absorbansi ] / [BSA’ nin spesifik absorbansi ]
RSA* =[X yénteminin spesifik absorbansi] / [bitiret-550 nm y&nteminin spesifik
absorbansi] (Kamizake vd., 2003)

Yontemleri karsilastirmak igin; RSA = [kazeinin spesifik absorbansi ] / [BSA’ nin
spesifik absorbansi ], RSA* =[X yénteminin spesifik absorbansi] / [biliret-550 nm
yonteminin spesifik absorbansi], degerleri kullaniimigtir.

Cizelge 4.6. da dogrusal ¢alisma grafiklerinin denklemleri verilmistir. Grafiklere
bakildiginda dogrularin iginde regresyon katsayisi en kiigik olanin 0.9882 ile UV-
220 nm BSA oldugu géralmastir (Ek 7.1: Sekil 7.3.). Elde edilen sonuglara gore,




bu ydntemlerin iginde duyarlihigi en yiiksek olan UV-220 nm ydntemidir (RSA*
degerleri kazein icin 384, BSA icin 283). Bilret-550 nm ise en dusuk duyarlihiga
sahiptir (RSA* degerleri kazein igin 1.0, BSA icin 1.0). RSA degerlerine
bakildiginda da en iyi sonucu yine UV-220 nm yénteminin verdigi gértlmektedir
(RSA 1.05). UV-220 nm yb6nteminde kazein ve BSA standart proteinlerinin her ikisi
de kullanilabilir ve en diguk tayin siniri bu yéntemle elde edilmistir. Cinkt UV-220
nm ydnteminde absorbans, peptid baglarinin elektronik gegislerinden kaynaklanir
ve amino asit bilesiminden bagimsizdir. Bilret-340 nm ise bu acidan en kétu
sonucu veren yoéntemdir (RSA 0.49). Bilret yOntemlerinin her ikisinde de
bakir/peptid bagi komplekslerinin elektronik gegisleri 6lgilmesine ragmen, Bilret-
340 nm (RSA 0.49) ve Bilret-550 nm (RSA 0.77) ydontemleri farkli RSA degerleri
vermektedir. Bunun nedeni Bilret-340 nm’de yUk transfer gecislerinin, Bilret-550
nm’de ise d-d gegislerinin dlgilmesidir (Huheey, Kecter ve Kecter, 1993). UV-280
nm yénteminde amino asitlerin elektronik gecisleri 6lctldigl icin RSA degeri 1.26
olarak bulunmustur. Bu deger bu yéntemin kazein ve BSA standartlari i¢in oldukga
farkl degerler verdigini géstermektedir. Cinkl kazein ve BSA’ nin amino asit
icerikleri farkhdir. Dolayisiyla bu yontem kullanilirken dogru standardin segilmesi

onemlidir.

Deneylerde kullanilan tim yéntemler soya protein izolati, yagi giderilmis soya unu,

6zutlenmis soya unu ve yagsiz sut tozu gibi dogal 6rneklere de uygulanmistir.

Dogal oOrneklerle yapilan deneylerin sonuglari igin 6lgimlerin standart sapma

degerleri hesaplanarak Cizelge 4.7. de verilmistir.

Deneylerde yagi giderilmis soya unu kullaniimasina ragmen iginde kalan bir miktar

yagin girisime neden oldugu disunulerek soya unu tekrar 6zutlenmistir.

Standart sapma, dagilimdaki her bir degerin ortalamaya gbére ne uzaklikta
oldugunu, diger bir deyisle dagilimin ne yayginlikta oldugunu gdsteren bir élgtudur,
yani tekrarlanabilirligin 6l¢tistdir. Standart sapma blylddukge dagilim yayginlasir.



S : standart sapma M
.
Xi  :olcim degeri Z (X; —X) (4.1)
1=

Xo N sayida élgimin ortalamasi 8=

N-1

N :0lgum sayisi

GCizelge 4.7. Dogal &rneklerin, UV-280 ve 220 nm, Bilret-340 ve 550 nm
yéntemlerine gére 6lgllmesi sonucunda elde edilen verilerin ortalama (Xor) ve S
(standart sapma) degerleri (6l¢im sayilari parantez igerisinde verilmigtir).

Ornek Soya protein St tozu Soya unu Ozltlenmis
izolati (SPI) soya unu (ESF)

véntem | Xort S (10%) | Xort S (10%) | Xont S (104 | Xort S (10%

Biiiret- 0.0361 | 7.07 0.0130 | 24.4 0.0241 | 8.66 0.0212 | 50.0

550 nm | (3) (5) (5) (3)

Bitiret- 0.139 | 116 0.0540 | 8.66 0.121 | 55.0 0.104 | 114

340 nm | (3) (5) (5) (3)

UV- 0.0497 | 5.92 0.0493 | 26.0 0.0531 | 38.4 0.0512 | 36.0

280 nm | (3) (6) (6) (3)

UV- 0.377 |77.4 0.221 |43.6 0.314 | 211 0.302 | 40.6

220 nm | (3) (5) (5) (3)

Dogal érneklerle yapilan élgimlerden dogrusal ¢alisma grafiklerinin kullaniimasi ile

elde edilen protein miktarlar (% w/w) gizelge 4.8’de verilmistir.

Sonuglar + ortalamanin standart hatasi (Standard error of mean, SEM) seklinde
verilmistir. Ortalamanin standart hatasi (SEM), standart sapma degerinin élgim
sayisinin karekdkine bélinmesi ile elde edilen degerdir (Simbdloglu, 2002).
Ortalamanin standart hatasi, ortalamanin dagilimindaki varyasyonu (degisimi)

gOsterir ve 6rnek sayisinin artmasi ile kaguldr.




Cizelge 4.8. UV-280 ve 220 nm, Bilret-340 ve 550 nm ydéntemlerinin dogal
orneklere uygulanmasi sonucunda elde edilen protein miktarlari (Yow/w).

Yéntem | Standart Soya Sit tozu Soya unu | Ozitlenmis
protein (MP) (w/w) (SF) soya unu
izolat (w/w) (ESF)
(SPI) (w/w) (w/w)

Kazein - 38.4+0.72 - -
Bilret-
550 nm
BSA 68.9£0.90 | 27.8+1.26 44 4+0.05 | 39.7+0.32
Kazein - 55.2+0.12 - -
Bilret-
340 nm
BSA 66.8+£0.67 | 26.6+£0.10 58.3x1.10 | 50.3+0.67
Kazein - 48.7+1.28 - -
uv-
280 nm
BSA 86.1£0.24 | 81.5+1.24 95.7£1.47 | 86.7+1.44
V- Kazein - 26.0+0.12 - -
220 nm
BSA 72.910.20 | 33.1+0.11 56.4+0.14 | 53.2+0.15

Kjeldahl | - 74.3£0.45 | 33.5+0.55 54.2+0.30 | -

Gravim.

yontem | 82.0£3.23 |- - -

Bu cizelgede g6ralduga gibi spektrofotometrik yéntemler genel olarak, Kjeldahl
ydntemine goére protein derigimi acisindan yiksek sonuglar vermigtir. UV-220 nm
Kjeldahl ydntemine en yakin sonuglari veren ve en hassas olan yéntemdir. UV-280
nm yontemi girisimlerden ¢ok fazla etkilenmigtir. Bilret-340 nm ve 550 nm
yontemleri ile sdt proteini tayini sirasinda laktoz, bakiri indirgeme &zelligi
dolayisiyla ortamda pozitif girisim yapmis olabilir. Daha &énce literatirde insan
sttiinde yapilan calismalarda %15’e varan girisimler gézlenmigtir ( Verheul, Bosch

ve Cornelissen, 1986). Yagi giderilmis soya unu 6rneklerinin bir kez daha



6z0tlenmesinden sonra elde edilen protein degerlerinde bir digsme gdzlenmistir.

Bu disme lipitlerden kaynaklanabilecek olasi girisimlerin azalmasi ile agiklanabilir.

Genelde ydntemlerin hepsinde gézlenen en blylk problem ¢bzeltide meydana
gelen bulanikhktir. UV-220 nm yéntemi digerlerine gére daha hassas oldugu igin
bulaniklik probleminden gelen etkiyi minimum dizeye indirmektedir. Protein tayini
icin gravimetrik yéntem de denenmistir. izoelektrik noktada ¢éktirme yéntemiyle
izole edilen proteinin tamamen saf olmamasindan dolayr gravimetrik ydontem

digerlerinden ylksek sonug vermigtir.

4.3. Enzimatik Hidroliz

Galismalarimizda, protein tayininden sonra proteaz enzimleriyle protein hidrolizi
yapiimistir. Soya proteininin hidrolizi icin enzimatik hidroliz ydéntemi secilmistir ve
hidroliz Novozyme firmasindan temin edilen 3 farkli endustriyel proteaz enzimi
(Flavourzyme 1000 L, Alcalase 2.5 L Type DX, Neutrase 1.5 mg) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Hidroliz sonrasinda olusan toplam amino asit degeri ve hidroliz
derecesi (HD) belirlenmigtir. Daha o6nce de belirtildigi gibi, HD enzimatik
hidrolizden sonra acgiga ¢ikan amino asit miktarinin, soya protein 6zitinin asit
hidrolizi sonucunda bulunan toplam amino asit miktarina orani hesaplanarak

bulunmustur. Amino asitleri tayin etmek i¢in ninhidrin belirteci kullaniimigtir.

Hidroliz tepkimesi 9 saat slreyle izlenmigtir. Enzim kombinasyonu seklinde
uygulanan yéntem en ytksek HD’ ni (%36.8) vermistir. Daha sonra gl enzim
karisimi ile %30.2 HD degerine ulasiimistir. En dusdk hidroliz derecesi (%4.84)
Neutrase enzimi ile elde edilirken, Flavourzyme (%15.7) ve Alcalase (%15.2)
enzimleri ile gerceklestirilen hidrolizlerde HD degerlerinin yaklasik ayni oldugu

gbzlenmistir .

Alcalase, Flavourzyme, Neutrase, enzim karisimi ve enzim kombinasyonu icin 9

saate kadar suren hidroliz boyunca elde edilen hidroliz dereceleri Cizelge 4.9. da



verilmigtir. Hidroliz slresi ile hidroliz derecesinin degisim grafikleri yontemler igin
ayri ayri verilmistir (Sekil 4.7.- 4.11.).

Cizelge 4.9. Alcalase, Flavourzyme, Neutrase, enzim karisimi ve enzim
kombinasyonu i¢in farkli stirelerde elde edilen hidroliz dereceleri.

Hidroliz derecesi (HD)

Enzim
30 60 90 120 | 180 | 210 | 240 |360 |540
dak. |dak. |dak. |dak. | dak. | dak. |dak. |dak. |dak.
Alcalase 912 105 |10.7 [11.3 | 126 | 125 |12.8 |13.0 | 15.2

Flavourzyme 9.52 104 | 10.8 |11.56 | 129 | 128 |13.5 |13.9 |15.7

Neutrase 3.21 |3.18 | 3.54 448 454 | 451 (461 |[4.62 |4.84

Enzim kangimi | 4.58 | 12.9 | 145 | 159 |18.2 |20.0 |20.9 |21.5 |30.2

Enzim

kombinasyonu 9.46 | 13.0 |13.7 |14.2 | 145 |18.6 |22.0 |24.1 | 36.8

Neutrase

HD

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600

t (dak.)

Sekil 4.7. Neutrase enzimi i¢in hidroliz derecesinin zamanla degisimi.
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Sekil 4.8. Alcalase enzimi icin hidroliz derecesinin zamanla degisimi.
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Sekil 4.9. Flavourzyme enzimi icin hidroliz derecesinin zamanla degisimi.
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Sekil 4.10. Enzim karigimi igin hidroliz derecesinin zamanla degisimi.
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Sekil 4.11. Enzim kombinasyonu icin hidroliz derecesinin zamanla degisimi.

Sekil 4.12. de ise enzimlerin hidroliz derecesinin zamanla degisimi grafikleri bir
arada verilmektedir.
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Sekil 4.12. Alcalase, Flavourzyme, Neutrase, enzim karigimi ve enzim
kombinasyonu icin hidroliz derecesinin zamanla degisimi.

Bu calismada kullanilan Neutrase enzimi bakteriyel metalo proteazdir, Alcalase
enzimi ise bakteriyel serin proteazdir. Neutrase enzimi kullanildiginda kirilan
baglar “Fenilalanin, L&sin, Valin” amino asitlerinin amino gruplar tarafindadir.
Alcalase enzimi ise genig bir spesifiklige sahiptir ve genellikle hidrofobik amino
asitlerin karboksilik gruplarina yonelir.

Yukaridaki acgiklamaya gore, farkli enzimler, farkh enzim spesifikligine sahip
olduklari i¢cin 3 enzimin birlikte kullanildidi enzim karigsimi ve enzim kombinasyonu
yontemlerinde hidroliz derecesinin arttigi gbézlenmistir.  Enzim kombinasyonu
enzim karisimina gére daha iyi sonuclar vermistir. Clnk( bu yéntemde pH:8.2 de
ortama Oncelikle Alcalase enzimi ilave edilmekte ve pH:7 den asagi dustikten
sonra Neutrase ve Flavourzyme enzimleri eklenmektedir. Alcalase enziminin énce
ilave edilmesinin nedeni pH:6-10 araliginda yani yuksek pH'da iyi ¢galigan bir enzim
olmasidir. Neutrase ve Flavourzyme enzimleri ise, pH:5.5-7.5 aralidinda en iyi
calistiklar icin daha sonra, yani pH:7 nin altina dustikten sonra ortama ilave
edilirler.



Enzim kombinasyonu i¢in pH’in hidroliz sresince degisimi de gézlenmisitr ve pH
ile hidroliz derecesi arasinda bir iligki oldugu gortlmustir (Sekil 4.13.). Notr ve
bazik pH’da, bitin karboksil gruplari proton verip, sadece bazi amino gruplari
protonlandidi icin hidroliz sonucu pH azalmaktadir. pH:5-6 arasinda ise proton
alma veya verme islemi gerceklesmez ve denge durumu s6z konusudur. Ayrica,
asit ve baz gruplarinin pK degerleri peptid zincirinin uzunlugu ve u¢ amino asitlerin
yan zincirlerine bagli oldugu icin hidroliz boyunca sabit degildir. Bu ylzden pH

degisimi ile hidroliz derecesini hesaplamak ¢ok dogru bir ydontem olmamaktadir.

0 20 30 50 60 70 90 120 160 180 210

Hidroliz siresi (dak.)

Sekil 4.13. Enzim kombinasyonu i¢in pH’in zamanla degisimi.

4.4. Ninhidrin Yéntemi ile Amino Asit Tayini

Amino asit tayini icin, iceriginde 17 c¢esit amino asit bulunan bitkisel protein
kaynakli dogal amino asit karisimi (amino-ixir) kullaniimigtir. Bu karisim % 40

oraninda amino asit icermektedir.

L-Lizin standart amino asidi kullanilarak hazirlanan dogrusal calisma grafigine
gb6re yaptigimiz degerlendirmede amino asit miktari % 27.8 olarak bulunmustur.



Literatirde de belirtildigi gibi ninhidrin belirteci kullanildiginda bulunmasi
gerekenden daha dislUk sonuglar elde edilmektedir. Mutlak hata ve bagil hata
sirasi ile (4.2) ve (4.3) esitliklerine gbre hesaplanarak, E= -12.2, ve E, = % -31.0

olarak bulunmustur.

E = xi—x; (mutlak hata) (4.2)
Er=[(xi—xt) / x] x 100 % (bagil hata)

X; : Olgim degeri

Xt : gercek deger

Amino asit tayini igin genelde kullanilan belirtegler, ninhidrin, o-ftaldehit (OPA) ve
trinitrobenzensiilfonik asittir (TNBS). Bu U¢ belirtecin kullaniimasi ile yapilan
hidroliz derecesi tayinlerinde, OPA ve TNBS benzer sonuclar verirken, ninhidrin
oldukca dugsik hidroliz derecesi degerleri vermistir (Panasiuk vd.,1998). OPA
yéntemi TNBS ybéntemine gbre daha hizl ve kesin bir ydntem olarak belirtiimistir
(Turgeon vd.,1991). Ayrica, OPA tirevlerinin UV absorpsiyonunun, belirtecin
eklenmesinden 20 dakika sonra daha kararh oldugu da gdsterilmigtir (Panasiuk
vd., 1998).

Ninhidrin ve OPA ( Church vd., 1983) y6ntemleri, a-amino gruplari i¢cin TNBS’den
daha segicidirler. Ninhidrin yonteminin avantaji a-amino gruplariyla 570 nm’de
spesifik bir reaksiyon vermesidir. Buna karsilik, e-amino gruplari ve amonyum
iyonlariyla olan reaksiyonu sonucunda 440 nm’de absorbsiyon yapan bagka bir
artin olusmaktadir (Yemm ve Cocking, 1955), (Schilling vd., 1963), (Samejima vd.,
1971). Bu nedenle, ninhidrin kullaniimasinin toplam amino asit tayininde negatif

girisime yol agtigi gézlenmisgtir.



5. SONUGLAR

e Proteinler yasayan sistemler i¢inde en fazla miktarlarda bulunan ve en fazla
isleve sahip molekdllerdir. Hayatla ilgili islevier bu molekdl sinifina
bagimhdir. Bir¢ok iglevi olan proteinler besinlerin de 6nemli bilesenleridir.

e Bu calismada, protein icin iyi bir kaynak olan st proteini ve son zamanlarda
yuksek protein miktari ve insan saghgi Gzerindeki olumlu etkileriyle 6n plana
cikan soya proteini ele alinarak protein 6zUtlenmesi, tayin ydntemleri,
protein hidrolizi ve bunun sonucunda agiga c¢ikan amino asitlerin tayini

incelenmisgtir.

e Yagi giderilmis soya unundan protein eldesi i¢in 6zitleme yontemi sit tozu
ve soya unu Uzerinde denenmis ve optimum kosullar pH:11, 60 °C ve 1 saat
olarak belirlenmistir.

e Toplam protein analiz ydntemleri icerisinden incelenerek secilen bes
yontem sut proteini ve soya proteini tayini icin denenmis ve
karsilastinimigtir. Spektrofotometrik ydntemler genel olarak, Kjeldahl
yéntemine gb6re protein derisimi agisindan ydksek sonuclar vermigtir.
Deney sonuglarina gére UV-220 nm yontemi Kjeldahl yéntemine en yakin

sonuglari veren ve en hassas olan yontemdir.

e Elde edilen protein ¢dzeltisinde enzim hidrolizi gergeklestirilmigtir ve enzim

kombinasyonu yéntemiyle en iyi verim elde edilmistir.

e Enzimlerle hidrolizlenmis protein coézeltilerinde amino asit tayini igin
ninhidrin yéntemi denenmigtir. Ninhidrin ve OPA yb6ntemleri, a-amino
gruplari icin TNBS’den daha secicidirler. Ninhidrin kullaniimasinin toplam

amino asit tayininde negatif girisime yol actigr gdézlenmistir.
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7. EKLER

7.1. Spektrofotometrik Yontemler icin Kalibrasyon ve Dogrusal Caligma
Grafikleri.
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Sekil 7.1. UV-280 nm ydntemiyle, BSA standardi icin hazirlanan dogrusal calisma
grafigi.

UV 220 nm Kazein Standart y = 13,593x + 0,1153
R? = 0,9955
1,4 -

1,2 4

0,8

0,6 -

A 220 nm

0,4

0,2

0 It T T T T T
02 D 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

C ( mg/ml)

Sekil 7.2. UV-220 nm ybntemiyle, Kazein standardi igin hazirlanan dogrusal
calisma grafigi.
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Sekil 7.3. UV-220 nm yéntemiyle, BSA standardi i¢in hazirlanan dogrusal ¢alisma
grafigi.
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Sekil 7.4. Biuret-550 nm yéntemiyle, kazein standard i¢in hazirlanan dogrusal
calisma grafigi.
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Sekil 7.5. Bilret-550 nm ydntemiyle, BSA standardi igin hazirlanan dogrusal
calisma grafigi.
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Sekil 7.6. Bilret-340 nm yontemiyle, Kazein standardi igin hazirlanan dogrusal
calisma grafigi.
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Sekil 7.7. Bilret-340 nm yéntemiyle, BSA standardi i¢in hazirlanan dogrusal
calisma grafigi.
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