T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KENEVIR TOHUM PROTEINLERININ ULTRASES, YUKSEK
BASINC VE MANOTERMOSONIKASYON UYGULAMALARI iLE
MODIFIKASYONU

DOKTORA TEZi

Gillsah KARABULUT

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

MAY IS 2023






T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KENEVIR TOHUM PROTEINLERININ ULTRASES, YUKSEK
BASINC VE MANOTERMOSONIKASYON UYGULAMALARI iLE
MODIFIKASYONU

DOKTORA TEZi

Giilsah KARABULUT

Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Damismani: Dog. Dr. Oktay YEMIS

MAYIS 2023






Giilsah KARABULUT tarafindan hazirlanan “Kenevir tohum proteinlerinin ultrases,
yiiksek basing ve manotermosonikasyon uygulamalari ile modifikasyonu” adli tez
calismas1 02.05.2023 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Sakarya
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabilim Dali’nda Doktora
tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Jiurisi

Jiiri Bagkam : Prof. Dr. Esra CAPANOGLU GUVEN
Istanbul Teknik Universitesi

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Omca DEMIRKOL
Sakarya Universitesi

Jiiri Uyesi : Dog. Dr. Asli CAN KARACA
Istanbul Teknik Universitesi

Jiiri Uyesi : Dog. Dr. Serpil OZTURK MUTI
Sakarya Universitesi
Jiiri Uyesi : Dog. Dr. Oktay YEMIS (Danisman)

Sakarya Universitesi






ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Egitim-Ogretim
Yonetmeligine ve Yiiksekogretim Kurumlar1 Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi
Y 6nergesine uygun olarak hazirlamig oldugum “Kenevir tohum proteinlerinin ultrases,
yiiksek basing ve manotermosonikasyon uygulamalari ile modifikasyonu” baslikli
tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin tiim asamalarinda yukarida
belirtilen yonetmelik ve yoOnergeye uygun davrandigimi, tezin igerdigi yenilik ve
sonuglar1 bagka bir yerden almadigimi, tezde kullandigim eserleri usuliine gore kaynak
olarak gosterdigimi, bu tezi baska bir bilim kuruluna akademik amag¢ ve unvan almak
amactyla vermedigimi ve 20.04.2016 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan Lisansiistii
Egitim ve Ogretim Y®netmeliginin 9/2 ve 22/2 maddeleri geregince Sakarya
Universitesi’nin abonesi oldugu intihal yazilim programi kullamlarak Enstitii
tarafindan belirlenmis 6lgiitlere uygun rapor alindigini, ¢alismamla ilgili yaptigim bu
beyana aykir1 bir durumun ortaya ¢ikmasi halinde dogabilecek her tiirlii hukuki

sorumlulugu kabul ettigimi beyan ederim.

(02/05/2023)

Giilsah KARABULUT



Vi



Ogluma...

vii



viii



TESEKKUR

Doktora tez ¢alismam siiresince beni yonlendiren danismanim Dog. Dr. Oktay YEMIS
ve tez izleme komite iiyeleri Prof. Dr. Omca DEMIRKOL ve Prof. Dr. Esra
CAPANOGLU GUVEN’e tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuvar imkanlar1 konusunda
anlay1s ve yardimlarini esirgemeyen Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Boliim
Baskanligi’na, Arastirma-Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (SARGEM)’ne
ve ¢aligma arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim. Ayni zamanda yurtdigina gidis
siirecimdeki yardimlarindan dolay1 Dog. Dr. Oktay YEMIS, Dog. Dr. Gokge POLAT
YEMIS ve Dr. Ogretim Uyesi Semanur YILDIZ’a minnettarim.

Urbana-Champaign illinois Universitesi’deki (Amerika) danisman hocam Dr. Hao
Feng’e anlayisi, etik degerleri ve akademik tecriibelerini paylastigi i¢in tesekkiir
ederim. Ayni1 zamanda laboratuvarda birlikte ¢aligmaktan biiyiik zevk aldigim Ragya
KAPOOR, Amir MALVANDI, Vedant MUNDADA, Xiaojuan WANG, Mengyi
DONG ve daha ismini sayamadigim ekip arkadaslarima tesekkiir ederim. Ozellikle
Ragya KAPOOR-my protein sister- seninle ayni laboratuvarda ¢alismak giizeldi.

Tez ¢alismamin biiytik bir kismini Tiibitak 2214-A doktora sirast burs programi (Proje
N0:1059B141900258) kapsaminda “Kenevir tohum proteinlerinin
manotermosonikasyon uygulamasi ile modifikasyonu” adli proje kapsaminda Urbana-
Champaign Illinois Universitesi’nde (Amerika) gergeklestirme firsati veren Tiibitak-
BIDEB’e bu desteginden dolayr minnettarrm. Ayni zamanda bu calismanin bir
kismmin hayata gegirilmesinde maddi olarak destek veren Sakarya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon Bagkanligina (Proje No: 2020-7-25-24)
tesekkiir ederim. Yine Misir Arastirma Enstitiisii’ne desteklerinden dolay1 tesekkiir
ederim.

Her zaman yanimda olan ve beni higbir zaman yalniz birakmayan aileme, canim esim
Zekeriya KARABULUT ’a ve biricik oglum Mehmet Kayra KARABULUT a tesekkiir
ederim. Iyi ki varsiniz.

Giilsah KARABULUT






ICINDEKILER

Sayfa

ETIK iILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI .........ccccovuuns v
TESEKKUR .....ooooiiiiiiiceeeeee et en e nas st n s ns st an st ene s asn s ix
ICINDEKILER .......oooooioieeeeeeeeeeeeeeeee ettt Xi
KISALTMALAR ottt bbbt XV
SIMGELER ........coooiiiiiiiiiiiicisces st XVii
TABLO LISTESI ....cooouiiiiiiiiiii st XiX
SEKIL LISTEST ..ottt s XXi
OZET ...ttt Xxiii
SUMMARY ..ot XXvii
L R 123 1RO 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI .....ccoiiiiiiiiiiiii e 5
2.1, BItKiSEl PrOtEINIEr ... 5
2.2. Endiistriyel Kenevir.........coooiiiiiiiiiiiiiici s 6
2.3. Endiistriyel Kenevir Tohum OzelliKIEri............coevovueveriueriecreseeeieieceeseie s 7
2.4. Endiistriyel Kenevir Tohum Proteininin OzelliKIeri ...........ccoovvevereriiirererinnns 8
2.4.1. Endiistriyel kenevir tohum proteininin gida uygulamalart ..................... 10
2.4.2. Endiistriyel kenevir tohum proteininin saglik uygulamalari.................... 11
2.4.3. Endiistriyel kenevir tohum proteininin modifikasyonu .............cc.ccceeeee. 12

2.5. Proteinlerin Fonksiyonel OzellKIEri ..............ccocvvcueiiieiiiceiieeceeces 13
2.5.1. COZUNEDIIITIK. ... 14
2.5.2. SuUDABIaAMA.....ccviiiiiici 15
2.5.3.YaZ baglama ........cccoooiiiiiii e 16
2.5.4. VIZKOZITE ..ot 16
2.5.5. Jel OIUSTUITNA ..o 16
2.5.6. EmUlSIfIKaSYON......coiiiiiiiiiiiiii i 17
2.5.7. KOPUK OIUSTUIMA. ..o 18

2.6. Ultrases HOmOjenizasyonu (USH) ........ccccoveiiiiiininieeee e 19
2.7. Yiiksek Basing Homojenizasyonu (YBH)........ccooooiiiiiiiiiiee 23
2.8. Manotermosonikasyon (MTS) ....c.ooviiiiiniiiiie e e 25
2.9, OPUMIZASYON ...ttt ettt 27
3. ULTRASES HOMOJENIZASYONU UYGULAMASI ILE KENEViR
TOHUM PROTEINLERININ MODIFIKASYONU .......ccccoconiimminniiniinninienn. 29
TN B € 5§ 1 TP PPRROPPR 29
3.2. Materyal Ve YONIEM . ..voiuviiiieiiiiiiiiei e 30
3.2.1. Kenevir tohum protein izolatlarinin eldesi...........cccoevvieiiiieniiiiiiiieiieenns 30
3.2.2. Kimyasal @analizler..........cccoooiiiii i 33
3.2.3. Ultrases homojenizasyon uygulamast..........ccocerveiineenieneniiesieseseenies 33
3.2.3.1. Akustik enerji yogunlugunun belirlenmesi...........c.ccoovvriviniieiiininnnn 33

3.2.4. Fizikokimyasal 6zelliklerde birincil yap1 degisimi............coevvevvieernnnnn. 34
3.2.4.1. Amino asit daBimI.......cccoeviiiiiiiiiiic e 34
3.2.4.2. Molekiil agirlik dagilimi ........cocceviiiiiiiiiiii 34

Xi



3.2.5. Fizikokimyasal 6zelliklerde ikincil yapt degisimi ..........ccoovvvvvvrvcriinnnnn 35

3.2.5.1. Fourier doniistimii kizilotesi spektrumlart (FT-IR) .......ccccvevvivrennen, 35
3.2.5.2. Ikincil yap1 dagilimi ........ccovevevieeviicreiieeseeeeee e 35
3.2.6. Fizikokimyasal 6zelliklerde li¢linclil yapt degisimi.........ccevvvvveeniineennnen. 35
3.2.6.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli .........ccccovvveriieiiiiiniicniicee 35
3.2.6.2. Yizey hidrofObiSIteST ..uuevvriiiiiiiiiiiiiiie et 35
3.2.6.3. Serbest silfidril rup iCETIZi.....ceovvviririiiiiiiiierec e 36
3.2.6.4. Termal davIaniSi........cccciiiureeeeiiiieeeiiiiie e st e e e e e e e e e s saree e e 36
3.2.7. Morfolojik OZellKIET ........ccocviiiiiiiiciic e 36
3.2.7.1. Taramal1 elektron mikroskobu ..........cccviiviiiiiiniiii, 36
3.2.8. Fonksiyonel OzelliKIeT .........cccocveiiiiiiiiiiic e 37
3.2.8.1. Protein ¢OZUNEbIIITTIZT ..oevvvviiiiiiiiiiiiiicciee e 37
3.2.8.2. Su ve yag baglama KapasiteSi........cccourvverieiiriienienisieneesesee e 37
3.2.8.3. Emiilsiyon O0zelliKIeri .........cccceiiiiiiiiiiiicic e 37
3.2.8.4. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi........cccocvervirreriiieeneennenne 38
3.2.8.5. Jel olusturma KapasiteSi.........ccuveiiuririueisiiiieiiiiesiieessinesssieeessieessnneens 38
3.2.9. BiyoaKktif OZEIIIKICT.........ccviiiiieiiiesee e 38
3.2.9.1. Antioksidan aKEiVIte ..........ccccoeiiieiiiiiiiie 38
3.2.10. Deney tasarimi ve OPtMIZaASYONU ......cuervvrrieerreseerieesneseesseesreseenneseennes 39
3.2.11. IstatiStiKSel ANALIZ ....c.cvcvveeeireiereiececie e 41
3.3. S0NUG VE TATtISINA ....eeiiiieiiiie ittt 41
3.3.1. Kimyasal KOMPOZISYON .........cccveiiiieiieie et 41
3.3.2. Akustik enerji yOZUNIUZU .......ccoeviiiiiiiiiiieeece s 42
3.3.3. Ultrases homojenizasyon parametrelerinin optimizasyonu...................... 43
3.3.3.1. Model uygUNIUGU .....ooovviiiiiiiee e 43
3.3.3.2. Bagimsiz degiskenlerin ¢oziiniirliik ve partikiil boyutu iizerine etkisi
........................................................................................................................ 46
3.3.4. Fizikokimyasal 6zelliklerde birincil yapt degisimi.........cccccvvvvrivvniinnne. 51
3.3.4.1. Amino asit daBiiml......ccocoeiiiiiiiiiici e 51
3.3.4.2. Molekiil agirlik dagilimi (SDS-PAGE)........ccccoiiiiiiiiniiicce 52
3.3.5. Fizikokimyasal 6zelliklerde ikincil yapt degisimi ........cccevvvvviienninnenne 53
3.3.5.1. Fourier doniisiimii kizil6tesi spektrumu (FT-IR) .....ocoovviviviinnienenn, 53
3.3.5.2. Ikincil yap1 dagilimi (CD) .....ccucvievevereieiicecie e 54
3.3.6. Fizikokimyasal 6zelliklerde tigiinciil yapt degisimi........cccccvevviviniinnnne. 55
3.3.6.1. Zeta POtanSIYEli .....ceeivveieiieiiee e 55
3.3.6.2. Yiizey hidrofObiSItEST ....ccovviirierieiiriesie e 56
3.3.6.3. Serbest siilfidril rup iCeTigi.....cccvvvvriiiiiiiiiiiieie e 58
3.3.6.4. Termal davraniSi........ccccoviiiiiiiiieiiieiiiie e 58
3.3.7. Morfolojik OZellKIET ........coccviiiiiiiiiiici 59
3.3.7.1. Taramali elektron mikroskobu ...........cccocoeriiiiiiiiiii e 59
3.3.8. Fonksiyonel 0zelliKIer...........coeiiiiiiiiiiiiiicie 61
3.3.8.1. Su ve yag baglama KapasiteSi........cccecerrrueriiiuieiiiiesiiie s 61
3.3.8.2. Emiilsiyon 0ZellKIeri ........cccvriiiiiiiiiiiic e 62
3.3.8.3. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi.......c.ccoevrrieriiiiniiieiniinnnns 63
3.3.8.4. Jel olusturma KapasiteSi........cccuvveiieiriiiiiiiiiniesiee e 63
3.3.9. Biyoaktif OZellKIET.........ccoooiiiiiiiece e 64
3.3.9.1. Antioksidan aktiVite ............ccceviiiiiiiiiiic 64

4. YUKSEK BASINC HOMOJENIZASYONU, MANOTERMOSONIKASYON
VE PH DEGISTIRME UYGULAMALARI iLE KENEVIiR TOHUM
PROTEINLERININ MODIFIKASYONU ......ccooooiiiiiiieecesees e 67

xii



T B € 14 TSP PT TR TOPOPR 67

4.2. Materyal V& YONTEM .....cciuviiiieiiiiiee i 69
4.2.1. Kenevir tohum proteinlerinin hazirlanmasi ..........ccccoovveiiiiiicnicnene 70
4.2.2. Manotermosonikasyon, yiiksek basingli homojenizasyon ve pH degistirme
............................................................................................................................ 70
4.2.3. Fizikokimyasal 6zelliklerde birincil yapt degisimi.........cccvevrvieiiiveiiiinnnns 71

4.2.3.1. Molekil agirlik dagilimi (SDS-PAGE)........cccoeiiiiiiiiiiiicieee, 71
4.2 4. Fizikokimyasal 6zelliklerde ikincil yap1 degisimi .......ccoccvvvrvieiiiveininnnnnn 72
4.2.4.1. Tkincil yapt dagilimi ........cccoocvevirerniecueiiieeseee et 72
4.2.4.2. Fourier dontisiimii kizil6tesi spektrumlart (FT-IR).......cccccocviiinennen, 72
4.2.5. Fizikokimyasal 6zelliklerde ticlinciil yap1t degisimi........ccccovevvvrvirnrnnnne. 72
4.2.5.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli .........cccccvvveviieiiviieiiieiece e, 72
4.2.5.2. Igsel floresan emiSYONU............cceveveeuerrrrererrreirsseseseesesssssesessesssesnas 72
4.2.5.3. Serbest SH grubu 1GeriZ1 ....ccvvvvviiiiiiiiiiiiice e 73
4.2.5.4. SINAIrHeDIlrTiK .......oooii e, 73
4.2.5.5. X-151n1 difraktometresi (XRD) .....ooiviiiiiiiiiiiniiieie e 74
4.2.5.6. Termal davraniS........c.ccceereiriieiieiiee et 74
4.2.6. Morfolojik OZIITKIET ........ccceeiiiiiiieieeee e 74
4.2.6.1. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ........cccccoviiiiiiniiniiienieniee, 74
4.2.7. Tekno-fonksiyonel OZellIKIET ........c.cveruiiiieiiiiiieieee e 74
4.2.7.1. COZUNUITTK ..o 74
4.2.7.2. Emiilsiyon 0zelliKIeri .......cccccueiiiiiiiiiiiicie e 75
4.2.8. IstatiStIKSE] ANALIZ ......c.cvveveeeeeerirerceeee ettt es s eneeens 76

4.3, SONUG VE TaAITISINA ....vuviiiiiiiiiee ettt e e s snreeeeans 76
4.3.1. Manotermosonikasyon iglem parametreleri...........cccocovvviiiniiieiiiieiinnnnn 76
4.3.2. Fizikokimyasal 6zelliklerde birincil yapt degisimi.........ccccovvvvriviniinnnne. 78

4.3.2.1. Molekiil agirlik dagilimi (SDS-PAGE)........cccoviiiiniiiiiiiieicee, 78

4.3.3. Fizikokimyasal 6zelliklerde ikincil yap1 degisimi ........coccevvvcviiiieiiinnne. 79
4.3.3.1. Fourier doniisiimii kizilotesi spektrumlart (FT-IR)..........ccccoevennnnee. 79
4.3.3.2. Ikincil yapt dagilimi (CD)....c.c.vvevririveiiireieiieeeieeseess e 80

4.3.4. Fizikokimyasal 6zelliklerde ticlinciil yapt degisimi........ccccocvvvcvvenvrnneene 81
4.3.4.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli .........ccocvviiiiiiiiiiiiiiiiien, 81
4.3.4.2. Igsel floresan eMiSYONU..........ccccvvereuerereireserereresssessssesssesssssesesesesnns 84

4.3.5. Serbest SH rubu 1GETIZ1 ..ovvvviiiiiiiiiiii i 85
4.3.5.1. X-1511 difraktometresi (XRD) .....cooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 86
4.3.5.2. Termal davraniSl........ccceiiuiieiiiieiiiieeie e 87
4.3.5.3. SINAIrtlebilirliK ..., 88

4.3.6. Morfolojik OZelIIKIET ........cccoviiiiiiiice e 89
4.3.6.1. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ........cccccoeeiiiiiiiiiiiiieiieee 89

4.3.7. Tekno-fonksiyonel OZellIKIET ..........cccovveiiiiiiiiiiiieee s 90
4.3.7.1. COZUNUITIK ......vveiiire i 90
4.3.7.2. Emiilsiyon 0zellIKIeri .......c..ccoveiiiiiiiiiiii e 91
5.SONUC VE ONERILER...........c..ccocooiiiiiiieeieeeeeeeesee et 95
6. KAYNALKGCA ..ot bbb 101
[0/ 1017 1 15 113

Xiii



Xiv



KISALTMALAR

ABTS
ANS

C. sativa L.
DPPH
DSC
F-DEGERI
Ha

HCI

KTP
KTP-USH
MTS

PBS

pl

RZ
SDS-PAGE
SEM

SH

TCA

USH
YBBO
YBH

YYY

: 2,2-azinobis 3-etilbenzothiazollin-6-sulfonik asit
: 1-anilino naphthalene-8-siilfonik asit

: Cannabis sativa L.

: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

: Diferansiyel taramali kalorimetre

: Fisher degeri

: Hektar

: Hidroklorik asit

: Kenevir tohum proteini

: Ultrases homojenizasyon uygulanmis kenevir tohum proteini
: Manotermosonikasyon

: Fosfat tampon tuzu

: Izoelektrik nokta pH degeri

: Uyum katsayisi

: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez
: Taramal1 elektron mikroskobu

: Stlfidril grup

: Trikloroasetik asit

: Ultrases homojenizasyonu

: Bilesik yillik biiylime orani

: Yiiksek basin¢ homojenizasyonu

: Yanit yiizey yontemi

XV



XVi



SIMGELER

=y

°C
%

: Agirlik (g)

: Hacim (mL)

: Watt

. Yiizey hidrofobisitesi
: Santigrat derece (°)

- Yiizde

. Zeta potansiyeli (mV)

Xvii



Xviii



TABLO LISTESI

Sayfa

Tablo 2.1. Kenevir tohumunun kimyasal bilesimi (%) (Callaway, 2004)................... 8
Tablo 2.2. Kenevir tohumunun farkli fraksiyonlarinin ve proteininin amino asit igerigi
(%) (Leonard ve ark., 2020). .......ccceieiiieiieiieie e 9

Tablo 2.3. Kenevir proteininden elde edilen peptitlerin biyolojik aktivitesi............. 11
Tablo 2.4. Kenevir tohum proteinin modifikasyonu {izerine yapilan ¢aligmalar. ..... 12
Tablo 2.5. Gidalarda proteinlerin fonksiyonel rolii (Damodaran, 1994)................... 14
Tablo 3.1. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri. ............... 40
Tablo 3.2. Kenevir tohumunun, yagi alinmis unun (YKTU) ve protein (KTP)
izolatinin kimyasal kompozisyonu (g/100 g taze agirlik)........c.cocovevnnee. 41

Tablo 3.3. Box-Behnken deney tasarimina goére USH wuygulama kosullarinin
¢Oziiniirliik ve partikiil boyut yanit degerleri. A: USH genlik (%), B: protein

konsantrasyonu (%), C: USH siire (dK.)......ccooeueriiiiinniinniiciii e 44
Tablo 3.4. KTP’nin modifikasyonu i¢in USH uygulama kosullarinda kuadratik
modelin varyans analizi...........ccccoeiiiiiiiiiiieee 45
Tablo 3.5. KTP ve KTP-USH’nin amino asit dagilim1 (g/100 g). .......cccecvrvrennnnn 51
Tablo 3.6. KTP ve KTP-USH’nin CD spektrumu ve ikincil yapt formlariin
dAaBUIMIATT (90). .veeeeeiii e s 54

Tablo 3.7. KTP ve KTP-USH’nin zeta potansiyeli ({, mV), serbest SH grup igerigi
(umol/g protein), denatiirasyon sicaklig1 (Td, °C), entalpi (J/g) ve ylizey
hidrofobisitesi (Ho)deZerleri.........ccooviiiiiiiiiiiiice e, 56

Tablo 3.8. KTP ve KTP-USH’nin su/yag baglama kapasitesi (%), emiilsiyon aktivite
(m?/g)/stabilite (dk.) indeksleri, kopiik kapasite/stabilitesi (%) ve jel

olusturma KapasiteSi (20). ....veerurerreeriieiiieiiie s 61
Tablo 3.9. KTP ve KTP-USH’nin DPPH (%) ve ABTS (%) inhibisyon aktiviteleri.
................................................................................................................... 64
Tablo 4.1. Farkli proses kosullarinda (sicaklik, siire, basing) MTS uygulanan
KTP’lerin ¢oziiniirliik ve partikiil boyutu degerleri...........cccocvvviiiiinnnnnn 76
Tablo 4.2. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin Tonset (°C) Tq (°C)
ve entalpi (W/g) degerleri. .....ccoovvviiiiiiiiiiiiiie 87

Tablo 4.3. Farkli modifikasyon uygulamalart sonrasinda KTP’lerin ¢6ziiniirliik (%),
emiilsiyon aktivitesi (m?%g), emiilsiyon stabilitesi (dk.) ve kremalagsma
INdeks (%0) dEZETICTIL. ..oovviiiieiiiceeeee s 91

XiX



XX



SEKIL LISTESI

Sayfa

Sekil 2.1. Manotermosonikasyon sistem bilesenleri.........cccovrvvrieiivereiieiieeie e, 25
Sekil 2.2. Manotermosonikasyon sisteminin sematik diyagrami (Yildiz ve ark., 2017).
................................................................................................................... 26

Sekil 3.1. Kenevir tohum protein izolat1 eldesinin sematik diyagrami...................... 32
Sekil 3.2. Deneme tasarimina gore farkli genlik, konsantrasyon ve siirelerde USH
uygulanan KTP izolatlarinin toz formdaki gorselleri..........ccoooveviniiiieninnnn 43

Sekil 3.3. Farkli USH uygulama kosullar1 sonucu KTP izolatinin ¢oziiniirlik ve
partikiil boyutu tizerinde genlik, konsantrasyon ve siirenin etkisini gosteren

3B yanit ve kontur grafikleri. ........cccoeiiiiiiiiii 48
Sekil 3.4. KTP ve KTP-USH’nin indirgen (+2-ME) ve indirgen olmayan (-2-ME)
kosullar altindaki SDS-PAGE profilleri. ........c.ccoovviiviinieiiiineen 52
Sekil 3.5. KTP ve KTP-USH’nin FT-IR SPeKtrUmMU. ........cccoovririniiiniiinicieen 53
Sekil 3.6. KTP ve KTP-USH’nin floresan yogunlugu..........ccocovvviiiiiiiiiiiciinicin, 57
Sekil 3.7. KTP ve KTP-USH’nin elektron mikroskop gorintileri...........c.ceevvnennnn. 60
Sekil 4.1. Manotermosonikasyon sisteminin gorsel tasarimi. ...........ccccceeeieerernnenne 77
Sekil 4.2. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin SDS-PAGE protein
DANLLATI. ... 78
Sekil 4.3. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin FT-IR
SPEKITUMIATL. ...t 79
Sekil 4.4. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin ikincil yap1
daBIMIATL. .o 80
Sekil 4.5. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin a) partikiil
boyutlar1 ve b) partikiil boyut dagilimlarindaki degisimler. ..................... 82
Sekil 4.6. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin zeta
potansiyelindeki deGiSIm. ........coocvviiiiiiiiiiiiiii 83
Sekil 4.7. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin floresan
yogunluklarindaki deSigim. ........ccooirviiiiiiiiiiic 84
Sekil 4.8. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin serbest SH grup
icerigindeki de@iSImIer. .........ccooveiiiiiiiiiii 85
Sekil 4.9. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin XRD spektrumlari.
................................................................................................................... 86
Sekil 4.10. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin protein
SINAITIIEDIITTIZT (%0). 1 vveivieiiiiiiie s 89
Sekil 4.11. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin x500 ve 2000
biiylitme degerlerindeki elektron mikroskop goriintiileri...............cccceeneen 90
Sekil 4.12. Farkli modifikasyon uygulamalarindan elde edilen KTP emiilsiyonlarinin
0. dakika (to) ve 60.dakikadaki (tso) mikrograflart............c.ccocvvvrivininnnnn, 92

XXi



XXii



KENEVIR TOHUM PROTEINLERININ ULTRASES, YUKSEK BASINC VE
MANOTERMOSONIKASYON UYGULAMALARI iLE MODIFIKASYONU

OZET

Diinya niifusundaki hizli artis trendi gelecekte gida talebini karsilamada zorluklar
yasanacagina isaret etmektedir. Ayrica, kiiresel salginlar, savaslar ve iklim
degisiklikleri gida zincirindeki olasi sikintilari tetiklemektedir. Bu noktada saglikli
beslenme diizeninde kilit rol oynayan proteinlerin tedariginde yakin gelecekte
sikintilar meydana gelecegi  ongoriilmektedir. Ozellikle hayvansal protein
kaynaklartyla iligkili ekonomik, etnik ve dini nedenlere ek olarak bu kaynaklarin
yarattigi ¢evre ve saglik endiseleri aragtirmacilari alternatif protein kaynaklari
lizerinde c¢aligmaya yonlendirmistir. Bu baglamda, bitkisel protein kaynaklart bol,
cesitli, ucuz ve erisilebilir olmasiyla kiiresel markette hizli bir sekilde yer edinmistir.
Artan tiiketici bilinciyle birlikte saglikli, dengeli ve vejetaryen beslenmeye egilim
bitkisel protein talebine ivme kazandirmustir. Ozellikle gida isleme atiklarinin
alternatif protein kaynagi olarak degerlendirilmesi, c¢evresel geri doniistimi
destekleyerek siirdiiriilebilir, katma degerli ve yenilik¢i ¢oziimler iiretmesiyle 6nem
tagimaktadir.

Kenevir; lifi, tohumu ve yagi i¢in uzun yillardan beri yetistirilen ¢ok fonksiyonlu
endiistriyel bir bitkidir. Son yillarda yapilan yasal diizenlemelerle uyusturucu
(Marijuana) ve endistriyel kenevir g¢esitlerinin (Cannabis sativa, d-9—
tetrahidrokannabinol (THC) <%0,3) ayriminin net bir sekilde yapilmasi ¢ok degerli
bilesenleri biinyesinde barindiran kenevir tohumu tizerindeki ¢alismalar1 artirmistir.
Kenevir tohumu 6zellikle yapisindaki yiiksek kaliteli protein ve yag icerigiyle dikkat
cekmektedir. Yag ekstraksiyonu sonrasinda kalan kiispe, %55-60 yiiksek kaliteli -
esansiyel amino asitlerce zengin- bir protein kaynagi olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Kenevir tohum proteini (KTP), diisiik alerjenitesi, yiiksek sindirilebilirligi ve biyoaktif
ozellikleri ile bilinmektedir. Bu agidan KTP, gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan ancak genetik modifikasyon, alerjenite ve diisiik sindirilebilirligiyle bilinen
soya proteinine alternatif olarak goriilmektedir. KTP nin ekmek, et, kahvaltilik gevrek
ve dondurma gibi gida formilasyonlarinin yapisinda cesitli amaglarla kullanildig:
caligmalar literatiirde yer almaktadir. Buna ragmen KTP’nin gida endiistrisinde yaygin
kullanim1 bulunmamaktadir. Bu durumun altinda yatan nedenler, KTP nin diger
bitkisel protein kaynaklar1 gibi diisiik ¢oziinebilirlige sahip olmasidir (nétr pH’da
~%20). Gida bilesen ve katki maddelerinin gida formiilasyonlarinda tercih
edilebilmesi, sahip olduklart ¢oklu fonksiyonel oOzelliklerine baglhidir. Diisiik
¢oziinebilirlik; protein siispansiyonlarinin emiilsiyon, kopilik ve jel olusturma gibi
diger bircok fonksiyonel ozelligini birincil derecede etkiledigi icin KTP’nin bu
handikabi agilmasi gereken bir problemdir.

Bu doktora tez calismasi kapsaminda, kenevir tohum proteinlerinin fonksiyonel
ozelliklerinin gelistirilmesi igin fiziksel (1s1l olmayan) ve kimyasal modifikasyon
tekniklerinin tekil ve kombine kullaniminin etkinlii {tizerine odaklanilmistir.
Calismada tilkemizdeki ilk tescilli kenevir tohum ¢esidi olan “Narlisaray” kullanilarak
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bu ¢esidin tekno fonksiyonel 6zelliklerinin uluslararasi literatiire girmesi saglanmustir.
Fiziksel tekniklerden; ultrases homojenizasyon (USH), yiiksek basing homojenizasyon
(YBH), manotermosonikasyon (MTS) ve kimyasal tekniklerden; pH degistirme
uygulamasina dair bulgular iki ayr1 boliimde ayrintili sekilde sunulmustur.

Isil olmayan teknikler; yenilikei, giivenli, verimli ve yesil uygulamalar olarak
bilinmektedir. Enzimatik ve 1s1l uygulamalarin yiiksek maliyet ve proses kontrol
zorluklari fiziksel tekniklerin 6nemini arttirmaktadir. Kavitasyon temelli USH, HPH
ve MTS uygulamalarinin 1sitma, dinamik ¢alkalama, kayma gerilmeleri ve tlirbiilans
gibi etkileri protein siispansiyonlarinda cesitli modifikasyonlara yol acabilmektedir.
Ozellikle yurtdisinda kullanilan diinyadaki tek siirekli sistemde calisan MTS cihazi,
USH teknolojisinin basing ve sicaklik uygulamasiyla birlestirildigi bir teknolojiyi
yansitmaktadir. USH uygulamasinin tek basina kullanilmasi proteinlerde istenilen
degisikligi saglayamazken, kombine sistemlerle bu sorun asilabilmektedir. Ayrica
USH uygulamasinin modifikasyon verimini artirmak igin 15-30 dakikaya kadar
uzayan islem siiresi, enerji ve zaman tiiketiminin yani sira endiistride
uygulanabilirligini de azaltmaktadir. MTS sisteminin kullanimi ile ayni etkiyi
saglayacak olan islem siiresinin 1,4 dakikaya kadar diisme potansiyeli bulunmaktadir.
MTS uygulanmasindaki ilimli sicaklik ve basing kombinasyonu kavitasyonel etkileri
tesvik edici olabilmektedir. Ayni zamanda pH degistirme bu fiziksel uygulamalara
kolayca uyarlanarak, uygulama yapilan proteinlerin modifikasyonu tizerindeki etkinin
artmasina katki saglayabilmektedir. Tez ¢alismasinin bir kismi1 Tiirkiye’de ve bir kismi
Amerika’da gergeklestirildigi ve farkli kenevir tohumlar1 kullanildig: i¢in ¢alisma iki
boliime ayrilmistir.

Tez calismasmimn birinci boliimiinde, USH uygulamasinin KTP’nin fonksiyonel,
fizikokimyasal, morfolojik ve biyoaktif Ozellikleri {lizerine etkisi incelenmis, bu
uygulamanin KTP’nin 6zelliklerini modifiye etme potansiyeli ortaya koyulmustur.
Oncelikle, USH proses parametrelerinin (genlik, siire, konsantrasyon) KTP’nin
¢ozlnlirliik ve partikiil boyut yanitlar1 iizerine etkisi belirlenmistir. USH isleminin
optimal proses kosullari, KTP’nin maksimum ¢6ziiniirliilk ve minimum partikiil boyut
yanitlarina gére 37 W/cm? akustik yogunlukta, 7,8 dakika islem siiresi ve %6,9 protein
konsantrasyonu (20 kHz frekansta) olarak belirlenmistir. Yiiksek R? ve uyum degerleri
sunan c¢oziiniirlik ve partikiil boyut modelleri gercek analiz kosullarinda
dogrulanmigtir. Optimum kosullarda USH uygulanan KTP’nin (KTP-USH)
elektroforetik profilinde 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir, ancak amino asit
profili degismistir. FT-IR spektrumu, USH uygulamasi ile proteinin Amid 1 ve 2
bolgelerindeki kaymalar1 ortaya cikarmistir. USH uygulamasindan sonra Amid 1
(1700-1600 cm™) bolgesindeki pik 1636 cm™’den 1629 cm™’e kaymistir. Amid 1
bolgesindeki bu kayma, USH uygulamasindan sonra KTP’nin ikincil yapisindaki
degisiklige isaret etmektedir. KTP nin Amid 2 bélgesindeki pik ise 1529 cm™’den
1524 cm™’e kaymistir. FT-IR spektrasinda, daha yiiksek degerlere dogru gériilen
kaymalar, USH uygulamasindan sonra proteinin a-heliks yapidan rastgele sarmal ve
B-sheet yapilarina doniigsmesi ile iliskilendirilebilir. USH isleminden sonra KTP’nin
denatiirasyon sicakliginda artis, denatiirasyon entalpisinde ise azalis goriilmustiir.
USH uygulamasindan sonra, KTP’nin ¢oziiniirliigii (%78), serbest SH grup igerigi
(%59) ve zeta potansiyeli (%25) artarken, partikiil boyutu (%46) azalmistir. KTP-
USH’nin emiilsifikasyon, yag absorpsiyon ve kopiik olusturma 6zelliklerinin KTP’ye
kiyasla arttig1, en diisiik jel konsantrasyonunun ise azaldigi saptanmistir. Ayrica
KTP’nin antioksidan 6zelligi, USH uygulamasi ile %38 oraninda artmistir.
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Tez caligmasinin ikinci boliimiinde YBH ve MTS uygulamalar1 ve bunlarin pH
degistirme ile kombine kullanimlarinin KTP’nin fizikokimyasal, morfolojik ve
fonksiyonel 6zellikleri iizerindeki etkisi aragtirilmistir. MTS uygulamasinin optimum
islem parametreleri KTP nin en yiiksek ¢oziiniirliik ve en diisiik partikiil boyutunu
verecek sekilde 50°C, 200 kPa ve 90 s olarak belirlenmistir. Uygulanan modifikasyon
islemleri sonrasinda, KTP’nin ikincil yapisindaki degisim FTIR ve CD verileri ile
dogrulanmigtir. Uygulamalar 6ncesinde KTP’nin ikinci yap1 dagilimi %4,5 a-heliks,
%37,9 B-sheet, %14,7 PB-turn ve %429 rasgele sarim olarak ortaya cikmustir.
Uygulamalar sonrasinda proteinin ikincil yap1 dagiliminda genel bir egilim olarak, a-
heliks ve B-sheet oran1 azalirken, B-turn ve rastgele sarim orani artmistir. Ikincil yapi
formlarindaki degisiklik, o-heliks ve B-sheet formlarindan B-turn ve rastgele sarim
formlarina olas1 doniisleri gostermektedir. Modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda
pH12MTS i¢in HSP'nin maksimum floresan yogunluk (Flmax) degeri 13768 Au'dan
43268 Au'a yiikselmistir. pH12MTS izolat1 diger izolatlara gore en yiiksek floresans
yogunluguna sahip iken, bunu sirastyla HPH, MTS, pH12HPH ve pH12 izolatlarinin
floresans yogunluk degerleri izlemistir. KTP nin maksimum floresan yogunlugundaki
dalga boyu (Amax) degeri 334 nm civarindayken, modifiye edilmis tiim izolatlar daha
uzun dalga boylarma (336 nm) dogru kaymalar gostermistir. Bu batokromik kayma,
proteinin i¢ kisimlarinda gomiilii olan triptofan aminoasidinin protein yiizeyine
yoneliminin ve sivi ortamdaki polaritenin artmasiyla iligskilendirilmigtir. Ayrica, tim
uygulamalardan sonra izolatlarin termal davranisi ve XRD kristal yapisinin oran
degiserek modifiye edilen KTP’nin daha diizensiz yapilar gosterdigini kanitlamistir.
KTP’nin partikiil boyutu (365,87 nm), pHI2MTS izolatinda 112,67 nm’ye kadar
diismiistiir. Modifiye edilen izolatlarin zeta potansiyelleri ve serbest SH grup igerikleri
kavitasyonel kuvvetlerin ve pH degistirme uygulamalarinin kombine etkileri sonucu
ticiinciil yapilarda meydana gelen degisikliklerin kanit1 olarak artmigtir. pH12MTS
izolatinin ¢oziiniirliigii, uygulama yapilmayan KTP’ye kiyasla %52 oraninda artmugtir.
Ayrica, pH12MTS izolatinin emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi, KTP’ye kiyasla
sirasiyla 2,11 ve 2,15 kat artiglarla diger uygulamalara kiyasla en yiiksek degerleri
gostermistir. Ayrica, modifikasyon islemleri sonrasinda, KTP’nin %84,23 olan
sindirilebilirligi pH12MTS uygulamasinda %95,46’ya artis gostermistir. Bu durum,
protein agregatlarinin makromolekiiler yapisinda kavitasyonel etkilerle meydana gelen
kismi agilmalar ve kirilan protein-protein arasi interaksiyonlarla iligkilendirilmistir.

Sonug olarak, bu doktora tez ¢alismasi, kenevir tohum proteinlerinin teknolojik
ozelliklerinin gelistirilmesinde 1s1l olmayan ve kimyasal modifikasyon yontemlerinin
onemli rol oynadigimi gostermistir. KTP’nin yapisinda hem farkli modifikasyon
tekniklerinin ortaya ¢ikardigi degisimler kiyaslanmis hem de KTP’nin detayli tekno
fonksiyonel profili ortaya koyulmustur. Proses parametrelerinin farkli fonksiyonel
ozellikleri maksimize edecek sekilde optimize edilebilecegi gosterilmistir.
Fonksiyonel 6zelliklerde meydana gelen degisimler fizikokimyasal ve morfolojik
analizlerle de uygun bir korelasyon sergilemistir. Ozellikle MTS sistemi, klasik USH
ve YBH islemlerine kiyasla daha kisa proses siiresi ile daha etkin bir modifikasyon
saglayan, gelecek vaat eden bir teknik olarak goriilmektedir. Ayni zamanda kombine
pH degistirme uygulamalar1 da fiziksel modifikasyonlarin etkinligini arttirmastir.
Modifiye edilen KTP’lerin, daha yiiksek ¢oziiniirliikk, emiilsiyon, kopik ve jel
olusturma Ozelliklerine sahip olmasi, etkin gida bilesenleri i¢in arzu edilen tekno-
fonksiyonel ozelliklere sahip bir gida bileseni olarak gida proseslerinde kullanim
potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ayn1 zamanda, kullanilan USH,
YBH ve MTS teknolojileri islevsellestirilmis ve katma degerli farkli proteinlerin
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eldesinde, biyoaktif bilesenlerin kapsiillenmesinde ve biyopolimer ambalaj
materyallerinin elde edilmesinde kullanilma potansiyeli s6z konusudur.
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MODIFICATION OF HEMP SEED PROTEINS USING ULTRASOUND,
HIGH PRESSURE AND MANOTERMOSONICATION TREATMENTS

SUMMARY

The global population is anticipated to reach 10.4 billion by 2100, which will result in
considerable challenges to meet the protein demand in future. Furthermore, the
COVID-19 pandemic has markedly expedited the transition to alternative protein
sources, owing to the disruption in the worldwide food supply chain. Recent studies
have reported the favorable impact of plant-based diets on mitigating the severity of
COVID-19. Plant proteins have been attracting attention due to various reasons, such
as economic, ethnic, and religious factors, as well as consumers' growing awareness
of sustainable and healthy diet. All these factors have led to increase the popularity of
plant-based products, which have become more readily accessible, diverse, and
affordable in the market. The global plant protein market's worth was $12.2 billion in
2022, with a projected Compound Annual Growth Rate (CAGR) of 7.3% over the next
five years. The escalating demand has triggered the pursuit of utilizing industrial plant
waste, which was previously considered an environmental problem or used as animal
feed, as an alternative, low-cost, and clean-labeled protein source.

Hemp seed, an industrial by-product, has garnered substantial attention in recent years
due to its rich protein and oil content. Hemp seed protein (HSP) is recognized for its
high digestibility, low allergenicity, and bioactive properties. Cannabis sativa L. (C.
sativa L.), a hemp variety containing a low amount of d-9-tetrahydrocannabinol
(THC) (0.2%), is typically classified into two different types. As the demand for hemp
fiber from industries such as paper, biodegradable plastics, textiles, and fuel continues
to increase, so does the quantity of hemp seeds that are discarded as waste. Hemp seed
is a superb by-product, with high-quality protein (20-25%) and oil (30-35%). The
meal obtained from the seeds after hemp oil extraction contains roughly 55-60%
protein. Comparisons of hemp seed proteins with egg white and soy protein in terms
of nutritional value and digestibility have indicated that hemp protein can be an
alternative food additive. Additionally, hemp seeds exhibit favorable health effects,
including the ability to reduce blood pressure and cholesterol levels.

This PhD thesis focused on evaluating the efficacy of non-thermal and chemical
modification techniques, both separately and in combination, for enhancing the
functional properties of hemp seed proteins. Ultrasound homogenization (USH), high
pressure homogenization (HPH), manothermosonication (MTS) from non-thermal
techniques, and pH shifting from chemical techniques were considered to investigate
their effects on the functional, physicochemical, morphological, and bioactive
properties of hemp seed proteins.

Ultrasound homogenization (USH) is a non-thermal technique based on a combination
of effects such as cavitation, heating, dynamic agitation, shear stresses, and turbulence.
Cavitation bubbles, microjets, micro-turbulence, high-speed interparticle collisions,
and microporous particle disruption cause modifications. The bursting of these bubbles
generates high temperature and pressure values (approximately 50 MPa and 5500 K)
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around the bubble, leading to several reactions in the solution. In the first part of the
thesis, the optimal processing conditions for the USH treatment were determined as
6.9% protein concentration (at a frequency of 20 kHz), 37 W/cm? acoustic intensity,
and 7.8 minutes processing time based on maximum solubility and minimum particle
size responses of HSP. The solubility and particle size responses were used to obtain
models with high R? and lack-of-fit values. After USH treatment, the solubility of HSP
(78%), free SH group content (59%), and zeta potential increased (25%), while the
particle size decreased (46%). Although there was no significant change in the
electrophoretic profile of HSP-USH under optimum conditions, the amino acid profile
of HSP-USH differed from that of HSP. Moreover, the emulsification, oil absorption,
and foaming properties of HSP-USH were found to increase compared to HSP, while
the lowest gel concentration decreased. The shift in the amide 1 (1700-1600 cm™)
region from 1636 cm™ to 1629 cm™ after USH application indicates a partial alteration
in the secondary structure of HSP. The amide 2 region (1580-1480 cm™) is
characterized by dominant N—H (40-60%), C—N (18-40%), and C—C (10%) vibrations.
The shift in the peak number from 1529 cm™ to 1524 cm™ in the Amid 2 region (1580—
1480 cm™) of HSP indicates alterations in a-helix and B-sheet structures. The shifts
towards higher values suggest the transformation of the protein into random coil and
[-sheet structures following USH application. After USH treatment, an increase in the
denaturation temperature and proportion of B-structure for the secondary structure
distribution was observed. Furthermore, the USH treatment led to a 38% increase in
the antioxidant properties of HSP.

The aim of the second part is to examine the impact of high-pressure homogenization
(HPH) and manothermosonication (MTS) processes, as well as their combined
employment with pH-shift treatments, on the physicochemical, morphological, and
functional attributes of hemp seed proteins. The MTS represents an innovative
technology in which ultrasound homogenization (USH) technology is integrated with
pressure and temperature application in a continuous system. While the alone-USH
technology cannot yield the desired protein alterations, this limitation can be
surmounted using integrated systems. Moreover, the efficacy of USH application is
restricted by the requirement of an extended processing time of up to 15-30 minutes,
thereby hindering its industrial applicability. In contrast, the MTS system has reduced
the processing time from 15.9 minutes to 1.4 minutes, providing similar results with a
more moderate temperature application. This makes it a more feasible and efficient
alternative to thermal modification approaches.

Chemical modification of proteins can be achieved through various techniques
(phosphorylation, Acylation, pH-shifting, etc.), which pH shifting stands out as a
straightforward and safe approach among these techniques. Extensive studies have
shown that polypeptide structures of proteins can be altered by exposing them to highly
acidic or alkaline pH treatments (pH 1.5-3.5 or pH 10-12). The rationale behind this
is that the polypeptide chains of proteins unfold at extreme pH levels and subsequently
refold and rearrange when the pH is adjusted to 7.0. The pH shifting process induces
partial denaturation, resulting in tertiary structure losses, side chain interactions, and
the release of sulfhydryl and hydrophobic nuclei, leading to the formation of "molten
globules.” To enhance the modification of proteins, researchers often combine the pH
shifting technique with thermal or non-thermal technologies. One such non-thermal
technique is high-pressure homogenization (HPH), which has gained popularity in the
food industry and among researchers for its ability to modify the molecular structure,
functionality, and physicochemical properties of proteins. HPH operates on the
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principle of subjecting a suspension to high pressure, causing it to flow continuously
through a narrow valve, resulting in high turbulence, shear stress, cavitation, and a rise
in temperature.

The optimal parameters for the MTS process were determined to be 50°C, 200 kPa,
and 90 s, based on the highest solubility and the lowest particle size. The solubility of
pH12MTS isolate increased by 52% compared to untreated HSP. Furthermore, the
emulsion activity and stability of pH12MTS isolate exhibited the highest values with
2.11- and 2.15-fold increases, respectively, compared to HSP. The particle size
decreased from 365.87 nm to 112.67 nm following pH12MTS treatment. The zeta
potential, free SH group content, and fluorescence intensity of the modified isolates
increased due to the combined effects of cavitation forces and pH shifting treatments,
providing evidence of tertiary structural changes. After the applied modification
processes, a change in the secondary structure of HSP was observed, which was
evidenced by the decrease of a-helix forms and the increase of random coil forms as a
result of FTIR and CD data. The secondary structural distribution of the HSP sample
was found to be 4.5% oa-helix, 37.9% B-sheet, 14.7% B-turn, and 42.9% random coil.
As a general trend, the ratio of a-helix and -sheet decreased, while the ratio of B-turn
and random coil increased in the secondary structure composition of all treated
samples. The change in secondary structure indicated that the possibility of a reversal
from o-helix and B-sheet to B-turn and random coil. After the modification
applications, the FImax value of HSP increased from 13768 Au to 43268 Au for
pH12MTS. The pH12MTS isolate demonstrated the highest fluorescence intensity
compared to the other isolates, followed by the fluorescence intensity values of HPH,
MTS, pH12HPH, and pH12 isolates, respectively. While the Amax value was
approximately 334 nm for untreated HSP, all modified isolates exhibited shifts
towards longer wavelengths (336 nm). These shifts towards longer wavelengths are
known as bathochromic shifts or redshifts. The bathochromic shift is caused by the
surface orientation of the tryptophan embedded in the interior of the protein and the
increase in polarity in the liquid medium. In addition, all applications changed the
thermal behavior of the isolates and the proportional distribution of the crystal
structure, causing the modified HSP to exhibit more irregular forms. After the
modification processes, the digestibility of HSP increased from 84.23% to 95.46%
after pH12MTS treatment.

In summary, this PhD thesis has established that various non-thermal and chemical
modification techniques can significantly enhance the technological properties of
hemp seed protein. The study has highlighted that optimal process parameters are
critical for obtaining the desired functional properties. Compared to the conventional
USH process, the MTS method provided a more effective modification with a shorter
processing time. The modified hemp seed proteins exhibit potential as multi-functional
food ingredients, offering desirable techno-functional properties for food products.
Additionally, the USH, HPH, and MTS technologies employed in this research can be
applied to obtain functionalized, value-added protein ingredients, encapsulation, and
biopolymer packaging materials.
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1. GIRIS

Proteinler, beslenme degerinin yani sira sahip olduklari fonksiyonel 6zellikleri
sayesinde gida iirlinlerinde ve proseslerinde genis kullanim alanina sahip ¢ok
fonksiyonlu gida bilesenleridir. Gidalarda proteinlerin bilesen olarak kullanimlari;
emiilsiyon, jel, kopilik olusturma, su, yag/aroma baglama ve vizkozite artirma gibi
tekno-fonksiyonel 6zellikleriyle yakindan iliskilidir. Ozellikle emiilsiyon tipi islenmis
gidalarda tekstiir ve emiilsiyon stabilitesi 0lduk¢a dnemli parametreler olup, proteinler
bu ozelliklerin iiriine kazandirilmasinda aktif rollere sahiptirler (Phillips, 2013).
Giliniimiizde hayvansal proteinler, bitkisel proteinlere gore fonksiyonel agidan {istiin
ozellikler gosterse de ekonomik, etnik ve dini nedenlere ek olarak tiiketicilerin saglikli
beslenme ve vejetaryenlige olan ilgisinin artigi bitkisel protein talebini ve dolayisiyla

bu konuda yapilan arastirmalari hizlandirmistir (Alu’datt ve ark., 2013).

Kenevir; lifi ve yag1 i¢in uzun yillardan beri iiretilen tek yillik tibbi bir bitkidir.
Temelde iki ayn tiirii olan kenevirin, Cannabis sativa L. (C. sativa L.) tiirti disiik
uyusturucu etken maddesi, d-9-tetrahidrokannabinol (THC), igerigine (%0,3) sahip
olan endiistriyel ¢esididir (Schluttenhofer ve Yuan 2017). Kenevir lifinin kullanimina
kagit, biyobozunur plastik, tekstil ve yakit endiistrilerinde artan talep ile ortaya atik
olarak c¢ikan ve cok degerli bilesenleri barindiran kenevir tohumu miktar1 da
artmaktadir. Kenevir tohumlari yapisinda yiiksek kalitede protein (%20-25) ve yag
(%30-35) ihtiva eden miikemmel bir besin kaynagidir (Callaway, 2004). Kenevir yag1
ekstraksiyonu sonrasi tohumlardan geriye kalan kiispede yaklasik %55-60 oraninda
protein bulunmaktadir (Tang ve ark., 2006). Kenevir tohum proteinini (KTP) yumurta
beyazi ve soya proteini ile kiyaslayan ¢alismalarda kenevir proteininin besinsel degeri
ve sindirilebilirlik agisindan bu proteinlere alternatif bir gida katki maddesi oldugu
ortaya koyulmustur (Callaway, 2004; Wang ve ark., 2019). Kenevir tohumu besleyici
degerinin yani sira kan basicini ve kolesterolii diisiirme gibi pozitif saglik etkileri de
gostermektedir (Oomah ve ark.,, 2002). Ayrica, KTP’nin antioksidan aktivite,
anjiyotensin (Teh ve ark., 2016), dipeptil peptidaz IV (Nongonierma ve FitzGerald,



2015) ve a-glukosidaz enzim inhibisyonu (Ren ve ark., 2016) aktivitelerine sahip

oldugu rapor edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda, KTP’nin emiilsifikasyon, kopiik ve film olusturma gibi tekno-
fonksiyonel birgok 6zelliginin oldugu saptanmistir (Malomo ve Aluko., 2015; Tang ve
ark., 2006; Yin ve ark., 2008). KTP’nin sayisiz gida friinii formiilasyonunda
kullanimina ve sahip oldugu fonksiyonel 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina 6zellikle notr
ve altindaki pH degerlerindeki diisiik ¢6ziinebilirligi engel teskil etmektedir (Tang ve
ark., 2006; Yin ve ark., 2008; Wang ve ark., 2019). KTP’nin diisiik ¢6ziinebilirliginin
altinda yatan neden igerigindeki 6 alt iiniteden olusan (hekzamer) globiiler edestin
proteininin (%60-80) kompakt yapisi ve yiiksek oranda igerdigi metiyonin ve sistein
amino asitlerinin molekiiller aras1 kovalent disiilfit baglar olusturarak birbiri ile
kolayca agrege olma egilimidir (Tang ve ark., 2006). KTP’nin bu problemini ¢6zmeye
yonelik cesitli bilimsel calismalar yapilmistir. Ornegin; arastirmacilar enzimatik
hidroliz ve agilleme reaksiyonlar1 (Yin ve ark., 2008), sicaklik uygulamasi (Raikos ve
ark., 2014) ve pH degistirme-1s1 kombinasyonu (Wang ve ark., 2018a) gibi 1s1l ve
kimyasal uygulamalarla kenevir proteinlerinin bu handikabini elemine etmeye
calismiglardir. Bu c¢alismalardan pH degistirme-1s1 kombinasyonunda %20 olan
kenevir tohum proteininin ¢oziiniirliigiiniin %97 ye ulastigi saptanmistir. Ancak, bu
caligmada 80°C’nin istiindeki sicaklik uygulamasi protein yapisinda lisinoalainin
(LAL) olarak bilinen toksik bir bilesigi ortaya ¢ikarmis ve ayrica bazi amino asitlerin
miktarinda 6nemli derecede azalmalar meydana getirmistir (Wang ve ark., 2018a).
Enzimatik hidroliz ile KTP’nin modifikasyonunda ise kullanilan tripsin enzimi
proteinin ¢oziinebilirligini artirirken; emiilsiyon ve kopiik olusturma kapasitesini

distirmistiir (Yin ve ark., 2008).

Besinsel bilesiminin zenginligine ek olarak birgok fonksiyonel ve biyoaktif 6zelligi
biinyesinde barindiran, proseste atik olarak goriilen kenevir tohum proteinlerine uygun
modifikasyon yoOntemleri hala yeterince aydinlatilamamistir. Bu doktora tez
calismasinda, 1sil olmayan tii¢ teknoloji (ultrases homojenizasyonu, yiiksek basing
homojenizasyon ve manotermosonikasyon) temel alinarak KTP’nin yapisinda
meydana gelen degisimler incelenmistir. Ayni1 zamanda bu 1s1l olmayan teknikler
kimyasal yontemle de (pH degistirme) birlestirilerek bu kombine uygulamalarin

protein modifikasyonu iizerindeki etkinligi incelenmistir.



Bu doktora tez ¢caligsmasinin hipotezleri asagidaki gibi siralanabilir:

Vi.

Ultrases homojenizasyon (USH) uygulama parametreleri KTP’de istenen
modifikasyonu elde etmek i¢in kritik olabilir. Uygun modellerle KTP’de
istenen fizikokimyasal ve fonksiyonel degisimler saglanabilir.

USH uygulamasi, KTP’nin birincil, ikincil, tiglinciil ve dordiinciil yapisinda
degisim ortaya koyabilir. Bu degisimler KTP nin protein-protein agregasyon
egilimini azaltarak c¢oziiniirlilk basta olmak {lizere fonksiyonel ozellikleri
gelistirebilir.

USH uygulanan KTP’nin fonksiyonel ozelliklerindeki  degisimler
fizikokimyasal 6zellikleriyle dogrudan iligkili olabilir.

Manotermosonikasyon (MTS) uygulama parametreleri KTP’de istenen
degisimi elde etmek i¢in dnemli olabilir.

Yiiksek basing homojenizasyon (YBH) ve MTS uygulamalar1 KTP’nin
makroagregat  yapisinda  kavitasyonel  kuvvetlerin  etkisiyle gesitli
modifikasyonlar ortaya koyabilir.

Kimyasal modifikasyon uygulamas: (pH degistirme) ile 1s1l olmayan
uygulamalarin kombinasyonu KTP’nin yapisini kavitasyonel etkilere hassas

hale getirebilir.






2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkisel Proteinler

Sanayilesme ve kiiresel niifustaki dikkat c¢ekici artis, siirdiiriilebilir nitelikteki gida
kaynaklarma olan talebi ortaya ¢ikarmistir. Ayrica niifus ve tiiketicilerin beslenme
aligkanliklarindaki degisimlerin etkisiyle diyetteki protein ihtiyacinin o6zellikle
yenilenebilir kaynaklardan saglanmasi giincel bir konu olmustur (Wen ve ark., 2019).
Bunun nedenleri su sekilde 6zetlenebilir: (i) Bitkisel kaynaklarin ¢evre dostu ve
stirdiiriilebilir olmasi; (ii) hayvansal proteinlerin uzun siireli kullaniminin yiiksek
tansiyon, obezite gibi saglik risklerine yol agmasi; (iii) tiiketicilerin vejetaryanlik
egilimi; (iv) bitkisel proteinlerin daha ¢esitli ve erisilebilir olmasi; (V) dini inanislar,
kiiltiirel etkiler ve prion vb. hayvansal hastaliklardan kaginma istegidir (Henchion ve
ark., 2017).

Hayvansal proteinler, 6rnegin siit, yumurta ve et proteinleri, geleneksel ve islenmis
gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hayvansal proteinlerin besinsel acgidan
bitkisel proteinlere kiyasla bir¢ok avantaji olmasina ragmen, olumsuz gevresel etkileri
ve sinirl kaynak mevcudiyeti yadsinamaz bir problem teskil etmektedir. Bu nedenle,
hayvansal proteinlere alternatif protein kaynaklarinin gelistirilerek bu problemin
tistesinden gelmek icin yenilebilir nitelikteki kaynaklarin ve siirdiiriilebilir tiretim

uygulamalarinin benimsenmesi gerekmektedir (Wen ve ark., 2019).

Diinyada bitkisel protein pazar1 10,5 milyar dolarlik hacme sahip olmakla birlikte bu
pazarin Oniimiizdeki 5 yilda %6,6 biiylime gosterecegi tahmin edilmektedir
(Grandview Research, 2022). Bitkisel protein pazarinda baskin olan soya proteinine
yonelik genetik modifikasyon endisesi, farkli ve daha fonksiyonel protein kaynaklar
tizerinde caligmalarin yogunlagsmasini tesvik etmektedir. Bitkisel proteinlere artan
talep meyve, sebze, tahil ve cesitli endiistriyel-tarimsal atiklarinin ticari protein
kaynag1 olarak degerlendirilmesinde bir yaris ortaya ¢ikarmistir (Wen ve ark., 2019).

Gida endiistrisi atiklar1 Onceleri g¢evresel problem olarak goriiliirken, giiniimiiz



aragtirmalar1 gida atiklarinin degerli bilesenlerin kaynagi ve ilag etken maddesi olarak
degerlendirilmesi konusunda hizli bir ivme kazanmistir (Galanakis, 2012). Protein,
diyet lifi ve biyoaktif bilesenlerce zengin olan endiistriyel atiklarin insan veya hayvan
gidast olarak tiiketilmesinin saglik tizerine olumlu etkilerinin yani sira ¢evresel geri
doniisiim ve gida sisteminin siirdiiriilebilirligine olan katkisi da asikardir (Oreopoulou
ve Russ, 2007). Ozellikle yag endiistrisinde solvent veya mekaniksel ekstraksiyon
yontemleri sonrasi, kabuk, c¢ekirdek, kiispe ve yag tortusu olmak {iizere Snemli
miktarda tarimsal isleme atig1 ortaya ¢ikmaktadir. Yag uzaklastirma islemi sonrasi
kiispe, c¢eside bagl olarak %35-60 arasinda protein i¢ermektedir. Yag endiistrisi
atiklarindan elde edilen proteinlerin diisitk maliyetli gida bileseni olarak veya istenilen
fonksiyonel 6zelliklerin saglanmasinda gida katki maddesi olarak kullanim potansiyeli
bulunmaktadir (Moure ve ark., 2006). Tarimsal isleme atiklarinin depolanmasi ve
nakliyesinde yasanan ekonomik kisitlar nedeniyle bu iiriinler ¢cogunlukla hayvansal
yem veya giibre olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle hem besinsel hem de teknolojik
acidan degerli bu atiklarin verimli, ucuz ve ¢evresel agidan giivenli sekilde tekrar
degerlendirilmesi siirdiiriilebilirlik ve endiistriyel karlilik ag¢isindan Onem arz
etmektedir (Lowe ve Evans, 1995). Tarimsal isleme atiklariin fonksiyonel protein
kaynag1 olarak kullanildig1 cesitli aligmalar literatiirde mevcuttur. Ornegin; Gul ve
ark. (2018) findik yagi isleme proses atiklarindan ekstrakt ettikleri proteinlerin
fonksiyonel 6zelliklerini incelemislerdir. Benzer sekilde aygicek yagi kiispesi (Malik
ve ark., 2017); perilla kiispesi (Zhu ve Fu, 2012); kanola kiispesinden (Manamperi ve
ark., 2011) elde edilen proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri ve gida katki maddesi olarak
kullanim potansiyelleri arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Bu c¢aligsmalar
sonucunda emiilsifikasyon, kopilirme, su baglama, yag baglama vb. birgok fonksiyonel
Ozelligi bilinyesinde barindiran bitkisel proteinlerin hayvansal proteinlere alternatif

teknolojik potansiyele sahip olabilecegi ortaya koyulmustur.

2.2, Endiistriyel Kenevir

Kenevir; lifi ve yagi icin uzun yillardan beri iiretilen tek yillik tibbi bir bitkidir.
Kenevir bitkisi Cin’de yaklasik 4500 yil 6nce yetistirilmeye baslanmis olup, liflerinin
kullanildigin1 gosteren kayitlar, Neolitik devirlere kadar ulagmaktadir. M.O. 700-

800’lii yillarda Anadolu’da kenevir liflerinin bulundugunu gosteren kayitlar



mevcuttur. Kenevir tilkemizde kendir ve getene olarak da adlandirilmaktadir (Giil,
2008). Temelde iki ayri tiirii olan kenevirin, C. sativa L. tiri disik d-9-
tetrahidrokannabinol (THC) igerigine (%0,3) sahiptir (Schluttenhofer ve Yuan 2017).

Tirkiye’de "2313 Sayili Uyusturucu Maddelerin Murakabesi Hakkinda Kanun"da
1990 yilinda yapilan degisiklikle endistriyel dneme sahip diisiik THC orani (%0,3)
olan Cannabis sativa L. tiirii kenevirlerin lif, tohum, sap ve benzeri amaglarla ekimi
bakanlik iznine tabi tutulmustur. Glincel olarak 2016 yilinda yiiriirliige konulan
yonetmelik geregince Tiirkiye’de kenevir tarimina toplamda 20 ilde destek
verilmektedir. Bu iller; Amasya, Antalya, Bartin, Burdur, Corum, Izmir, Karabiik,
Kastamonu, Kayseri, Kiitahya, Malatya, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Tokat, Usak,
Yozgat, Zonguldak ve Sivas’tir. Ulkemizde 2018 yili TUIK verilerine gore 590 hektar
(ha) kenevir ekim alaninda 7 ton lif ve 3 ton tohum iiretilmektedir (TUIK, 2022).
Ulkemizdeki kenevir ekim alanlar1 Avrupa’ya kiyasla oldukga azdir. Ozellikle Cin 30
bin ha ekim alani ile kenevir tariminda lider konumdadir. Bunun haricinde Kanada,
Sili, Kuzey Kore ve Fransa dnemli kenevir {ireticileridir. Ticari ve arastirma amacl
kenevir tarimi en az 47 iilkede yapilmaktadir (Schluttenhofer ve Yuan 2017). Ozellikle
2011 yilindan beri Diinya capinda kenevir ekim alanlar1 biiyiik artis gostermistir.
Gliniimiizde ilag, kagit, yakit ve kumas tiretimlerini de i¢ine alan 3 binin iistiinde
tirlinde kullanilan kenevir, kiiresel pazarda yillik 4 milyar dolarlik bir degere sahiptir.
“Grand View” raporuna gore 2025 yilinda kenevir ve kenevir liriinlerinin toplam
piyasa degerinin 11 milyar dolara ¢ikmasi beklenmektedir (Grandview Research,
2022). Kenevirin kagit, biyobozunur plastik, tekstil ve yakit endiistrilerinde
kullanilmasiyla piyasada artan talep ortaya ¢ok degerli bilesenleri barindiran kenevir

tohumu miktarini da artirmaktadir.

2.3. Endiistriyel Kenevir Tohum Ozellikleri

Botanik ag¢idan, kenevir tohumu C. sativa L. meyveleridir. Tohum ¢aplar1 3,0 ila 5,0
mm arasinda degismekte, yuvarlak sekilli, koyu kirmizi-kahverengi bir renge sahiptir.
Her tohum, ince iki tabakali perikarp (dis tiip hiicreli tabaka ve i¢ silingerimsi
parankima hiicreli tabaka), bir endosperm ve i¢ kisminda iki kotiledon ile kaplidir
(Leonard ve ark., 2020). Kenevir tohumu binlerce yildan beri kullanilan mitkemmel

bir besin kaynagidir. Yapisinda %20-25 oraninda yiiksek kalitede protein, %30-36



oraninda yag, %3040 lif ve %6-7 nem ihtiva etmektedir (Tablo 2.1) (Callaway,
2004).

Tablo 2.1. Kenevir tohumunun kimyasal bilesimi (%) (Callaway, 2004).

Bilesen Kenevir tohumu Kenevir tohum kiispesi
Yag (%) 35,5 11,1

Protein (%) 24.8 33,5
Karbonhidrat (%) 27,6 42,6

Nem (%) 6,5 5,6

Kiil (%) 5,6 7,2

Toplam diyet lif (%) 27,6 42,6
Cozundir lif (%) 54 16,4
Cozunmeyen lif (%) 22,2 26,2

Enerji (kJ/100 g) 2200 1700

Kenevir tohumu yagi 2 temel ¢oklu doymamis yag asidini miikemmel oran sayilan 3:1
(Omega 6: Omega 3) oraninda igermesiyle insan beslenmesinde 6nemli bir role
sahiptir (Oomah ve ark., 2002). Ayn1 zamanda hidroksisinamik ve lignanamid gibi

polifenoller agisindan zengindir (Chen ve ark., 2013).

2.4. Endiistriyel Kenevir Tohum Proteininin Ozellikleri

Kenevir tohumu, bir¢ok gidada az miktarda bulunan esansiyel amino asitlerden sistein
ve metiyonin amino asitlerini yiiksek oranda igermektedir. Ayni zamanda viicutta pek
cok fizyolojik fonksiyonda etkili olan arjinin ve glutamik asit igerigi yiiksektir (Tang
ve ark., 2006). Kenevir tohum proteini (KTP), dengeli bir amino asit profiline sahiptir.
KTP, FAO/WHO’nun 2-5 yas arasi ¢ocuklar i¢in tavsiye ettigi esansiyel amino
asitlerin biiyiik ¢ogunlugunu igermektedir. Silfiirce zengin olan KTP 6zellikle soya
fasulyesi, bezelye gibi baklagil proteinlerine kiyasla iyi bir tiyol kaynagidir (Wang ve
Xiong, 2019). Tablo 2.2°de kenevir tohum fraksiyonlarinin ve proteinlerinin amino

asit dagilimlari (%) verilmistir (Leonard ve ark., 2020).



Tablo 2.2. Kenevir tohumunun farkli fraksiyonlarinin ve proteininin amino asit igerigi
(%) (Leonard ve ark., 2020).

Kenevir tohum fraksiyonlari Kenevir tohum

Amino asit Kenevir Kenevir brotein
(%) Biitiin Kabuksuz tohum tohum Albumin Globulin
tohum tohum kiispesi kabugu
Alanin 0,96+0,09 1,52+0,14 1,61+032 040+0,17 3,91 2,84
Arjinin 228+026 4,55+045 391+0,89 0,94+080 12,82 16,12
Asparajin 2,39+0,18 3,66+0,37 3,66+0,67 090+0,35 7,93 9,47
Sistin 0,41+0,06 0,65+0,07 0,70+0,15 0,18 +0,06 3,20 3,32
Glutamik asit 3,74 +£0,30 6,23+0,77 6,03+1,24 1,19+ 0,62 20,37 21,48
Glisin 1,06 £0,10 1,61+0,15 1,66 0,35 041+0,16 8,26 4,10
Histidin 0,55+0,06 097+0,11 093+0,19 0,25+0,15 3,68 3,87
Isolosin 0,80+0,11 1,29+0,35 1,45+0,23 0,39+0,14 2,02 2,86
Losin 1,49+0,16 2,14+0,28 235+045 0,71+0,27 4,05 5,57
Lisin 0,86+0,09 1,26+0,05 132+0,27 0,33+£0,16 7,37 3,69
Metiyonin 0,56+0,08 094+0,12 0,88+0,25 0,18+0,12 1,74 4,07
Fenilalanin 1,03+0,16 1,43+0,30 1,62+0,30 0,53 +0,09 1,32 3,27
Prolin 0,90+0,10 1,62+0,41 1,59+0,32 0,69+0,48 3,82 3,87
Serin 1,19+0,17 1,70+£0,17 1,73+£0,32 0,42+0,16 512 5,73
Treonin 1,01 £0,22 1,27+0,11 1,35+0,23 0,36 £0,13 4,63 2,60
Triptofan 0,23+0,06 0,38+0,07 0,39+0,10 0,06+0,04 0,16 0,34
Tirozin 0,68+0,11 128+022 1,15+028 0,40+0,07 2,02 3,41
Valin 1,14+0,14 1,78+0,19 191+£0,30 0,60+0,31 2,90 3,41

Diyetteki proteinin sindirilebilirligi, sindirim enzimlerinin proteine erisebilirligini
etkilemesi nedeniyle proteinin molekiiler yapisi ve diger bilesenlerle etkilesimi gibi
cesitli faktorlere baglidir. Soya (%71 sindirilebilirlik) ve benzeri diger bitkisel protein
kaynaklarimin diisiik sindirilebilirligine ragmen KTP viicutta yiiksek oranda (%88-91)
sindirilebilmektedir (Wang ve ark., 2019).

KTP’nin yapist globulin (edestin; %60-80) ve albiimin (%25) protein
fraksiyonlarindan olugmaktadir. Edestin fraksiyonu disiilfit bagi ile baglanmis asidik
ve bazik 6 alt iiniteden olusmaktadir (Tang ve ark., 2006). Edestinin molekiil agirligi
yaklagik olarak 300 kDa’dur ve yapisindaki arjinin ve metiyonin amino asitlerinin
miktar1 yiiksektir (Wang ve ark., 2019). Albiimin fraksiyonu ise daha az disiilfit bag
igerigiyle globuline kiyasla daha esnek bir yap1 gosterir. Malomo ve Aluko (2015)

alblimin ve globulin fraksiyonlarinin fonksiyonel 6zelliklerini kiyasladiklar



caligmalarinda, alblimin fraksiyonunun daha yiiksek ¢oOziinebilirlik ve kopiik
olusturma ozelligi gosterdigini rapor etmislerdir. KTP’nin diisiik ¢6ziinebilirliginin
igerigindeki 6 alt iliniteden olusan (hekzamer) globiiler yapidaki edestin proteininin
(%60-80) ve yiiksek oranda igerdigi metiyonin ve sistein amino asitlerinin molekiiller
aras1 kovalent disiilfit baglar olusturarak birbiri ile agrege olmasindan kaynaklandigi
rapor edilmistir (Tang ve ark., 2006). KTP diisiik alerjen gida maddesi olarak
bilinmektedir. Bu konuda Mamone ve ark. (2019) kenevir tohumunun yapisinda yer
alan taumin benzeri protein ve lipit transfer proteinleri gibi alerjen maddelerin protein
izolati elde etme asamasinda elemine olarak elde edilen protein izolatinda

bulunmadigini tespit etmislerdir.

2.4.1. Endiistriyel kenevir tohum proteininin gida uygulamalari

Kenevir tohum ve proteinlerinin gida formiilasyonlarinda {iriiniin 6zelliklerini
gelistirmek veya tirline yeni fonksiyonel 6zellikler kazandirmak i¢in kullanimi {izerine
calismalar yapilmistir. Ornegin, Mikulec ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada,
kenevir unu ile hazirlanan ekmeklerde bugday unu ile hazirlanan kontrol ekmeklerine
kiyasla antioksidan aktivitenin arttigi, HMF, furfural ve aldehit igeriginin ise azaldigi
rapor edilmistir. Arastirmacilar elde edilen kenevir unu ilaveli ekmeklerin hacminde
ve organoleptik Ozelliklerinde diisiis gozlemlemislerdir. Bugday ununa eklenecek
kenevir unu orani en fazla %30 olarak rapor edilmistir Kenevir tohum ve proteinlerinin
et trlinlerinde kullanimini arastiran bir ¢alismada ise, domuz etlerine kabuklu ve
kabuksuz kenevir tohumu, kenevir proteini ve ayrica kenevir unu (%5 oraninda) ilave
edilmistir. Elde edilen et tiriinlerinde kenevir tiirevi ilavesi yapilmayan et {iriinlerine
kiyasla daha sert, yiiksek lif, mineral ve ¢oklu doymamus yag asidi igerigi olan iirtinler
elde edilmistir. Ayn1 zamanda kenevir tiirevleri eklenen et iirlinlerinde mikrobiyal
acidan fark goriilmezken, tiiketiciler oOzellikle kabuksuz kenevir tohumlarmin
eklendigi et tiriiniinii hi¢bir ilave yapilmayan kontrol et 6rnegine kiyasla daha kabul

edilebilir bulmuslardir (Zajac ve ark., 2019).

Fonksiyonel iiriinlere artan talebin sonucunda bircok biyoaktif 6zelligi bulunan
kenevir tohumlarindan bitkisel temelli fermente yenilik¢i triinler gelistirilmistir.
Kenevir siitlerine Lactobacillus casei subsp. rhamnosus eklendigi bir ¢alismada

probiyotik bakteri sayis1 fermentasyon sonrasi 2 logaritmik birim artig gostermistir. 21
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giinliik raf 6mrii siirecinde, probiyotik bakteri sayist 10,92 log (kob/mL)’dan 7,35 log
(kob/mL)’e azalis gosterirken minimum 6 log olan terapétik etki seviyesi korunmustur
(Szparaga ve ark., 2019). Benzer sekilde kenevir siitlerinin Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum ve Bifidobacterium bifidum probiyotik bakterileri ile
fermentasyonu sonucu elde edilen bitkisel siit iirlinlinde hayvansal siit tiriinlerine
kiyasla uzun siireli bakteri canliligini muhafaza eden, daha yiiksek antioksidan,
doymamis yag asidi ve biyoaktif bilesen iceren yenilik¢i iiriinler elde edilmistir

(Nissen ve ark., 2020).

2.4.2. Endiistriyel kenevir tohum proteininin saghk uygulamalar

Ilag etken maddesi niteligindeki bilesenlerin dogal ve siirdiiriilebilir kaynaklardan
saglanmast gelecegin ila¢ ve gida bileseni liretim endiistrisinde biiylik Onem
tagimaktadir. Kenevir tohumu besleyici degerinin yani sira kan basmcint ve
kolesterolii diisiirme potansiyeliyle pozitif saglik etkisi gostermektedir (Oomah ve
ark., 2002). KTP’nin antioksidan aktivite ve anjiyotensin enzim (Teh ve ark., 2016),
dipeptil peptidaz IV (Nongonierma ve FitzGerald, 2015) ve a-glukosidaz enzim
inhibisyon (Ren ve ark., 2016) aktivitelerine sahip oldugu yapilan giincel ¢alismalarda
ortaya koyulmustur. Tablo 2.3’te KTP’den elde edilen peptitlerin biyolojik aktivesi

verilmistir.

Tablo 2.3. Kenevir proteininden elde edilen peptitlerin biyolojik aktivitesi.

Biyoaktivitesi Referans

Anjiyotensin enzim inhibisyonu (ACE) Teh ve ark. (2016)

Renin inhibisyonu Girgih ve ark., (2014)

Tansiyon disiirticii etki Girgih ve ark., (2014)

Agcilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu Malomo ve Aluko, (2016)

Antioksidan Teh ve ark. (2016), Hadnadev ve ark., 2018
Metal baglama Wang ve Xiong (2018)

Hiicre biiylimesi Lu ve ark. (2010)

Hipokolestrol etkisi Zanoni ve ark. (2017)

a-glukosidaz inhibisyonu Ren ve ark. (2016)
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2.4.3. Endiistriyel kenevir tohum proteininin modifikasyonu

KTP kompakt yapis1 nedeniyle genellikle sinirli fonksiyonel 6zellige ve endiistriyel
uygulama alanina sahiptir. Bu nedenle, arastirmacilar tarafindan KTP’nin fonksiyonel
ozelliklerini gelistirmek icin 1s1l islem, enzimatik hidroliz, acilasyon ve pH degistirme

gibi bircok fiziksel, kimyasal ve enzimatik uygulamalar iizerinde calisilmistir. Bu

calismalar ile ilgili detayl1 bilgiler Tablo 2.4’te listelenmistir.

Tablo 2.4. Kenevir tohum proteinin modifikasyonu {izerine yapilan ¢aligsmalar.

Uygulama Sonug Kaynak
Sicaklik
95°C 10 dk. Coztnebilirlik azalmistir. Emiilsiyon aktivite ve Yin ve ark. (2008)
stabilite indeksleri artmigtir. Kopiik aktivitesi
degismezken stabilitesi artmistir. Su baglama
kapasitesi artarken yag baglama kapasitesi
azalmustir.
40-100°C 10  80°C wve istii sicakliklarda agregat olusumu Raikos ve  ark.
dk. gbzlenmistir. (2014)
80°C 60 dk. Coziinebilirlik artmastir. Wang ve ark.
(2018a)
Enzimatik
hidroliz
Tripsin enzimi Cozunebilirlik artmustir. Su ve yag baglama Yin ve ark. (2008)
kapasitesi azalmistir. Emiilsiyon aktivitesi notr ve
asidik pH’da azalmigtir. Emiilsiyon stabilite
indeksi notr pH haricinde artmustir.
Alkalaz, Kopiik kapasitesi ve stabilitesi azalmigtir. Jellesme  Isinguzo, (2011)
pepsin, iizerinde olumsuz etki gostermistir.
termolisin
Acilasyon/ Cozunebilirligi artmistir. Notr pH’da emiilsiyon  Yin ve ark. (2009)
Siiksinilasyon aktivite indeksi artmistir.
pH12 + Cozunirlik, yiizey hidrofobisitesi, emiilsiyon Wang ve  ark.
Sicaklik aktivite indeksi artmistir. Lisinoalanin toksik (2018b)
uygulamasi maddesi miktar1 50°C’ye kadar ¢ok degismezken,

bu degerin iistiinde oldukga artmustir.
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2.5. Proteinlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri “isleme, depolama, pisirme ve tiiketim sirasinda
gida sistemlerindeki davranisimi etkileyen fiziksel ve kimyasal ozellikler” olarak
tanimlanmaktadir. Gidalardaki proteinlerin fonksiyonel davranisini etkileyen fiziko-
kimyasal ozellikler arasinda boyut, sekil, amino asit bilesimi/dizisi, net yik, yiik
dagilimi, hidrofobiklik, hidrofiliklik, molekiiler yapisi (ikincil, tiglinciil ve dordiinctil),
dis faktorlerdeki degisime karsi molekiiler esnekligi ve diger gida bilesenleri ile
etkilesimi sayilabilir (Damodaran, 1994). Gidalarda proteinlerin bilesen olarak
kullanimlari; emiilsifikasyon, jel olusturma, kopiik olusturma, su ve yag baglama,
vizkozite artirma gibi fonksiyonel 6zellikleriyle yakindan iliskilidir (Phillips, 2013).
Kazein miselleri ve soya proteinlerinin piht1 olusturma 6zellikleri, yumurta akinin
kopiirme ve ¢irpma 6zellikleri, et proteinlerinin su baglama, emiilsifiye etme ve doku
olusturma davranisi peynir, siit iiriinleri, et iirtinleri, firincilik tirtinleri, dondurma vb.
bircok gida iiriiniinde 6nemlidir (Damodaran, 1994). Ozellikle emiilsiyon tipi islenmis
gidalarda tekstiir ve emiilsiyon stabilitesi gok dnemli parametreler olup, proteinler bu

ozelliklerin iiriine kazandirilmasinda aktif rollere sahiptirler (Phillips, 2013).

Gidalarin duyusal kalitesine katkida bulunan bir proteinin fonksiyonel roli, tek bir
fizikokimyasal Ozellikten kaynaklanmamaktadir; ¢oklu oOzelliklerin karmagik bir
etkilesiminin sonucudur. Ornegin, yumurta aki kopiirtme, emiilsiyonlastirma ve
baglama gibi bir¢ok isleve sahiptir. Bu durum yumurta akini bir¢cok gida
uygulamasinda arzu edilen protein haline getirir. Bir proteinin gida sisteminde yiiksek
performans gostermesi igin birden fazla islevsellige sahip olmasi beklenmektedir
(Damodaran, 1994). Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri 3 temel kategoriye ayrilabilir.

Bunlar;

1. Hidratasyon ozellikleri (¢6ziinebilirlik, su ve yag baglama)
2. Yap1 ve reoloji ozellikleri (vizkozite, jellesme)

3. Yiizey ozellikleri (emiilsifikasyon, kopiik olusturma) (Moure ve ark., 2006)

Gidalarda proteinlerin sahip oldugu fonksiyonel 6zellikleri, kullanildiklar1 gidalar ve
yaygin olarak kullanilan protein cesitleri Tablo 2.5’te listelenmistir (Damodaran,

1994).
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Tablo 2.5. Gidalarda proteinlerin fonksiyonel rolii (Damodaran, 1994).

Fonksiyon Mekanizma Gida Protein
- . Peynir alt
Coziinebilirlik Hidrofilik Igecekler y . L suyd
proteini
Hidroj o] . Kas proteini,
Su baglama . ldr.o Jen baglama, Sosis, kek, ekmek as prote .
iyonik hidratasyon yumurta proteni
Hidrofobik Yumurta proteni,
. o Az yagl firmeilik . .p.
Yag baglama etkilesim ve o slit proteini, tahil
tiriinleri ve donat .
hapsetme proteini
Su baglama, Corba, salata sosu
Vizkozite hidrodinamik boyut ’ > Jelatin
. tatli, sos
ve sekil
. Et, jel, kek, Kas proteini,
Su hapsetme, ag e . -
Jel olusturma firincilik iiriinleri, yumurta proteni, siit
olusumu . ..
peynir proteini
Adsorpsiyon ve . Kas proteini,
Emiilsifikasyon lize (Fi)e i/ilm Sosis, Bologna, umﬁrta roteni, siit
M yuzey corba, kek, sos yumurta p ’
olusumu proteini
Yiizey

Yumurta proteni,
stit proteini

Kremsanti,

adsorpsiyonu ve dondurma, kek, tath

film olusturma

Kopik olusturma

2.5.1. Coziinebilirlik

Proteinlerin ¢6ziinebilirligi, protein-protein ve protein-solvent etkilesimleri arasindaki
dengenin termodinamik karsiligidir. Coziiniirliik, protein yiizeyindeki hidrofobik ve
hidrofilik gruplarin i¢inde bulundugu solvent ile etkilesiminden kaynaklanan net
serbest enerji degisimi ile iliskilendirilmektedir. Diger bir deyisle, ¢ozliniirliik, protein
yiizeyinin fizikokimyasal dogasindan etkilenmektedir (2.1) (Damodaran, 1994; Hall,
1996).

Protein-Solvent <> Protein-Protein + Solvent-Solvent (2.1)

Proteinlerin ¢oziinebilirligi; kivam artirma, kopiik olusturma, emiilsifikasyon ve
jellesme gibi bir¢ok fonksiyonel 6zelligini etkilemektedir. Coziiniirliigii diisiik olan
proteinlerin gidalarda kullamlabilirligi kisithidir (Damodaran, 1994). Igeceklerde,
emiilsifiye triinlerde, firincilik {iriinlerinde, kopliklerde proteinin sahip oldugu
fonksiyonel 6zellikleri gosterebilmesi i¢in bulundugu ortamda ¢6ziinebilir formda
olmasi sarttir. Yiiksek c¢oziintirliik; az sayida hidrofobik grup varligi, yiiksek yiik ve
izoelektrik pH’in tistiinde ve altindaki pH’larda meydana gelen elektrostatik itme ve

iyonik hidrasyonun etkisinde saglanabilmektedir (Moure ve ark., 2006). Proteinler
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asidik ve bazik kosullarda yiiksek ¢oziinebilirlik gosterirken izoelektrik noktaya yakin
degerlerde (pH 4-6) proteinlerin ¢oziinebilirligi diismektedir (Boye ve ark., 2010).
Coziinebilirlik proteinlerin yiizey aktivitesinin bir sonucudur. Proteinlerin ylizey
aktivitesini belirleyen faktorlerden bazilar1 amino asit kompozisyonu, amino asit

dagilimi, molekiiler esneklik, sekil ve boyut olarak sayilabilir (Hall, 1996).

Notr pH’da KTP’nin ¢oziiniirligii genellikle zayiftir ve uygulanan santrifiijleme
kuvvetine ve ¢oziiniirliik metoduna bagli olarak ¢oziiniirliigli %8-38 arasinda degisir
(Hadnadev ve ark., 2018; Malomo ve Aluko, 2015; Tang ve ark., 2006). KTP’nin notr
pH’da sahip oldugu diisik c¢ozintrligi, edestinin agregasyon egilimi ile
iliskilendirilmistir. Yiiksek orandaki sistein ve metiyonin amino asitleri molekiiller
arasi disiilfit baglar1 olusturarak edestin proteinlerinin agregasyonunu artirmaktadir.
Albiimin fraksiyonunun (pH 3:%57, pH 8:%84) ¢oziiniirliigii, globulin fraksiyonundan
(pH 3: %20, pH 8: %50) 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir (Malomo ve Aluko, 2015).

2.5.2. Su baglama

Proteinlerin su baglama kapasitesi “proteinin grami basina baglayabildigi suyun
miktar1” olarak tanimlanan gida isleme uygulamalarinda 6nem tasiyan fonksiyonel bir
Ozelliktir. Su baglama kapasitesinin diisiik olmasi ozellikle depolama sirasinda
gidalarin kurumasina ve kirilgan bir yapiya sahip olmasina neden olmaktadir (Boye ve
ark., 2010). Gida uygulamalarinda, su baglama kapasitesi, suyu yer ¢ekimine kars1
tutma kabiliyeti ile ilgilidir ve bagli su, hidrodinamik su ve kilcal su gibi fiziksel olarak
tutulan suyu igerir. Proteinlerin su baglama kapasitesi amino asit profili, yukli
gruplarin sayisi, konformasyonu, hidrofobikligi, pH, sicaklik, iyonik gii¢ ve protein
konsantrasyonu ile yakindan iligkilidir (Moure ve ark., 2006). Gida islemede su
baglama kapasitesi 6zellikle et trlinlerinde gevreklik, tekstiir; firincilik tirtinlerinde

tazelik, yumusaklik gibi kalite parametrelerine etki etmektedir.

KTP’nin su baglama kapasitesi lizerine yapilan ¢alismada kenevir ununun ytiksek
protein icerigi nedeniyle bakla, karabugday, yesil bezelye ve bugdaydan hazirlanan
unlardan daha giiclii su baglama kapasitesine sahip oldugu ortaya koyulmustur (Raikos
ve ark., 2014) Ayni zamanda KTP’nin su baglama kapasitesi keten tohumu ve kanola
protein izolatlarindan daha yiiksek bulunmustur (Teh ve ark., 2014). Buna karsin soya

protein izolatinin su baglama kapasitesi KTP’den daha yiiksektir. Bunun nedeni olarak
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KTP’nin yapisindaki ice gomiilii apolar gruplarin varligi gosterilmistir (Tang ve ark.,
2006).

2.5.3. Yag baglama

Proteinlerin yag baglama kapasitesi “proteinin grami basina baglayabildigi yagin
miktar1” olarak tanimlanan gida isleme uygulamalarinda 6nem tasiyan bir 6zelliktir
(Damodaran, 1994). Yag ve protein arasindaki etkilesim, gidalarin tekstiir ve kalitesi
tizerinde etkilidir. Proteinin yag baglama 6zelligi emiilsifikasyon, aroma baglama ve
hamur olusturmada 6nem tasir. Proteinlerin partikiil boyutunun kiigiilmesi daha iyi yag
absorpsiyonu saglar. Yag baglama mekanizmasi oncelikle proteinin mikro yapisi ile
iligkilidir. Protein yapisinda apolar grup artis1 yag baglama 6zelligini artirir (Zayas,
1997).

KTP’nin yag baglama kapasitesi, sahip oldugu hidrofobik gruplar ve molekiiler
esnekligi sayesinde soya proteini ile (Tang ve ark., 2006) ayn1 iken, keten ve kanola
proteinlerinden daha tistiindiir (Teh ve ark., 2014).

2.5.4. VizKkozite

Proteinlerin vizkozitesi, hidrodinamik 6zellikleriyle baglantilidir ve sekil ve boyut
ozellikleri, amino asit kompozisyonu ve dagilimindan daha fazla etkilenir (Hall, 1996).
Denatlirasyon ve jellesme, proteinlerin vizkozitesinin artmasina neden olur.
Hidrofobiklik ve mikro yapisi, proteinlerin hidrodinamik o&zellikleri ve reolojik
ozelliklerinde rol oynar. Proteinlerin su baglama kapasiteleri, viskozite iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Proteinlerin kismi denatiirasyonu, hidrodinamik yiizey artisi

ile protein vizkozitesinin artmasina yol agar (Moure Ve ark., 2006).

2.5.5. Jel olusturma

Jel, kati ile s1v1 aras1 bir fazdir. Proteinlerin jellesmesi sol halden jel hale gecis olarak
tanimlanmaktadir. Proteinler kovalent ve kovalent olmayan capraz baglarla suyu ve
diisiik molekiil agirlikli maddeleri icerisinde hapsedebilecek 3 boyutlu bir ag yapisi
meydana getirirler (Damodaran, 1994). Proteinler farkli reolojik 6zellikler ve jellesme
noktasina sahip jeller olusturmak i¢in kullanilirlar. Ozellikle proteinler pektin, nisasta
ve gamlar ile birlesince olduk¢a kuvvetli jel yapilari olusur. Protein jellerinin olusumu

sicaklik, enzim, divalent katyon varliginda gerceklesebilmektedir. Sicaklik varliginda
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jellesen proteinler oncelikle sol halden projel hale gecis yaparlar. Projel hali, kismi
protein polimerizasyonunun meydana geldigi viskoz sivi bir formdur. Bu asama
proteinlerin agilmasina, fonksiyonel gruplarin hidrojen baglari, hidrofobik gruplari
aci1ga ¢ikarmasina yol agarak sonraki adimda jel ag yapisinin olusumuna neden olur.
Gida sanayinde jel olusturma, et {irlinleri, balik iiriinleri, tart/pasta dolgulari, meyve

jelleri, firincilik iriinleri gibi iriinlerin iiretiminde olduk¢a 6nemli bir fonksiyondur.

KTP {izerine yapilan bir ¢alismada en diisiik jellesme konsantrasyonu %22 olarak
bulunmustur (Malomo ve ark., 2014). Bir baska ¢alismada ise, KTP’nin en diisiik
jellesme konsantrasyonu %12 olarak saptanmistir (Isinguzo, 2011). KTP’nin en diisiik
jellesme konsantrasyonunda goriilen farkliliklar kenevir tohum g¢esidinden ve spesifik
ekstraksiyon kosullar1 sonucu ortaya ¢ikan farkli oranlardaki protein fraksiyonlari ile
iligkili olabilmektedir. Ayn1 zamanda, jellesmeden dnce kenevir tohumunun 6n 1sitma
asamasinda degisen protein denatilirasyon dereceleri de jellesme 6zelliklerinde etkilidir

(Wang ve Xiong, 2019).

2.5.6. Emiilsifikasyon

Proteinler yag damlaciklar etrafinda bir film olusturarak emiilsifiye edici 6zellik
gosterir. Boylece proteinler ortamdaki yaglarin birlesme, kremalasma, flokiilasyon
veya sedimantasyon gibi yapisal degisikliklerini dnler (Boye ve ark., 2010; Yavuz ve
Ozgelik, 2016). Proteinlerin siirfaktan dzelligi proteinlerin yiizeye adsorbe olmasina,
yiizey gerilimini diisiirmesine ve yiizeyde ince viskoelastik bir film olusturmasina
baglidir (Damodaran, 1994). Proteinlerin emiilsifikasyon 6zelligi molekiil agirligi,
hidrofobiklik, konformasyon kararliligi, yiik, pH, iyonik gii¢ ve sicaklik gibi
fizikokimyasal faktorlere baglidir (Moure ve ark., 2006). Emiilsiyon aktivite (EA) ve
emiilsiyon stabilite (ES) indeksleri, proteinlerin emiilsifikasyon 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in siklikla kullanilan iki indekstir. EA, birim protein bagina
emiilsifiye edilebilen yag miktarini 6lgerken, ES, emiilsiyonun belirli bir zaman dilimi
boyunca yapisindaki degisikliklere direnme yetenegini dlger (Boye ve ark., 2010). EA
proteinin arayiizeye adsorpsiyonu ve yiizey gerilimini diislirmesi ile iligkili iken; ES
protein filmin reolojik 6zellikleriyle iligkilidir. Protein filminin reolojik yapis1 protein
molekiilleri arast interaksiyonlarin sonucunda olusan siki ve siirekli protein ag

yapisina baglidir. Olusan ag yapisinda hidrofobik, Van der Walls, elektrostatik,
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hidrojen baglar1 gibi kovalent olmayan baglar etkili olmakta ve proteinin
konformasyonel degisimiyle degisim gostermektedir (Damodaran, 1994). Gida
islemede emiilsiyonlar islenmis et iirlinleri, dondurma, ¢orbalar, kekler ve soslarda

onemli islevleri yerine getirirler.

KTP’nin emiilsiyon 6zellikleri {izerine yapilan bir ¢alismada, soya proteininden daha
zayif emiilsiyon ozelligi gosterdigi rapor edilmistir (Tang ve ark., 2006). KTP’nin
kanola proteini ile emiilsiyon 6zelliklerini kiyaslayan bir ¢alismada ise, proteinlerin
emiilsiyon kapasiteleri benzer iken KTP’nin emiilsiyon stabilite indeksinin daha diisiik
oldugu bildirilmistir (Teh ve ark., 2014).

2.5.7. Kopiik olusturma

Gida dirtinlerinde proteinler, gaz halindeki dagilmis fazin stabilize edilmesi igin
gereken ylizey aktif maddelerdir. Kopiik olusumunda havanin sivi faza katilmasi ve i¢
ve dis kuvvetlere dayanikli arayilizey filminin olugmasi i¢in genis bir arayiizey alani
gerekir (Moure ve ark., 2006). Olusan arayiizeyde proteinler birbiri iizerine katlanirlar.
Proteinlerin apolar kisimlar1 hava yiizeyinde kalacak sekilde disar1 dogru yonelir.
Proteinlerin hava kabarcig1 yiizeyine baglanmasiyla kismi denatiire olan proteinler bir
tabaka olusturur. Olusan tabaka hava kabarciklarini hapseder, bdylece hava
kabarciklarmin bir araya gelmesi engellenir ve kopiik yapist korunur (Yavuz ve
Ozgelik, 2016). Kopiik olusturma kapasitesi, proteinin yiizey gerilimini azaltmasi,
molekiiler esnekligi ve fiziko-kimyasal 6zelliklerine (hidrofobiklik, net yiik ve yiik
dagilimi, hidrodinamik 6zellikler) baglidir (Moure ve ark., 2006). Kopiik 6zelliklerini
Olcmek icin en sik kullanilan indeksler kopiik kapasitesi (KK) ve kopiik stabilitesidir
(KS). KK birim protein basina olusan kopiik miktarin1 6lgerken; KS koptigiin belirli
bir zaman dilimi boyunca yer¢ekimine ve mekaniksel strese direnme yetenegini dlger
(Damodaran, 1994). Kopiik olusturma proteinlerin asagida siralanan ozelliklerine

baghdir:
Q) Cirpma ve kopilirme sirasinda hizla hava ylizeyine adsorbe olmasi,

(i) Hizli bir konformasyonel doniisiime sahip olmasi, hava-su arayiiziinde

ylizey gerilimini azaltarak yeniden organize olmast,

(ili)  Molekiiller aras1 etkilesimler yoluyla viskoelastik yapigkan film

olusturabilmesidir (Moure ve ark., 2006).
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Omegin; B-kazeinin molekiiler esnekligi sayesinde kopiik kapasitesi yiiksekken
vizkoelastik 6zellikleri zay1f oldugundan kopiik stabilitesi diigiiktiir. Ancak lizozimin
kopiik kapasitesi diisiikken kopiik stabilitesi daha yiiksektir (Damodaran, 1994).
Kopiik olusumu, igecekler, kopiikler, kremali kekler ve ¢irpilmis kremalar gibi gida

uygulamalarinda 6nemlidir.

KTP’nin sahip oldugu hidrofobik amino asitler kopiik olusturma 6zelliginin
gelismesine yol agmustir. KTP’nin koplik olusturma kapasitesini inceleyen bir
calismada albiimin fraksiyonunun kopiik kapasitesi, globulin fraksiyonun kopiik

stabilitesinin daha iyi oldugu goriilmiistiir (Malomo ve Aluko, 2015).

2.6. Ultrases Homojenizasyonu (USH)

Ultrases homojenizasyonu (USH) son dénemlerde proteinlerin tekno-fonksiyonel
ozelliklerinde 6nemli degisikliklere yol agmasi nedeniyle oldukea dikkat ¢eken zaman
ve enerji tasarrufu saglayan 1sil olmayan fiziksel tekniklerden bir tanesidir (Jambrak
ve ark., 2009). USH uygulamasi, cesitli basing ve yogunluklarda insan kulaginin
duyma sinir1 altindaki 20 kHz—10 MHz arasi1 frekanslar1 kapsayan mekanik dalgalar
olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak gida teknolojisinde diisiik siddetli USH ve
yiiksek siddetli USH olmak tizere iki farkli ¢esidi bulunmaktadir. Diisiik siddetli USH
uygulamalar (0,1-100 MHz frekans) fizikokimyasal 6zelliklerle iliskili iken; yiliksek
siddetli USH uygulamalar1 (<0,1 MHz frekans) gida koruma, enzim inaktivasyonu,
biyoaktif bilesen ekstraksiyonu, emiilsifikasyon vb. amaglarla kullanilabilmektedir

(Baysal ve Igier, 2012).

USH’nin prensibi; kavitasyon, 1sitma, dinamik calkalama, kayma gerilmeleri ve
tirbiilans gibi etkilere dayanmaktadir (Kadam ve ark., 2015). Kavitasyonel
baloncuklarin patlamasi, mikro jetlerin olusumu, mikro-tiirbiilans, yiiksek hizl
partikiiller aras1 carpigmalar ve mikro gozenekli partikiillerde bozulmalar sayesinde
modifikasyonlar meydana gelirken ayni zamanda kimyasal reaksiyonlar1 da
hizlanmaktadir. Patlama sirasinda, bu kabarciklarin i¢inde ¢ok yiiksek sicaklik ve
basing degerlerine (yaklasik 50 MPa; 5500 K) ulasilir ve bu da kabarcigin etrafinda
birgok reaksiyona neden olmaktadir (Shirsath ve ark., 2012).
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USH uygulamas1 sonrasinda ortaya ¢ikan kavitasyon etkisinin proteinlerin molekiiler
yapist, yiizey yiikleri, partikiil boyutu ve yiizey aktivitelerinde degisime neden olarak
protein ¢Oziinebilirligini arttirdigl yapilan bazi galismalarda ortaya koyulmustur.
Ornegin; soya protein izolat ve konsantratlarina USH uygulamasi (20 kHz; 600 W; 15,
30 dk.) sonucunda uygulama yapilmayan izolatlara kiyasla ¢oziinebilirlik, spesifik
ylizey alani, emiilsiyon aktivite indeksinin kopiik olusturma aktivitesi, vizkozitesi
artarken; molekiil agirlik dagilimi, partikiil boyut (Ds,3) degerleri azalmistir (Jambrak
ve ark., 2009). Benzer sekilde yine soya proteinlerine USH uygulanan bir ¢alismada
(20 kHz; %20 frekans; 20 dk.) proteinlerin ¢oziinebilirlik ve yiizey hidrofobisitesi
degerleri artarken; serbest siilfidril grup icerigi degismemistir. Kontrol 6rneklerine
kiyasla USH uygulanan proteinlerin partikiil boyutlar1 ve vizkozitesi azalmistir. Sonug
olarak USH uygulamasi soya proteinlerinin 6zellikle tersiyer yapisinda degisikliklere
yol agmuistir (Arzeni ve ark., 2012). Hu ve ark. (2013) tarafindan soya proteinlerine (20
kHz; 200, 400, 600 W; 15, 30 dk.) USH uyguladiktan sonra vizkozitesinin arttig1 rapor
edilmistir. Aym1 zamanda USH uygulamas: sonras1 soya proteinlerinin uygulama
yapilmayanlara kiyasla serbest siilfidril grup igerigi, yiizey hidrofobisitesi ve
¢cozilinebilirlik degerleri artmistir. Elektron mikroskop goriintiisiinde uygulama
yapilmayan proteine kiyasla daha biiylik agregatlar goriiliirken elektroforetik protein
bantlarinda 6nemli bir degisim olmamustir. Diisiik glic (200 W) uygulanan proteinlerde
a-heliks ve rastgele sarim yapi azalirken; yiiksek gii¢ (400600 W) uygulanan
proteinlerde o-heliks yapida artig, B-sheet yapida azalis gozlenmistir. Bolgesel
acilmalar ve molekiiller arasi etkilesimlerin azalmasi sonucunda USH uygulamasi
proteinlerin serbest siilfidril grup, yiizey hidrofobisitesi ve ¢oziinebilirlikte pozitif

modifikasyonlar1 saglamistir.

Nazari ve ark. (2018) caligmalarinda, dar1 proteinlerinin USH uygulamasi (20 kHz;
18,4, 29,58, 73,95 W/cm?;, 5, 12,5, 20 dk.) sonrasinda fonksiyonel ve yapisal
ozelliklerindeki degisimleri ortaya koymuslardir. USH wuygulamasi sonrasi
proteinlerin ¢oziinebilirligi, emiilsiyon aktivite indeksi, kopiik stabilitesi artarken;
molekiil agirligi azalmistir. Proteinlerin kopiik aktivitesi diisiik frekanslarda azalirken;
yiiksek frekanslarda artmustir. Yiizeyde negatif yiiklii amino asitlerin ortaya
cikmasiyla proteinlerin zeta potansiyeli artis gostermistir. Genel olarak USH

uygulamasiyla kavitasyonel baloncuklarinin neden oldugu kesme kuvveti sekonder
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yapida degisim meydana getirmistir ve uygulama sonrasinda proteinlerin molekiil

agirliklar1 azalmistir.

Jiang ve ark. (2014) ¢alismalarinda (20 kHz; 150, 300, 450 W; 12, 24 dk.) siyah fasiilye
proteinlerine USH uygulamasi sonrasinda primer yapida degisimin olmadigin1 benzer
protein bantlarmin goriilmesiyle ortaya koymuslardir. Sekonder yapida USH
uygulamasi sonrast a-heliks yapi1 azalirken [-sheet yapi artmistir. Floresans
spektrumuna gére USH uygulamasi sonrasinda proteinlerin tersiyer yapisi degismistir.
Taramali elektron mikroskobunda daha biiylik agregatlarin goriilmesi proteinlerin
yapisal degisimlerini gostermistir. 300 W 24 dk.’lik USH uygulamasi sonrasinda, elde
edilen proteinlerin partikiil boyutunun en az; zeta potansiyelinin ise en yiiksek
seviyede oldugu bildirilmistir. Yiiksek giicte USH uygulamasi ise, kovalent olmayan
etkilesimlerle yeniden protein agregatlarinin olusumuna yol agarak proteinlerin

partikiil boyutunun artmasina ve zeta potansiyelinin azalmasina neden olmustur.

Martinez-Velasco ve ark. (2018) bakla proteinlerine USH uygulamasi sonrasinda (20
kHz; genlik %45-75; 11,3-33,7 dk.) 6ncelikle USH genlik ve siire degerlerini partikiil
boyutu, partikiil boyut dagilimi, yiizey gerilimi, ¢oziinebilirlik ve zeta potansiyeline
karst optimize etmistir. Optimize edilen (%72,67 genlik; 17,29 dk.) proteinler
uygulama yapilmayan protein Orneklerine kiyasla diisiik ylizey gerilimi, zeta
potansiyeli ve vizkozite; ancak yiiksek ¢Oziiniirliikk ve sindirilebilirlik gostermistir.
Optimize protein orneklerinin kopiik olusturma 6zelliklerine bakildiginda daha diisiik
yiizey gerilimi, kOpiik baloncuk gapi, sivi drenajinin aksine daha yiiksek stabilite

degerleri goriilmiistiir.

Jiang ve ark. (2017) galismalarinda, bezelye proteinlerine USH (20 kHz; 68 W/100
mL; 5 dk.) uygulamasi ve pH degistirme kombine (pH 2, 4, 10, 12 degistirme)
uygulamalarmin etkisini incelemislerdir. Ozellikle pH12’de yapilan pH degistirme ve
USH uygulamasinda bezelye proteinlerinin ¢ozlinlirliigli uygulama yapilmayan
orneklere kiyasla 7 kat arttigi, partikiil boyutlarinin ise diistiigii rapor edilmistir.
Arastirmacilar, USH kavitasyonel kuvvetlerin ortaya ¢ikardigi mekaelektrostatik
etkilerin protein yapisindaki distilfit baglarinin kirilmasina ve daha fazla protein alt

initelerinin olusumuna yol actig1 bildirilmistir.
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Zhu ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, ceviz proteinlerine USH uygulamasi
sonrasinda (25 kHz; 200, 400, 600 W; 15, 30 dk.) proteinlerin bant dagiliminda
uygulama yapilmayan orneklere kiyasla herhangi bir degisim gozlemlememislerdir.
Ikincil yap1 dagilimmda USH uygulamasi sonrasinda a-heliks yapinin orani azalirken,
beta ve rastgele sarim yapinin oraninin arttigini saptamislardir. USH uygulamasinin
ceviz proteinlerinde serbest siilfidril grup igerigini arttirmasi ve floresan yogunlugu
azaltmasi proteinlerin tersiyer yapisinda degisim oldugunu ortaya koymustur. Benzer
sekilde USH uygulamasi, partikiil boyutlarinin kiigiilmesine ve c¢oziinebilirlik,
emiilsiyon aktivite ve stabilite indeksleri gibi fonksiyonel 6zelliklerin gelismesini

saglamigtir.

Resendiz-Vazquez ve ark. (2017), jak meyvesi ¢ekirdek proteinlerine USH
uygulamasi sonrasinda (20 kHz; 200, 400, 600 W; 15 dk.) 200 ve 400 W da yag tutma
ve emiilsiyon kapasitesinin, 400 ve 600 W da ise emiilsiyon aktivitesi ve stabilite
indekslerini gelistirdigini rapor etmislerdir. USH uygulanan 6rneklerde uygulama
yapilmayanlara kiyasla kopilik kapasitesi artarken; su tutma, kopiik stabilitesi ve
jellesme yetenegi azalmigtir. USH uygulamasi sonrasinda proteinlerin elektron
mikroskop goriintiisiinde uygulama yapilmayanlara kiyasla daha biiylik agregatlar
olusmustur. USH uygulamas: etkisiyle proteininin i¢ kisimlarindaki hidrofobik
baglarin  kirllmast ¢ozlinebilirlik ve yiizey hidrofobisitesinin artisiyla ortaya
koyulmustur. Ancak yiiksek USH gii¢ uygulamasinin (600 W) asir1 hizlanan molekiiler
hareket etkisiyle proteinin yapisinda agregasyona ve olumsuz degisimlere yol agtigi

saptanmistir.

Malik ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, aygicegi proteinlerinde USH
uygulamasi (20 kHz; 500 W; %25 frekans; 5, 10, 20, 30 dk.) sonrasindaki degisim
rapor edilmistir. Proteinlerin SDS-PAGE profilinde USH uygulanan proteinlerde daha
diisiik molekiil agirliklarinda bantlar tespit edilmistir. USH uygulanan proteinlerin
ylzey hidrofobisitesi ve siilfidril gruplarindaki artis ve termal stabilitesindeki diisiis
protein molekiillerindeki kismi bolgesel agilmaya kanit olarak gosterilmistir. USH
uygulamasiyla proteinlerin partikiil boyutu diismiis ve bu diisiis sonucunda daha
berrak siispansiyonlar elde edilmistir. USH uygulamasi sonrasinda aygigegi kiispe

proteinlerinin ¢ozlinebilirlik, emiilsiyon, kopiik ve yag baglama ozellikleri gelisirken,
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su baglama yetenegi azalmistir. Ayrica USH uygulamasi, proteinlerin amino asit

dagilimindaki lisin amino asidinin igerigini diistirmiistiir.

2.7. Yiiksek Basin¢ Homojenizasyonu (YBH)

YBH uygulamasi, 6rnegin yliksek basingla ¢cok dar bir valf boslugu i¢inden hidrostatik
basing etkisiyle gegmeye zorlanmasi sonucu kavitasyon, kayma, tiirbiilans etkileri
meydana getirmesi prensibine dayanmaktadir. YBH uygulamasinda 6rnege 350 mPa’a
kadar yiiksek basing uygulanabilir (Bader ve ark., 2011; Saricaoglu ve ark., 2018). Bu
yontemde, ornek Oncelikle basingla ittirilir ve iki geometrik olarak 6zdes mikro
kanaldan gegirilir. Kanaldan ¢ikista iki akim ¢ok yiiksek hizlarda birbirleriyle ¢arpisir.
Bu da gida partikiillerinin fizikokimyasal olarak modifikasyonuna neden olur (Ogawa
ve ark., 2003).

YBH uygulamasi ile islenmis akiskanin yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklerinin, nano
damlaciklarin/mikron damlaciklarin dar boyut dagilimi nedeniyle degismesi
muhtemeldir.  Literatirde =~ YBH uygulamasimin  proteinlerin ~ fonksiyonel,
fizikokimyasal ve morfolojik 6zelliklerinin modifikasyonu iizerine bazi ¢aligsmalar yer
almaktadir. Ornegin, findik proteini (Saricaoglu ve ark., 2018), soya proteini (Keerati-
U-Rai ve Corredig, 2009) ve yer fistig1 proteininin (Dong ve ark., 2011) YBH

uygulamasi sonrasinda gelisen 6zellikleri arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Shou-Wei ve ark. (2009) barbunya proteinleri iizerine YBH’nin etkisini inceledikleri
caligmalarinda, uygulama sonrasinda ¢oziinmeyen protein agregatlarinin ¢oziiniir
yapilara doniistiiglinii ortaya koymustur. Ayn1 zamanda YBH uygulanan barbunya
protein orneklerinin emiilsifikasyon aktivitesi geligsmistir. Ancak, YBH uygulamasi

barbunya proteinlerinin ikincil yapilarinda 6nemli bir degisim meydana getirmemistir.

Ruan (2009)’nin yumurta beyazi proteininde YBH uygulamasimin (20-160 mPa)
etkisini inceleyen calismada, uygulama yapilan proteinlerin partikiil boyutunun ve
silfidril grup igeriginin azaldigimi ancak protein ¢oziiniirligliniin arttigin1 rapor
etmislerdir. YBH uygulamasinda artan basing degerlerinin etkisiyle proteinlerin
denatiirasyon entalpisi daha diisiik degerler gostermistir. Yiizey hidrofobisitesinde en
yiiksek degerler 100 mPa’daki YBH uygulanan yumurta beyazi protein drneklerinde

gozlenmistir.
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Dong ve ark. (2011), YBH uygulamasinin (0,1; 40; 80 mPa) yer fistig1 proteininin
emiilsifikasyon aktivitesi, koplik kapasitesi ve su tutma kapasitesi gibi fonksiyonel
Ozelliklerini gelistirdigini bildirmistir. Ancak YBH uygulamalar1 sonucu yer fistig
proteinlerinin emiilsifikasyon ve kopiik stabilitesi degerlerinde azalmalar meydana

gelmistir.

Bader ve ark. (2011)’nin lupin protein izolatlarina YBH uygulamasinin (0-150 MPa)
etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, izolatlarin ¢ozindrlik, jel kuvveti ve
emiilsifikasyon oOzelliklerinin uygulama etkisiyle gelistigini rapor etmislerdir.
Uygulama yapilan lupin proteinlerinin partikiil boyutu diisiik basing degerlerinde
azalirken, basing 150 mPa’a yaklastik¢a molekiiller aras1 agregasyon sonucu partikiil

boyutu artmustir.

Shen ve Tang (2012) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, YBH’nin (120 mPa) soya
proteininin ¢oziinlirliglinii ve ylizey hidrofobisitesini arttirdigi gosterilmistir. Ayni
zamanda uygulama yapilan proteinlerin serbest siilfidril grup icerigi ve emiilsifikasyon
aktivitesi gelismistir. YBH uygulanan soya proteinlerinin primer yapisindaki degisim,
aragtirmacilar tarafindan ¢6ziinmez yapidaki agregatlarin ¢oziiniir forma gegisine
yorumlanmugtir. Song ve ark. (2013) tarafindan ¢alismada, soya proteinlerine YBH
uygulamasi sonrasinda (137 mPa, 207 MPa; %7 konsantrasyon) proteinlerin partikiil
boyutunda azalig, partikiil boyut dagiliminda daralma ve zeta potansiyelinde artis
gozlemlenmistir. Benzer sekilde, Tu ve ark. (2007) YBH’nin soya proteinlerinin
fizikokimyasal 6zellikleri iizerindeki etkisini incelemislerdir. Yapilan arastirmada,
uygulama sonrasinda soya proteinlerinin ortalama partikiill boyutunun azaldigi,
partikiil boyut dagiliminin daraldigi, hidrofobik gruplarin agiga c¢iktigi ve termal

stabilitenin arttig1 vurgulanmustir.

Yang ve ark. (2018) boriilce protein izolatlarina YBH uyguladiklar1 (103 MPa, 207
MPa) caligmalarinda, proteinlerin ¢dzlinebilirligi %35°ten %99’a artmistir. Ayni
zamanda YBH uygulamas: proteinlerin ylizey hidrofobisitesi ve kopiik olusturma
ozelliklerini de gelistirmistir. Ancak uygulama sonrasinda proteinlerin emiilsifikasyon

aktivitesinde azalig gézlenmistir.

Saricaoglu ve ark. (2018) findik proteinine YBH’y1 farkli basin¢larda uygulayarak (0,
25, 50, 75, 100 ve 150 MPa) proteinin fonksiyonel oOzelliklerindeki degisimi
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aragtirmiglardir. YBH uygulamasi sonrasinda uygulama Oncesine kiyasla findik
proteinlerinin partikiil boyutu azalirken, zeta potansiyeli, ¢ozlinebilirlik, emiilsiyon ve
kopiik olusturma 6zellikleri artmustir. Proteinlerin birincil yapist YBH uygulamasi 75
MPa’a kadar iken degismezken, 100 MPa basinca ulastiginda SDS-PAGE protein bant

yogunlugunda azalis rapor edilmistir.

2.8. Manotermosonikasyon (MTYS)

MTS cihaz1 ultrases homojenizasyon teknolojisinin, basing ve sicaklik uygulamasi ile
stirekli sistemde kombine edildigi bir teknolojiyi yansitmaktadir (Sekil 2.1). USH
uygulamasinin tek basina kullanimi proteinlerde istenen degisimi yeterli seviyede
saglayamazken, kombine sistemler ile bu sorun asilabilmektedir. Ayrica USH
uygulamasinin modifikasyon etkinligini artirmak i¢in 15-30 dakikaya kadar uzayan
islem siiresi, enerji ve zaman sarfiyatinin yani sira sanayide uygulanabilirligini de
diistirmektedir. MTS sisteminin kullanimu ile ayn1 etkiyi saglayacak islem stiresi USH
uygulamasindaki 15,9 dakikadan 1,4 dakikaya indirgenmistir (Yildiz ve ark., 2018).
Ayni zamanda manotermosonikasyon ile uygulanmasi gereken sicaklik degerleri de
1s11 modifikasyon uygulamalarina kiyasla daha i1limli ve aktive edici kosullari

desteklemektedir.

Sekil 2.1. Manotermosonikasyon sistem bilesenleri.
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Yildiz ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢calismada soya proteinlerinin MTS sistemine
50°C’de 200 kPa, 60 saniye muamelesi sonucu elde edilen modifiye nano proteinlerin
¢ozinlrliginin %9,1°den %71,4’e ¢iktig1 rapor edilmistir. Benzer sekilde soya
proteinlerinin uygulama sonucu toplam fenolik ve antioksidan aktivitesi de dnemli
diizeyde artis gostermistir. Bir baska calismada bezelye ve soya proteinlerinin
izoelektrik noktada sinirli olan ¢ozliniirliigii MTS sistem uygulamasi ile artirilarak
sonrasinda olusturulan protein-karbonhidrat kompleksinin &zellikleri incelenmistir.
Modifiye edilen protein-karbonhidrat komplekslerinin degerli yaglarin kapsiile
edilmesinde alternatif bir materyal olarak Kkullanilabilecegini ortaya koyulmustur
(Yildiz ve ark., 2018).

MTS sisteminin temel ¢alisma prensibini yansitan sematik gosterimi Sekil 2.2°de
verilmistir. MTS sisteminde ultrases homojenizasyon probu, reaktor ceket igerisindeki
akustik enerjinin dagitimini saglamaktadir. Jenerator 20 kHz frekansla ¢aligmakta ve
13 mm ¢apinda bir prop icermektedir. Reaktor igerisindeki sicaklik termokapil ile
monitérden kontrol edilmektedir. Su sirkiilasyonu ile sicaklik yilikselmesinin oniine
gecilmektedir. Labview programi sistemin kontroliinde kullanilmaktadir. Nitrojen gaz1

da sistemdeki basinci saglamak i¢in kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2. Manotermosonikasyon sisteminin sematik diyagrami (Y1ildiz ve ark., 2017).
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2.9. Optimizasyon

Optimizasyon, sistemden maksimum fayda elde etmek igin sistemin, siirecin veya
irlinlin performansinin iyilestirilmesini ifade eder. Optimizasyonda kullanilan en
yaygin ¢ok degiskenli tekniklerin arasinda yanit yiizeyi yontemi (YY) yer almaktadir
(Araujo ve Brereton, 1996). YYY, bir polinom denkleminin deneysel verilere
uygunluguna dayanan, istatistiksel Onermeler yaparak veri kiimesinin davranigini
tanimlayan matematiksel ve istatistiksel teknikler biitiiniidiir. Amag, en iyi islem
performansint elde etmek icin bu degiskenlerin seviyelerini ayni anda optimize

etmektir (Bezerra ve ark., 2008).

YYY kullanilarak en az sayida deneme ile ¢ok sayidaki bagimsiz degiskenin prosese
etkisi belirlenebilmektedir (Kog¢ ve Kaymak-Ertekin, 2010). USH, YBH ve MTS
uygulamalarinda gii¢ ve siire parametrelerinin degisimi fonksiyonel 06zellikleri
gelistirirken; belli uygulama parametresi seviyelerinde etki etmemekte veya
proteinlerin agregasyonuna neden olarak olumsuz etkiler gosterebilmektedir (Jambrak
ve ark.,, 2009; Arzeni ve ark., 2012; Nazari ve ark., 2018). Homojenizasyon
uygulamalar1 sonucunda protein zincirlerinin agilmasi ile agregasyona ugramasi
arasindaki denge, proses parametrelerinin optimize edilmesiyle en verimli

modifikasyonu saglayabilecektir (Zhu ve ark., 2018).
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3. ULTRASES HOMOJENIZASYONU UYGULAMASI IiLE KENEVIR
TOHUM PROTEINLERININ MODiFIKASYONU

3.1. Giris

Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri proteinin molekiil agirligi, sekli, konformasyonu,
yiik dagilimi, amino asit dizilisi ve hidrofobisitesi ile yakindan iligkilidir (Alashi ve
ark., 2013). Proteinlerin peptit baglarinin agilmasi ve serbest amino ve karboksil
gruplarinin ortaya ¢ikmastyla birg¢ok bitkisel proteinin gida bileseni olarak kullanimina
engel teskil eden ¢Oziiniirliik sorunu ortadan kaldirilabilmektedir (Jambrak ve ark,
2009; Arzeni ve ark., 2012; Hu ve ark., 2013; Nazari ve ark., 2018). Bu nedenle,
kenevir tohum proteinlerinin besinsel ve fonksiyonel 6zelliklerini gelistirerek gida
uygulamalarinda ondan maksimum verimde faydalanmak i¢in modern tekniklerin

kullanilmasi gereklidir (Wang ve ark., 2018a).

USH uygulamas1 son ddnemlerde proteinlerin teknolojik ozelliklerinde ©nemli
degisikliklere yol agmasiyla olduk¢a dikkat ¢eken zaman ve enerji tasarrufu saglayan
1s1l olmayan tekniklerden bir tanesidir (Jambrak ve ark., 2009). USH uygulamasinin
prensibi; kavitasyon, 1sitma, dinamik ¢alkalama, kayma gerilmeleri ve tiirbiilans gibi
etkilere dayanmaktadir (Kadam ve ark., 2015). Kavitasyonel baloncuklarin patlamasi,
mikro jetlerin olusumu, mikro-tiirbiilans, yiiksek hizli partikiiller arasi ¢arpismalar ve
mikro gozenekli partikiillerde olusan deformasyonlar protein yapisinda ¢esitli
modifikasyonlart meydana getirmektedir. Patlamalar sirasinda, bu kabarciklarin i¢inde
cok yiiksek sicaklik ve basing degerlerine (yaklagik 50 MPa; 5500 K) ulasilir ve bu da
kabarcigin etrafinda birgok reaksiyona neden olmaktadir (Shirsath ve ark., 2012). USH
uygulamasi sonrasinda ortaya ¢ikan kavitasyon etkisinin proteinlerin molekiiler yapisi,
ylizey yuki, partikiil boyutu ve yiizey aktivitesinde degisime yol agarak proteinlerin
¢ozlinebilirligini arttirdigy literatiirde rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalarda, USH
uygulamasi dar1 proteinlerinin (20 kHz; 5, 12,5, 20 dk.; 100 W; %20-100 genlik)
primer yapisini, sekonder yapisini ve yiizey aktivitesini degistirmistir (Nazari ve ark.,
2018). USH uygulamasi (20 kHz; 17,29 dk.; 750 W; %72,67 frekans) sonrasinda bakla



proteinlerinin zeta potansiyeli, vizkozitesi ve sindirilebilirliginin arttig1 rapor
edilmistir (Martinez-Velasco ve ark., 2018). Hu ve ark. (2013), USH uygulamasi
sonras1 (20 kHz; 15, 30 dk.; 200-600 W) soya proteinlerinin protein zincirlerinde
bolgesel acilmalar ve molekiiller aras1 interaksiyonlarmda azalmalar
gbzlemlemislerdir. Ugiinciil yapida goriilen degisimin sonucunda USH uygulanan
proteinlerin serbest siilfidril gruplari, yilizey hidrofobisitesi ve ¢o6ziinebilirligi
gelismistir. Ayrica Jambrak ve ark. (2009) tarafindan yapilan caligmada, soya
proteinlerine (20 kHz; 15, 30 dk.; 600 W) USH uygulamasi sonrasinda, proteinlerin

¢oziinebilirliginin ve emiilsifikasyon aktivite indeksinin arttig1 rapor edilmistir.

Tez c¢alismasinin bu boliimiinde kenevir tohum proteinlerinin  fonksiyonel,
fizikokimyasal, biyoaktif ve morfolojik 6zellikleri lizerine USH uygulamasinin etkisi
incelenmistir. Bu amagla dncelikle USH uygulamasinin proses parametrelerinin (USH
genlik, USH siire ve protein konsantrasyonu) KTP’nin ¢oziiniirligii ve partikiil boyutu
tizerindeki etkisi deney tasarimi ile optimize edilmistir. Elde edilen optimum
kosullardaki KTP’nin (KTP-USH) 6zellikleri uygulama yapilmayan kontrol proteini
(KTP) ile kiyaslanmistir.

3.2. Materyal ve Yontem

Kenevir (C. sativa L.) tohumlar1 Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii’nden (Amasya,
Tiirkiye) temin edilmistir. “Narlisaray” popiilasyonuna ait olan kenevir tohumlari
Kasim 2019 hasadidir. Calismada kullanilan kimyasallar Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan satin alinmistir. Kimyasallar teknik kalite ve daha yiiksek

safliktadir.

3.2.1. Kenevir tohum protein izolatlarin eldesi

Kenevir tohumlar1 laboratuvar tipi 6gutiicii (Jupiter Plus, Type 862, Almanya) ile
homojen bir Kitle elde etmek i¢in 6giitiilmiistiir. Tohumlardan safsizlik unsurlarini
(lipit, basit sekerler, serbest fenolikler vs.) uzaklastirmak igin eter ile (1:3, a/h)
(kaynama noktasi 34,6°C) oda kosullarinda (23°C, 2 saat) 6n yag giderme islemi
uygulanmistir. Bu slirenin sonunda eterde ¢oziinen sulu faz vakum altinda kaba filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Kalint1 eterin evapore olmasi i¢in tohumlar oda kosullarinda

bekletilmistir (23°C, 16 saat). On yag giderme isleminden alinan tohumlar tekrar
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ogitiilmiistiir. Filtre kagidina sarilmis 6n yag giderme isleminden ge¢gmis tohumlar (30
g) Soxhlet kartuglar1 (Whatman; 34 mm x 130 mm) icerisinde Soxhlet yag
ekstraksiyon cihazinda eter (150 mL) ile 8 saat siiresince ekstrakt edilmistir. Elde
edilen yagsiz tohumlar oda kosullarinda bekletilerek kalinti eterin evapore olmasi
saglanmigtir (23°C, 16 saat). Sonrasinda ornekler tekrar 6giitiilmiis ve 40 mesh’lik
elekten gecirilerek yagsiz kenevir unu elde edilmis ve protein izolat eldesi asamasina

gecilmistir.

Kenevir tohumlarindan protein izolat eldesi Malomo ve ark. (2014)’nin uyguladigi
bazik hidroliz-izoelektrik noktada ¢oktiirme metodunda bazi modifikasyonlar
yapilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Yagsiz kenevir unlarma 1:20 (a/h) oraninda
distile su eklenmistir. Bazik hidroliz i¢in elde edilen siispansiyonun pH’s1 10,0’a (2 N
NaOH) ayarlanarak 37°C’de 2 saat siiresince pH’nin 10,0 da kalmasi saglanmistir.
Orneklerin 15500 xg, 25 dk., 4°C santrifiijlenmesi (Beckman Coulter, ABD) ile elde
edilen siipernatantlar toplanmistir. Toplanan siipernatantlar Whatman no:1 filtreden
(Whatman, Ingiltere) siiziildiikten sonra kenevir tohum proteinlerinin izoelektrik
noktast (pl) olan pH’s1 5,0’e (2 N HCI) ayarlanmistir. pl’da ¢okelmeleri igin 30 dk.
bekleme siiresi sonrasinda protein kitlesi 15500 xg, 25 dk., 4°C santrifiijlenerek
ayrilmistir. Elde edilen protein izolatina distile su eklenerek siispanse olmasi
saglanmis ve siispansiyonun pH’s1 7,0’ye (2 N NaOH) ayarlanmistir. Elde edilen KTP
liyofilize (Labconco, Freezone, Kansas, ABD) edilerek analiz edilinceye kadar vakum

paketlerde +4°C’de muhafaza edilmistir
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Kenevir
:> Yag giderme :> Kurutma

tohumlar:

Ekstraksiyon
y <:1 Vakum paketleme <:]

(Bazik hidroliz)

Protein ¢oktiirme

P Pelet cpes <:D
Liyofilizasyon <:] ele <:] Santrifiijleme

coziindiirme

Kenevir tohum protein izolati

(KTP), (%90 protein)

Sekil 3.1. Kenevir tohum protein izolati eldesinin sematik diyagramai.
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3.2.2. Kimyasal analizler

Kenevir tohumunun, yagsiz tohumun ve KTP’nin nem igerigi, kiil igerigi ve protein
igerigi AOAC (1990)’nin yoOntemleri baz alinarak belirlenmistir. Protein analizi
Dumas yontemine gore yapilarak doniisiim faktorii (Nx6,25) olarak alinmistir. Ham
yag analizi Soxhelet ekstraksiyon yontemine gore yapilmistir. Karbonhidrat icerikleri
yiizde protein, yag, kiil ve nem igeriklerinin farkindan hesaplanmistir. Analizler en az

3 tekrarl yapilmistir ve sonuglar ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.

3.2.3. Ultrases homojenizasyon uygulamasi

Kenevir tohum proteinlerinde USH uygulamasinin meydana getirdigi degisimi
gozlemlemek igin fosfat tamponu (0,01 M, pH 7,0) igerisinde 100 mL’lik protein
siispansiyonlart (2—10%, a:h) hazirlanmistir. Tampon igerisine mikrobiyal geligimi
onlemek i¢in sodyum azid eklenmistir (%0,02, a:h). Hazirlanan siispansiyonlar oda
sicakliginda (23°C) 4 saat ve sonrasinda 4°C’de 16 saat karistirilmigtir. Uygulama
oncesi siispansiyonlarin oda sicakligina (23°C) gelmesi beklenmis ve pH’s1 10’a (2,0
NaOH) ayarlanmigtir. Uygulama sirasinda USH tarafindan ortaya ¢ikan sicakligin
etkisini elemine etmek i¢in siispansiyonlar +5°C’de sirkiilatorlii sogutucuya (Scientz,
DC2006, Cin) bagh reaktor igerisine yerlestirilmistir. USH cihaz1 sabit 20 kHz
frekansta 750 W giiciinde (Sonics, VCX750, ABD) olup 13 mm’lik (1:2 ing) titanyum
prob ile kullanilmigtir. Uygulama sirasinda prob protein siispansiyonuna iistten 20 mm
daldirilmistir. USH uygulamasi sirasinda siispansiyonlarin sicakligi 45°C’nin altinda
tutulmustur. USH uygulanan KTP’ler liyofilizatorde kurutulup KTP-USH olarak
kodlanmistir ve analiz edilinceye kadar hava sizdirmaz kaplarda +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.3.1. Akustik enerji yogunlugunun belirlenmesi

USH probu tarafindan siispansiyon ortamina iletilen akustik enerji hem kinetik enerji
hem de termal enerji olarak kendini gosterir. Ortama iletilen kinetik enerji, viskoz
kayiplar nedeniyle 1s1 olarak dagitilir (Tjetta, 1999; Margulis ve Margulis, 2003). Bu
nedenle akustik enerji yogunlugu (W/cm?); ultrasonik jeneratdrden ziyade, prob ucu
ylizeyinden islem goren Ornege iletilen giicli 6l¢gmenin bir yoludur. Bu yolla 6rnege
transfer edilen gergek ultrases homojenizasyon enerjisinin tespiti ve farkli

uygulamalarin birbiri ile kiyaslanmasi miimkiin olmaktadir. USH uygulamasi

33



sirasinda 0rnegin sicaklik degisiminin zamana karsi kalorimetrik olarak dlgiilmesiyle
asagidaki denklemlere (3.1, 3.2 ve 3.3) gore akustik enerji yogunlugu hesaplanmistir
(Margulis ve Margulis, 2003).

P= m*cp* (%)t:o (3.1)
lo=x (3.2)
= (3.3)

Formiillerde yer alan, P = ultrasonik gii¢c (W), m= USH uygulanan siispansiyonun
kiitlesi (g), cp= sabit basingta slispansiyonun 6zgiil 1s1s1 (4,18 J/g.K), dT/dt= zamana
bagl sicaklik degisim kurvesinin ilk 30 sn.deki egimi (K/sn.), l.= akustik gii¢
yogunlugu, alan cinsinden (W/cm?), A= USH probunun yiizey alani (cm?), In= akustik

gii¢ yogunlugu, hacim cinsinden(W/mL) ve H= Ornek hacmidir (mL).

3.2.4. Fizikokimyasal 6zelliklerde birincil yap1 degisimi

3.2.4.1. Amino asit dagilimi

Proteinlerin amino asit profillerini belirlemek i¢in dncelikle kapali bir tiipte 110 °C’de
24 saat 6 M HCI ile asidik hidroliz uygulanmistir. Hidrolize izolatlar siiziilmiis ve
distile su kullanilarak 50 mL'ye tamamlanmistir. 1 mL seyreltik numune, 0,22 um
membran filtreden geg¢irilmistir. Amino asitler, LC-MS-MS (Agilent Technologies,
6460 Triple Quad, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.4.2. Molekiil agirhik dagilim

Proteinlerin molekiil agirliklarini belirlemek amaciyla SDS-PAGE jellerinde protein
ornekleri standart protein markirt birlikte yiriitiilmiistir. Ayirict jeli olarak %12
akrilamid; istifleme jeli olarak ise %4 akrilamid kullanilmistir. Protein (4 mg/mL)
¢ozeltisi esit hacimde SDS-PAGE 6rnek tamponu ile (%10 B-merkaptoetanol) 3 dk.
kaynatilmistir. Her bir kuyucuga 60 pg protein yiliklenmistir. Molekiil agirlik
standartlar1 (Bio-Rad, ABD) (10-150 kDa) 6rnekler ile 160 V’da 70 dakika siiresince
paralel olarak yiirttiilmistiir. Elektroforez islemi sonrasi jel %0,1 Coomassie Brilliant
Blue R250 (%50 metanol, %6,8 asetik asit igerisinde) boyasi ile boyanmistir.
Sonrasinda %5,0 metanol ve %7,5 asetik asit ile 24 saat siiresince boya giderme islemi

yapilmistir (Wang ve ark., 2018a).
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3.2.5. Fizikokimyasal 6zelliklerde ikincil yap: degisimi

3.2.5.1. Fourier doniisiimii kizilotesi spektrumlari (FT-IR)

Proteinlerin (10 mg) Fourier doniisiimii kizilétesi spektrumlari, ATR modda FT-IR
spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum Two, ABD) kullanilarak 400-4000 cm™
spektral araliginda almmustir. Her spektrum igin 4 cm™ ¢oziiniirliik degerinde 16

tarama degeri elde edilmistir.

3.2.5.2. Ikincil yap1 dagihim

Distile su igerisindeki protein (0,25 mg/mL) ¢ozeltileri 10 mm hiicre uzunlugundaki
kuvars  kiivete aktarilmistir.  Proteinlerin - CD  spektrumu, 25°C’de bir
spektropolarimetre (Jasco, J-815, MD, ABD) ile 190-260 nm’den elde edilmistir.
Tarama hizi, 8 sn’lik bir veri entegrasyon siiresi ile 50 nm/dk olarak ayarlanmistir.
Distile sudan kaynaklanan giiriiltli, Olgiilen ornek spektrum degerlerinden
cikarilmistir. Nihai protein spektrumu, proteinin ikincil yapisini belirlemek icin

BeStSel web sitesi (https://bestsel.elte.hu/index.php) kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.6. Fizikokimyasal 6zelliklerde iiciinciil yap: degisimi

3.2.6.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli
Proteinler 1:500 (a:h) oraninda distile suyla seyreltildikten sonra partikiil boyutu ve
zeta potansiyeli (Malvern, Zetasizer NanoZS, Ingiltere) belirlenmistir. Numunelerin

sogurma ve kirtlma indeksi sirasiyla 0,001 ve 1,33’e ayarlanmuigtr.

3.2.6.2. Yiizey hidrofobisitesi

Analizde 1-anilino naphthalene-8-siilfonik asit (ANS) kullanilarak proteinlerin
floresan yogunlugu ol¢iilmiistiir (Kato ve Nakai, 1980). Protein siispansiyonlari
0,05-0,25 mg/mL konsantrasyonlarda fosfat tamponu igerisinde (10 mM, pH 7,0)
hazirlanmistir. Protein siispansiyonunun 3 mL’sine 20 uL. 8 mM ANS c¢ozeltisi ilave
edilerek karistirilmistir. Floresan yogunlugu ekstinsiyon dalga boyu 365 nm; emisyon
dalga boyu 470 nm’de spektroflorometre ile 6l¢iilmiistiir. Yiizey hidrofobisitesi (Ho),
floresan yogunlugunun protein konsantrasyonuna karsi elde edilen grafikte elde edilen

lineer regresyonun egimi olarak ifade edilmistir (Wang ve ark., 2018a).
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3.2.6.3. Serbest siilfidril grup icerigi

Proteinlerin serbest siilfidril (SH) grup igerigi Ellman (1959) tarafindan gelistirilen
metotta modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Serbest siilfidril gruplarini
belirlemek icin proteinler Tris-glisin tampon igerisinde (pH 8,0; 0,086 M Tris, 0,09 M
glisin, 4 mM Na;EDTA) %0,2 (a:h) protein konsantrasyonunda hazirlanmistir. Protein
siispansiyonlar1 25°C oda sicakliginda 24 saat calkalayicida inkiibe edilmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda (15000 xg 4°C 20 dakika) elde edilen siipernatantlar
toplanmistir. Stipernatantin 3 mL’sine 0,03 mL Ellman reaktifi (4 mg DNTB/mL
tampon) eklenip vorteksledikten sonra 15 dk. inkiibe edilmistir. Siipernatantin
absorbansi 412 nm’de 3 mL tampon ve 0,03 mL Ellman reaktif karisimi kor olarak
alinip spektrofotometrede okunmustur. Protein icerigi Bradford (1976) metoduna goére
Si1gir serum albiimini standart alinarak belirlenmistir. Serbest SH grup igerigi pmol

SH/g protein cinsinden verilmistir (3.4).

Co_ A

~ 13600

xD (3.4)

Co: Konsantrasyon; A: Absorbans (412 nm); D: Diliisyon faktorii; 13600:
Ekstinksiyon katsayisi.

3.2.6.4. Termal davramsi

Proteinlerin termal ozelliklerini belirlemek amaciyla Diferansiyel Taramali
Kalorimetri (DSC) analizleri 40-180°C arasinda 5°C/dk. artis parametreleriyle TA
Universal 2500 (TA Instrument, New Castle, ABD) kullanilarak yapilmistir.
Denatiirasyon sicakligi (Tq) ve entalpisi (AH) TA Universal programi (TA Instrument,

New Castle, ABD) ile termogramlar vasitasiyla ortaya koyulmustur.

3.2.7. Morfolojik ozellikler

3.2.7.1. Taramal elektron mikroskobu

Proteinlerin morfolojisini belirlemek igin taramali elektron mikroskobu (SEM, Jeol
JSM. 6060 LV, Tokyo, Japonya) kullanilmistir. Bu amagla proteinler altin/palladyum
kaplanip ¢ift tarafli bant ylizeyine tutundurulmustur. Protein 6rnekleri 15 kV voltajda

x100 ve x200 biiyiitme derecelerinde incelenmistir.
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3.2.8. Fonksiyonel o6zellikler

3.2.8.1. Protein coziinebilirligi

Proteinlerin ¢dziinebilirliginin belirlenmesinde Morr ve ark. (1985) tarafindan
gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Kisaca, protein siispansiyonu (10
mg/100 mL) 0,01 M fosfat tamponu (pH 7,0) i¢erisinde hazirlanarak 1 saat manyetik
karistiric ile karistirilmistir. Toplam protein ¢oziinebilirligi i¢in protein 6rnekleri 0,1
N NaOH igerisinde hazirlanmistir. Ardindan 12000 xg, 20 dk., 23°C’de
santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantlardaki ¢oziiniir protein igerigi Nitrojen
analiz cihazinda (Velp, NDA 701, Italya) Dumas ydntemine gdre belirlemistir.
Proteinler i¢in azot doniisiim faktorii 6,25 olarak alinmistir. Protein ¢oziinebilirligi (%)
slipernatanttaki protein igeriginin toplam protein igerigine orani olarak denklem 3.5’e

gore hesaplanarak verilmistir.

Stipernatanttaki protein igerigi

Protein ¢oziinebilirligi (%) = x100 (3.5)

Toplam protein igerigi
3.2.8.2. Su ve yag baglama kapasitesi

Proteinlerin 50 mg’1 1,5 mL distile su veya ticari aycicek yagi ile oda sicakliginda bir
falkon tiipli i¢erisinde 20 saniye siire ile vortekslenmistir. Bu karistirma islemi sonrasi
tipler kapatilmis ve 30°C’de 30 dk. siire ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiipler
7000 xg, 4°C, 20 dk. santrifiijlenmis, serbest haldeki su veya yag dikkatli bir sekilde
uzaklastirilip tiiplerin agirhik kayiplarindan su ve yag absorpsiyon miktari

hesaplanmistir (Aydemir ve Yemenicioglu, 2013).

3.2.8.3. Emiilsiyon o6zellikleri

Emiilsiyon aktivite ve stabilite indeksleri Pearce ve Kinsella (1978) tarafindan
kullanilan metotta modifikasyon yapilarak 6l¢iilmiistiir. Protein siispansiyonunun (10
mg/mL; pH 7,0) 4 mL’sinin lizerine 1 mL ayg¢icek yagi eklenmistir. Bu karigim yiiksek
hizli homojenizator (Ultraturrax, T18, IKA, Staufen, Almanya) yardimiyla 2 dakika
stireyle 20000 rad/s hizla homojenize edilmistir. Bu homojenatin dip kismindan 25 pL
ornek alinarak 2,5 mL SDS ¢ozeltisi (%0,1) ile karistinlmigtir. Emiilsiyon aktivite
indeksi bir spektrometre (Thermo, Spectronic Genesys 5, ABD) yardimiyla 500 nm’de
absorbans oOlgiilerek belirlenmistir (3.6). Emiilsiyon stabilite indeksi ise emiilsiyon

olusumunun 10. dakikada tekrar absorbans dlgiilerek saptanmistir (3.7).
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2%2,303xA¢

Emiilsiyon aktivite indeksi(m?/g) = 025 Protein agim (3.6)
" . e . . _ A10X At
Emiilsiyon stabilite indeksi (dk.) = o (3.7)

A,: 0. dakikadaki absorbans; A;,: 10. dakikadaki absorbans; At: 10 dakika; AA: A,-
Alo-

3.2.8.4. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi

Proteinlerin kdpiik olusturma kapasitesi ve stabilitesindeki degisimi belirlemek igin 50
mg/mL konsantrasyonlarinda 25 mL’lik ¢6zeltiler (pH 7,0) hazirlanmustir. Ultraturaks
yardimiyla 2 dk. 20000 rad/s hizla homojenize edilmistir. Kopiik aktivitesi olusan
kopiigiin hacminin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir (3.8). Olusan kopiigiin stabilitesi (3.9)
ise Ol¢iilen kopiik hacminin 10 dk. sonraki degisimine bakilarak saptanmistir (Aydemir

ve Yemenicioglu, 2013).

Vo—25

Kopiik aktivitesi = x100 (3.8)

Vio-25

Kopiik stabilitesi = x100 (3.9

0—

Vy: 0. dk. daki hacim; V;,: 10 dk. beklendikten sonraki hacim.

3.2.8.5. Jel olusturma kapasitesi

Protein siispansiyonlar1 distile su igerisinde farkli konsantrasyonlarda (%0-24, a:h)
hazirlanmig ve test tiiplerine aktarilip 90°C’deki su banyosunda 1 sa. siire ile
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda tiipler hizli bir sekilde sogutulmus ve +4°C’de 2 sa.
jel olusumu igin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiipler, agz1 asag
gelecek sekilde ¢evrildiginde yer ¢ekimi etkisi ile higbir sekilde akma ve diismenin
olmadig: sert jel yapilarinin goriildiigi konsantrasyon, jel olusumu icin en diigiik

konsantrasyon olarak (%, a:h) belirlenmistir (Aydemir ve Yemenicioglu, 2013).

3.2.9. Biyoaktif 6zellikler

3.2.9.1. Antioksidan aktivite
Proteinlerden 0,5 g alinarak 4 mL methanol:su (%80, h:h) karisimi igerisinde oda
sicakliginda 1 sa. boyunca fenolik maddeler ekstrakt edilmistir. Ekstraktlar 12000

xg’de 4 °C 20 dak. santrifiijjlenerek siipernatantlar toplanmistir. Ekstraktlarin toplam
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hacmi %80 methanol:su (h:h) ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Ekstraktlardan 200 pL
aliarak kiiciik deney tiipiine aktarilmistir. Deney tiliplerine 3 mL 0,051 mM 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ¢o6zeltisi eklenmis ve vortex yardimiyla
kanistirilmistir. Oda sicakliginda 30 dk. karanlik ortamda bekletilmistir. Siire sonunda
karisim kiivetlere aktarilarak 517 nm’de absorbans degeri okunmustur. Kontrol
absorbansi igin 6rnek yerine 200 puL. %70’lik metanol koyulmustur. Cihazin sifirlama
islemi %70’lik metanol ile yapilnmistir (Brand-Williams ve ark., 1995). Orneklerin

antioksidan aktivitesi, asagidaki denklem 3.10 kullanilarak ifade edilmistir.

(Akontrol—Ai)'rnek)’,cl00

%DPPH giderme aktivitesi= (Akontrol)

(3.10)

Burada, Axontroi= Kontroliin absorbanst; Asmex= Ornek absorbanst.

Elde edilen proteinlerin antioksidan aktivitelerini belirlemede kullanilan diger bir
yontem ise ABTS’dir. Bu amagla Re ve ark. (1999) tarafindan Onerilen yontem
kullanilmistir. Bu yontemde ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-stilfonik asit)
potasyum persiilfat ile okside edilerek mavi/yesil renkli serbest radikal c¢ozeltisi
(ABTS™) haline getirilmistir. Bu stok radikal ¢ozeltisi pH’s1 7,4 olan PBS (Fosfat
tampon tuzu) ile 734 nm’de 0,700+0,02 absorbans degerini verecek sekilde PBS ile
seyreltilmistir. Seyreltilmis bu radikal ¢ozeltisinden 3 mL alinarak spektrofotometre
kiivetine transfer edilmis ve 734 nm’de baslangi¢ absorbans degeri kaydedilmistir.
Daha sonra bu radikal ¢ozeltisinin lizerine 30 pL antioksidan aktivitesi belirlenmek
istenen ekstrakttan eklenerek karigtirllmistir. Renk acilmasinin sabitlendigi siire
sonunda absorbans degeri kaydedilmistir. Bu absorbans degeri baz alinarak baglangig¢

degerine gore yiizde azalma orani (inhibisyon orani) hesaplanmistir (3.11).
%ABTS inhibisyon orani=(( Axontrol-Asmek) )/ ((Akontror))*100 (3.11)

Burada, Axontroi= Kontroliin absorbanst; Asmex= Ornek absorbanst.

3.2.10. Deney tasarimi ve optimizasyonu

Optimizasyon calismas1 Design-Expert (versiyon 11,0, Statease Inc., Minneapolis,
MN, ABD) adh istatistik programinin YYY uygulanarak yapilmistir. Optimum
kosullar ve USH parametrelerinin KTP’nin ¢oziinebilirligi tizerindeki etkisi Box-

Behnken tasarima uygun olusturulmustur.
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USH uygulamasinin optimum caligma kosullart 3 bagimsiz degiskenin 3 farkl
seviyede (USH genlik, islem siiresi ve sulu ¢dzeltinin protein konsantrasyonu); 2 farkli
bagimli degiskene (protein ¢oziinebilirligi ve partikiill boyutu) yaniti Olgiilerek
belirlenmistir (Tablo 3.1). Bagimsiz degiskenler USH genlik (A: 45-85, %), sulu
¢Ozeltinin protein konsantrasyonu (B: %2-10, a:h) ve islem siiresidir (C: 5-15 dk.).
Optimum kosullarin saptanmasinda g¢alisilacak faktorler (genlik, siire ve protein
konsantrasyonu) ve bunlarin ¢alisma araliklarina yapilan literatiir taramasi ile karar
verilmistir (Jiang ve ark., 2014; Malik ve ark., 2017). Deneme deseni dis faktorlere
bagli olarak go6zlenen yanitlardaki agiklanamayan degiskenlerin etkisini en aza
indirgemek icin rastgele bir sirayla 3 merkez noktada olmak iizere 15 faktoriyel

noktada tasarlanmistir (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamig degerleri.

Faktor seviyeleri

Bagimsiz degiskenler

Diisiik (-1) Orta (0) Yiiksek (+1)
Ultrases genlik, % (A) 45 65 85
Protein konsantrasyonu, a:h (B) 2 6 10
Homojenizasyon siiresi, dk. (C) 5 10 15

Deneysel veriler ikinci derece polinom modele Ortiistiiriilmiis ve regresyon katsayilari
coklu dogrusal regresyon ile elde edilmistir. Ikinci mertebeden polinom modeller
asagidaki denklem 3.12’deki gibidir:

D=Bo+B1A+B2B+P3C+P11AB+P22BC+P33AC+P12AA+P13AB+B23CC+e  (3.12)
Burada, D; tahmin edilen bagimli degisken, A, B, C bagimsiz degiskenler, B1-2-3, P11-
2233, P12-1323 sirasiyla lineer, interaksiyon ve kuadratik terimlerinin regresyon
katsayilari, PBo; degisken sayisidir. Model uygunlugu, regresyon katsayilar1 ve
istatistiksel anlamliligi degerlendirmek icin varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.
Bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligkileri gorsellestirmek i¢in, uyumlu
polinom regresyon denklemlerinin yilizey yaniti, kontur grafikleri ve hedeflenen
yanitlar i¢in optimal kosullar Design Expert 11,0 yaziliminin (Stat-Ease, Inc., MN,
ABD) deneme siiriimii tarafindan olusturulmustur. Sonuglar istatistiksel olarak p=0,05
anlamlilik diizeyinde test edilmistir. Modelin uygunlugu, programim ANOVA ciktilar
olan uyum eksikligi, uyum katsayis1 (R?) ve Fisher test degerine (F-degeri) gore

degerlendirilmistir.
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Optimum kosullar, bu kosullar altinda deneyler yapilarak dogrulanmistir. Elde edilen

yanitlar model tahmin sonuglartyla denklem 3.13 kullanilarak karsilagtirilmistir.
o Xi—Xo
%Bagil hata = < * 100 (3.13)
(0]
Burada x; Gergek yanit ve x, tahmini yanit degeridir.

3.2.11. Istatistiksel analiz

Tiim analizler 3 tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen deneysel veriler
ortalama + standart sapma olacak sekilde kaydedilerek SPSS 20,0 paket programi
(SPSS Inc. ABD) ile %95 giiven araliginda ANOVA testi ile test edilmistir.

3.3. Sonu¢ ve Tartisma

3.3.1. Kimyasal kompozisyon
Kenevir tohumunun, yagi alinmis unun (YKTU) ve KTP izolatinin genel kimyasal

kompozisyonu Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Kenevir tohumunun, yagt alinmis unun (YKTU) ve protein (KTP)
izolatinin kimyasal kompozisyonu (g/100 g taze agirlik).

Protein Yag Nem Kiil  Karbonhidrat
Tohum 254+05 357+0,3 6,6+ 0,2 48+0,0 275+1,0
YKTU 55,3+0,8 1,8+0,0 6,8+ 0,5 8,0+0,3 28,1+1,6
KTP 90,0+0,2 0,6+0,0 56+0,1 26+0,0 1,2+0,3

Kenevir tohumunun genel kimyasal kompozisyonu %25,4 protein, %35,7 yag, %6,6
nem, %4,8 kiil ve %27,5 karbonhidrat igermektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda kenevir
tohumunun kimyasal kompozisyonu %24,8 protein, %35,5 yag, %6,5 nem, %5,6 kiil
(Callaway, 2004); %26,1 protein, %37,3 yag, %8,5 nem, %5,0 kiil (Das, 2015) ve
%23,8-28 protein, %26,9-30,6 yag, %1,1-7,2 nem, %5,1-5,8 kiil (Vonapartis ve ark.,
2015) olarak rapor edilmistir. Bu tez kapsaminda materyal olarak kullandigimiz
“Narlisaray” kenevir ¢esidinin kimyasal kompozisyonun literatiirdeki verilerle uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Kimyasal kompozisyonlarda goriilen kismi farkliliklar tohum

cesidine, toprak ve iklim kosullarina bagh olarak ortaya ¢ikabilmektedir.
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Yagi alinmig unun kimyasal kompozisyonu %55,3 protein, %1,8 yag, %6,8 nem ve
%8,0 kiil olarak saptanmugtir (Tablo 3.2). Literatiirde yagi alinmig unun kimyasal
kompozisyonu %33,5 protein, %11,1 yag, %5,6 nem, %7,2 kiil (Callaway, 2004);
%350,2 protein, %6,7 nem, %3,2 kiil (Tang ve ark., 2006); %52,5 protein, %1,54 yag,
%2,1 nem, %6,5 kiil (Teh ve ark., 2014) ve %29,4 protein, %10,4 yag, %8,7 nem,
%6,4 kiill (Mamone ve ark., 2019) seklindedir. Farkli yag uzaklagtirma prosesleri,
kullanilan solvent, solventin konsantrasyonu, ekstraksiyon siiresi ve partikiil boyutu
gibi faktorler tohumda kalan yag oranmmi ve yagsiz unun genel Kkimyasal
kompozisyonunu etkilemektedir. Calismada yagsiz tohumda %1,7 yag igerigine
ulasilmasi yag uzaklastirma isleminin etkin sekilde yapildigini gostermektedir. Yag
uzaklastirma igleminin etkin sekilde yapilmasi, protein-yag interaksiyonun

azalmasiyla protein ekstraksiyon verimi agisindan 6nem tagimaktadir.

Protein izolatinin kimyasal kompozisyonuna bakildiginda KTP’nin protein igerigi
%90,0, yag igerigi %0,6, nem ve kiil igerigi ise sirasiyla %5,6 ve %2,6’dir (Tablo 3.2).
Literatiirde kenevir protein izolatlarinin kimyasal bilesimine dair birgok calisma
mevcuttur. Calismamizdaki verilere benzer sekilde kenevir protein izolatinin genel
kimyasal kompozisyonunu %86,9 protein, %3,9 nem, %2,6 kiil (Tang ve ark., 2006);
%86,4 protein, %5,6 kiil (Das, 2015); %85,9 protein %0,0 yag %2,1 nem %0,5 kiil
(Mamone ve ark., 2019) oldugu farkli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Bu
caligmalardaki protein icerigi (%), elde ettigimiz protein izolatinin protein igeriginden
daha diisiik degerleri gostermektedir. Buna ragmen; kenevir protein izolatinda %90,5—
95,2 araliginda protein igerigine ulasan ¢alismalar da mevcuttur (Girgih ve ark., 2014;
Teh ve ark., 2014; Hadnadev ve ark., 2018). Kenevir protein izolatinin genel kimyasal
kompozisyonunda yer alan protein (%) degerlerindeki farklilik, ekstraksiyon ve
coktiirme yontemlerinden (miselizasyon, alkali veya asidik ortamda hidroliz;
izoelektrik noktada veya diyaliz ile proteini ayirma), farkli sicaklik uygulamasi, enzim

uygulamasi veya iyonik katki maddesi ilavesi vd. etkenlerden kaynakli olabilmektedir.

3.3.2. Akustik enerji yogunlugu
USH uygulamasinda (20 kHz; 13 mm prob) akustik enerji yogunlugu alan cinsinden
%45, %65 ve %85 genlik degerleri i¢in sirastyla 6-11 W/cm?, 27-32 W/cm? ve 48-52

W/cm? olarak hesaplanmustir. Akustik enerji yogunlugu hacim cinsinden ise %45, %65
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ve %85 genlik degerleri i¢in sirastyla; 7-12 W/100 mL, 31-36 W/100 mL ve 54-58
W/100 mL’dir. Toz haldeki KTP ve USH uygulanan KTP’lerin goriintiisii Sekil

3.1°deki gibidir.
85

USH genlik (%) 85 85 85 Kontrol
Konsantrasyon (%) 6 10 2 6
USH siire (dk.) 15 10 10

e

USH genlik (%) 65 65 65 65 65
Konsantrasyon (%) 10 2 6 10 2
USH siire (dk.) 15 15 10 5 5

USH genlik (%) 45 45 45 45
Konsantrasyon (%) 6 10 2 6
USH siire (dk.) 15 10 10 5

Sekil 3.2. Deneme tasarimina gore farkli genlik, konsantrasyon ve siirelerde USH
uygulanan KTP izolatlarinin toz formdaki gorselleri.

3.3.3. Ultrases homojenizasyon parametrelerinin optimizasyonu

3.3.3.1. Model uygunlugu

KTP’nin ¢oziiniirliik ve partikiil boyutu, Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak 15
farkli deneme diizeninde USH genlik, protein konsantrasyonu ve USH uygulama
stiresi degiskenlerine karst ger¢ek ve tahmini yanitlariyla birlikte Tablo 3.3’te
verilmistir. YYY ile elde edilen modellerin regresyon katsayilar1 ve varyans analizi

Tablo 3.4'te 6zetlenmistir.
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4%

Tablo 3.3. Box-Behnken deney tasarimina gore USH uygulama kosullarinin ¢oziiniirliik ve partikiil boyut yanit degerleri. A: USH genlik
(%), B: protein konsantrasyonu (%), C: USH siire (dK.).

Bagimsiz degiskenler Coziiniirliik (%) Partikiil boyutu (nm)
A B C Gergek Tahmini Bagil hata Gergek Tahmini Bagil hata
1 45 (-1) 2 (-1) 10 (0) 24,0 23,6 1,7 155,2 152,0 2,1
2 45 (-1) 6 (0) 15 (+1) 26,2 26,0 0,8 140,5 142,7 -1,5
3 65 (0) 6 (0) 10 (0) 35,8 36,2 -1,1 98,2 100,3 2,1
4 65 (0) 10 (+1) 15 (+1) 20,4 19.4 52 177,7 180,4 -1,5
5 45 (-1 6 (0) 5 (1 26,9 26,4 1,9 134,6 140,5 -4,2
6 85 (+1) 6 (0) 15 (+1) 24,1 24,6 -2,0 150,5 144,6 4,1
7 85 (+1) 6 (0) 51 33,3 33,5 -0,6 108,3 106,1 2,1
8 65 (0) 6 (0) 10 (0) 35,9 36,2 -0,8 101,0 100,3 0,7
9 65 (0) 10 (+1) 5 (-1) 34,0 33,4 1,8 110,5 109,5 0,9
10 85 (+1) 2(-1) 10 (0) 27,8 26,6 4,5 130,3 135,2 -3,6
11 45 (-1) 10 (+1) 10 (0) 22,7 23,9 -5,0 159,3 154,4 3,2
12 85 (+1) 10 (+1) 10 (0) 26,1 26,6 -1,9 135,6 1388 -2,3
13 65 (0) 2 (-1) 15 (+1) 28,0 28,6 -2,1 125,9 126,9 -0,8
14 65 (0) 6 (0) 10 (0) 36,8 36,2 1,7 101,8 100,3 1,5
15 65 (0) 2 (-1) 5 (-1) 22,9 23,9 -4,2 159,8 156,9 1,7




Tablo 3.4. KTP’nin modifikasyonu i¢in USH uygulama kosullarinda kuadratik
modelin varyans analizi.

Coziiniirliik Partikiil boyutu
k F P k F y/

Katsay1 +36,17 +100,33
A-Genlik +1,44 11,51 0,0194 -8,11 15,50 0,0110
B-Konsant. +0,0625 0,02 0,8885  +1.,51 0,54 0,4959
C-Siire -2,30 29,45 0,0029  +10,20 24,51 0,0043
AB -0,10 0,03 08740  +0,30 0,01 0,9220
AC -2,12 12,57 0,0165 49,08 9,70 0,0264
BC -4,67 60,84 0,0006  +2523 74,94 0,0003
A2 -4,86 60,65 0,0006 +17.41 32,95 0,0022
B2 -6,16 97,46 0,0002 427,36 81,37 0,0003
2 -3,68 34,86 0,0020 +15,73 26,91 0,0035
Model 0,0007 0,0010
Model 7,23 0,1240 15,17 0,0625
uyumsuzlugu
(Lack-of-fit)
R? 0,9827 0,9804
Diizeltilmis R 0,9515 0,9450
Varyans 4,23% 4,39%
katsayist
Etkili
faktorler
Genlik <0,05 <0,05
Konsantrasyon - -
Siire <0,01 <0,01

*A: USH genlik, %, B: protein konsantrasyonu, a/h, C: USH siire, dk.

Design Expert programinda hem protein ¢oziintirliigii hem de partikiil boyutuna iliskin
kuadratik model Onerilmistir. Model uyumsuzlugu (Lack-of-fit), F-testi ve varyans
analizi (ANOVA) sonuglar1 degerlendirilerek elde edilen modellerin uygunlugu ortaya
koyulmustur. Ikinci dereceden ¢dziiniirliik ve partikiil boyutu modelleri i¢in "model
uyumsuzlugu" degerleri sirasiyla 0,1240 ve 0,0625 olarak bulunmustur. Model
uyumsuzlugunun olasilik (p) degerinin 0,05’ten fazla olmasi 6nerilen ikinci dereceden
modellerin  deneysel tasarim i¢in uygun oldugunu gostermektedir. Model
uyumsuzlugu i¢in goriilen yiiksek F ve p degerleri, elde edilen modellerin 6nemli
oldugunu kanitlamistir. Modeldeki terimlerin p<0,05 olmasi deneme tasariminda elde

edilen modellerin KTP’nin ¢oziliniirliik ve partikiil boyut yanitlarin1 tanimlamada
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yeterli oldugunu gostermistir. Protein ¢oziiniirligii ve partikiil boyutu i¢in kodlanmis
degerler baz alinarak olusturulan regresyon denklemleri asagida 3.13 ve 3.14°te

verilmistir.
Cozinturlik = +35,17 + 1,44A + 0,0625B — 2,30C — 0,10AB
—2,12AC — 4,67BC — 4,86A%? — 6,16B? — 6,38C? (3.13)

Partikiil boyutu = +100,33 — 8,11A 4+ 1,51B 4+ 10,20C + 0,30AB
+9,08AC + 25,22BC + 17,41A% + 27,36B* + 15,73C> (3.14)

Burada A: USH genlik, B: protein konsantrasyonu, C: USH siire.

Her bir bagimsiz degiskenin ¢oziintirliik tizerindeki etkisini gdsteren p degeri ANOVA
ile Tablo 3.4’te gosterilmistir. Belirlenen ¢oziiniirliik modeli bagimsiz degiskenleri
uygun sekilde yanitlayabilecek yeterlilikte 6nemlidir (p<<0,05). Lineer regresyonda
“Genlik” ve “Siire” degiskenleri 6nemli (p<0,05) iken “Konsantrasyon” degiskeni
onemsizdir (p>0,05). Kuadratik modelde Genlik*Konsantrasyon interaksiyonu
onemsiz (p>0,05) iken diger tiim kuadratik ve interaksiyon regresyonlari dnemlidir
(p<0,05). Modeldeki her bir degisken igin diisiik p degeri ve yiiksek F degeri yanit

degiskeni iizerindeki etkinin dnemini gostermektedir.

ANOVA tablosu, USH genliginin ve uygulama siiresinin hem ¢oziiniirliik hem de
partikiil boyutu agisindan istatistiksel olarak anlamli oldugunu (p<0,05), protein
konsantrasyonunun ise anlamli olmadigmi (p>0,05) gostermistir. Tablo 3.4’te
gosterildigi gibi, ikinci dereceden regresyon modelleri i¢in belirlenen regresyon
katsayis1 (R?), ¢oziiniirliik igin 0,9827 ve partikiil boyutu i¢in ise 0,9804 tiir. Giiglii bir
istatistiksel model i¢in R%’nin en az 0,80 olmas1 gerekmektedir (Joglekar ve ark.,
1987). Yiiksek regresyon katsayis1 (R?), deneysel ve tahmini yanitlar arasindaki uyum
anlamma gelmekte ve elde edilen modellerin yanitlarinin tahminlemede yeterli

oldugunu gostermektedir.

3.3.3.2. Bagimsiz degiskenlerin c¢oziiniirliik ve partikiil boyutu iizerine etkisi

Coziiniirlik proteinlerin denatiirasyon ve agregasyon formlar1 hakkinda bilgi
vermenin yani sira diger tiim fonksiyonel Ozelliklerini de birinci dereceden
etkilemektedir. Proteinlerin yiiksek ¢oziiniirliik gostermesi daha iyi fonksiyonel

Ozelliklere sahip olmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Arzeni ve ark., 2012). YYY ile
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elde edilen deney tasariminda, farkli parametrelerde USH uygulamasi sonrasi elde
edilen proteinlerin ¢oziniirlik degerleri %20,4 ile %36,8 arasinda degisim
gostermistir (Tablo 3.3). Uygulama yapilmamis KTP’nin ¢6ziintirligi %20,3 iken
USH uygulamasindan sonra maksimum ¢oziiniirliik R14 tasariminda (%65 genlik, %6
protein konsantrasyonu, 10 dk., 30 W/cm?) %36,8 olarak bulunmustur. Tablo 3.4’¢
gore USH genlik parametresi KTP’nin ¢oziiniirliigli iizerinde pozitif bir etkiye
sahipken, USH uygulama siiresi negatif etki gostermistir. Ancak USH genliginin
¢Oziintlirliikk lizerindeki etkisi USH uygulama siiresine kiyasla daha diisiik olmustur.
Tablo 3.4’te gosterildigi gibi, bagimsiz degiskenlerden protein konsantrasyonu, %2—
10 protein konsantrasyon araliginda, ¢oziiniirlik ve partikiil boyut yanitlart igin
Onemsiz bir faktordiir (p> 0,05). Coziiniirliik ve partikiil boyutu i¢in denklem 3.13 ve
denklem 3.14’e gore olusturulan 3B yanit yiizey grafikleri Sekil 3.3’te verilmistir. 3B
yanit ylizey grafiklerinde iiclinci bagimsiz degisken, degiskenler arasindaki
etkilesimin etkisini anlamak i¢in sabit tutulmustur. Coziinlirlik igin yilizey yanit
analizinde, Genlik*Siire (p= 0,0165) ve Siire*Konsantrasyon (p= 0,0006) arasindaki
etkilesimlerinin onemli oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
Genlik*Konsantrasyon arasinda anlamli bir etkilesim bulunamamistir (p> 0,05). USH
uygulamasinda 5-10 dakika ve %45-65 genlik araliginda (6-11 W/cm?, 27-32
W/cm?) ¢oziiniirliik %22,7'den %36,8'e dogrusal olarak artmustir (Sekil 3.3 Al).
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Sekil 3.3. Farkli USH uygulama kosullar1 sonucu KTP izolatinin ¢oziiniirliik ve
partikiil boyutu tlizerinde genlik, konsantrasyon ve siirenin etkisini gosteren
3B yanit ve kontur grafikleri.

Coziiniirlikteki bu artis, protein molekiillerinin kismen agilmasiyla artan protein-su
etkilesimine baglanabilir. Bununla birlikte, %65 iistii genlik ve 10 dakikadan (30
W/cm?) daha uzun USH uygulama siirelerinde KTP’nin ¢oziiniirliigii azalis
gostermistir. Bu azalma, kovalent olmayan etkilesimler sonucu protein molekiillerinin
daha yiiksek molekiil agirlikli agregatlara doniismesiyle iliskilendirilebilir. Bu
bulguyla uyumlu olarak, Malik ve ark. (2017), 58-61 W/cm? giicte USH uygulanan
aycigegi protein izolatlarinin ¢oziintirligiiniin artan uygulama siiresiyle (20 dakikaya
kadar) arttigini bildirmistir; ancak, bu artis daha uzun siireli USH uygulamalarinda
gbzlenmemistir. USH uygulanan perilla tohum protein izolat1 (Zhao ve ark., 2022),
nohut protein izolat1 (Wang ve ark., 2020), siyah fasulye protein izolat1 (Jiang ve ark.,
2014) ve bakla proteini (Martinez-Velasco ve ark., 2018) igin de benzer sonuglar rapor
edilmistir. Yiiksek genlik ve uzun siire kombinasyonundaki USH uygulamasi
literatiirde ‘asir1 uygulama’ (over-process) olarak tanimlanmustir. Benzer sekilde,

Jiang ve ark. (2014), siyah fasulye protein izolatlarinin ¢6ziiniirliigiiniin artan USH
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genlik ve uygulama siiresi (300 W, 12 dakikaya kadar) ile arttigin1 belirtmis, ancak
daha yogun USH uygulamalarimin siyah fasulye proteinlerinin ¢oziiniirliigiinii
azalttigini belirtmislerdir. Bu durumu asir1 USH uygulama kosullarinin siyah fasulye
protein izolatlarinin igindeki hidrofobik ve gomiilii merkapto gruplarini serbest hale
gecirmesi Ve ¢oziinmez makromolekiiler agregatlarin olusumunu tetiklemesi seklinde

yorumlamislardir.

USH uygulamasinin protein ¢oziiniirliigiinde meydana getirdigi degisimde uygulanan
USH gii¢ ve siire parametrelerinin yani sira proteinin sahip oldugu molekiiler yap1 da
etkili olmaktadir (Arzeni ve ark., 2012). KTP’nin yiiksek oranda globiiler-edestin
proteini igermesi, molekiiller arasi kovalent disiilfit baglar olusturarak kompakt
yapidaki agregatlarin olusumuna neden olmaktadir (Tang ve ark., 2006). Bu da
KTP’nin USH uygulamasindan etkilenme derecesini degistirebilmektedir. Ayrica
KTP’nin 118 protein yapist ¢oziiniirligiin en diisiik oldugu yiiksek molekiil agirlikls,
hidrofobik/hidrofilik ~ dengesi yiiksek olan fraksiyonudur (Ajibola, 2020).
Coziintirliikteki artis 11S  fraksiyonundaki degisim ile iliskilendirilebilir. USH
uygulamasinin neden oldugu kavitasyonel baloncuklarin patlamasiyla olusan sicaklik
ve basinctaki bolgesel artis, tiirbiilans akis ve kesme kuvveti protein baglarinin
kirilmasina ve proteinlerin kismi denatlirasyonuna neden olmaktadir. Protein
yapisinda bozulan bazi interaksiyonlarin etkisiyle ¢oziinmez proteinlerin ¢oziiniir
yapiya doniismesi miimkiin olabilmektedir (Jambrak ve ark., 2009). Ayrica, USH
uygulamasi sonrasi globiiler formdaki KTP’nin 3 boyutlu yapisinda meydana
gelebilecek degisim yiiklii gruplarin (NH4™, COQ") sayisini artirarak protein-su arasi
elektrostatik etkilesimlere yol agabilmektedir.

USH isleminin KTP'nin partikiil boyutunu 6nemli Ol¢iide azalttigi Tablo 3.3°de
gosterilmigtir. KTP'nin partikiil boyutu 180,5 nm iken deneme tasarimdaki farkli
proses kosullarinda, partikiil boyutu degerleri 98,2-177,7 nm arasinda degisim
gostermistir. USH uygulamalarindan sonra KTP’nin en diisiik partikiil boyutu deneme
tasariminda Rz ile kodlanan proses kosullarinda verildigi lizere (%65 genlik, %6
protein konsantrasyonu ve 10 dakika) 98,2 nm’dir. ANOVA tablosuna gore (Tablo
3.4), %2-10 araligindaki protein konsantrasyonunun ¢oziiniirlik ve partikiil boyutu
icin 6nemsiz bir faktor oldugu ortaya ¢ikmistir. Benzer sekilde, USH islem siiresinin

KTP’nin partikiil boyutu iizerindeki etkisi, genligin etkisinden daha yiiksektir. 3B
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yanit yiizey grafiklerinde (Sekil 3.3 B2), USH uygulama siiresinin (10 dakikaya kadar)
ve genligin (%65'e kadar) arttirilmasiyla partikiil boyutunun azaldig:1 ortaya
koyulmustur. Bununla birlikte, yiiksek genlik seviyelerinde (>%65) artan USH
uygulama siiresi ile partikiil boyutunda artis gozlenmistir. Literatiirde benzer sekilde,
USH uygulamasimin proteinlerin partikiil boyutunu azalttigi bildirilmistir (Jiang ve
ark., 2014, Malik ve ark., 2017, Zhu ve ark., 2018). Protein izolatlarinin partikiil
boyutundaki azalma, USH’un kesme kuvveti, mikro akis ve sok dalgalarina
baglanabilir. USH uygulamasi, protein yapisindaki hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimlerin kirilmasma neden olabilmektedir (Kadam ve ark., 2015, Shirsath ve
ark., 2012). Zhu ve ark. (2018) tarafindan 1limli USH islem kosullarmnin ceviz
proteininin partikiil boyutunu azalttig1 bildirilmistir. Bununla birlikte, arastirmacilar
ceviz proteinine uygulanan USH’nin siiresinin 15 dakikadan 30 dakikaya

uzatilmasiyla daha biiyiik protein kiimelerinin olustugunu rapor etmislerdir.

Maksimum ¢oziiniirliik ve minimum partikiil boyutuna dayali optimum USH islem
kosullar1 %71,4 genlik, %6,9 konsantrasyon ve 7,8 dakika (20 kHz, 37 W/cm?) olarak
belirlenmistir. Model validasyonu i¢in optimum islem kosullarinda dogrulama
deneyleri yapilmigtir. Optimum noktada, KTP-USH'nin deneysel ¢oziiniirligi ve
partikiil boyutu degerleri sirasiyla %36,15 £ 0,12 (tahmini %36,88) ve 97,6 + 1,3 nm
(tahmini 96,04 nm) olarak elde edilmistir. Tahmini ve deneysel yanitlarin bagil hata
degeri %10,0’u gegmemelidir. Hesaplanan bagil hata degerleri ¢oztiniirliik ve partikiil
boyutu i¢in sirasiyla %2,0 ve %1,6’dir. Tahmini ve gergek yanitlarin birbirine yakin
olmasiyla elde edilen modellerin dogrulugu teyit edilmistir. Optimum USH kosullar1
altinda (%71,4 genlik, %6,9 konsantrasyon, 7,8 dakika; 20 kHz, 37 W/cm?) KTP’ye
kiyasla ¢ozliniirlik %78 artarken; partikiil boyutu %46 azalmistir.
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3.3.4. Fizikokimyasal 6zelliklerde birincil yap1 degisimi

3.3.4.1. Amino asit dagilimi
KTP ve optimum kosullarda hazirlanan KTP-USH’nin amino asit profilleri Tablo

3.5’te sunulmaktadir.

Tablo 3.5. KTP ve KTP-USH’nin amino asit dagilimi (g/100 g).

Amino asit (g/100 g) KTP KTP-USH
Alanin 4,262 + 0,001° 4,314 + 0,000
Arginin 12,829 + 0,0072 12,253 +0,002P
Aspartik Asit 9,926 + 0,001° 10,428 + 0,0012
Sistein 1,676 + 0,001° 1,754 + 0,000
Glutamik Asit 16,478 £ 0,007° 16,616 + 0,0072
Glisin 5,312 + 0,0012 3,685 + 0,000P
Histidin 3,368 + 0,0072 2,953 +0,001°
Izol6sin 2,908 + 0,0052 2,682 = 0,003°
Losin 6,679 + 0,0032 6,568 = 0,010P
Lisin 4,831 + 0,002 4,070 + 0,001°
Metiyonin 2,229 + 0,0012 2,169 + 0,006°
Oritin 0,442 + 0,000° 0,492 + 0,0002
Fenilalanin 4,953 + 0,000 4,801 + 0,003°
Prolin 4,473 +0,0072 4,367 + 0,006°
Serin 5,648 + 0,000° 6,198 + 0,0012
Treonin 3,276 + 0,0012 3,221 + 0,005°
Tirozin 3,455 + 0,0012 3,270 = 0,007°
Valin 4,718 + 0,0002 4,640 + 0,001°
Taurin 0,000 + 0,000 0,000 + 0,0002
EAA* 26,283 + 0,010° 31,108 + 0,015°
HAA** 35,537 + 0,008? 33,231 + 0,005"

Farkli harflere sahip ornekler satir boyunca 6nemli 6lgiide farklidir (p <0,05). Degerler ortalama + standart sapma, n = 3 olarak
ifade edilmistir.

*EAA Esansiyel amino asit ierigi (histidin + izolosin + 18sin + lizin + metiyonin + fenilalanin + treonin + valin)

**HAA Hidrofobik amino asit icerigi (glisin, alanin, valin, 16sin, izol6sin, prolin, fenilalanin, metiyonin, triptofan)

KTP-USH’nin amino asit dagilimi1 KTP ile karsilastirildiginda tiim amino asitlere dair
profilin degistigi goriilmiistiir. KTP’nin esansiyel amino asit igerigi USH
uygulamasindan sonra 26,28 + 0,01°den 31,11 + 0,01 g/100 g’a yiikselirken, KTP’nin
hidrofobik amino asit igerigi 35,54 + 0,01’den 33,23 + 0,01 ¢g/100 g’a diismiistiir.
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Benzer sekilde, Li ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, USH uygulamasinin
(58 W/L, 15 dk.) toplam hidrofobik amino asit igerigini azalttigi bildirilmistir.
Bulgularimizin aksine, Li ve ark. (2017), USH isleminden sonra (448 W, 40 dk.) piring
proteininin hidrofobik amino asit iceriginde %4,78’lik bir artis oldugunu beyan

etmistir.

3.3.4.2. Molekiil agirhk dagilim (SDS-PAGE)
SDS-PAGE’in indirgen (+2-ME) ve indirgen olmayan (-2-ME) kosullar1 altinda KTP
ve KTP-US’nin protein bantlart Sekil 3.4’te verilmistir.

Marker KTP KTP-USH KTP KTP-USH
(kDa)

150,
100-
7. q Edestin
50. "
3. Asidik altbirim

——

2. :
P> N o ﬁ u_l-’ Bazik altbirim

15.
'

- | — -‘l_Aj,‘-_J

indirgen Indirgen olmayan
(+) 2-ME (-) 2-ME

Sekil 3.4. KTP ve KTP-USH’nin indirgen (+2-ME) ve indirgen olmayan (-2-ME)
kosullar altindaki SDS-PAGE profilleri.

SDS-PAGE profilinde, ~60 kDa’daki baskin bant edestin proteinine karsilik
gelmektedir ve diger bantlar ~37 kDa’da asidik alt birim ve ~18 kDa’da bazik alt birim
olarak adlandirilmaktadir (Wang ve ark., 2019). USH uygulamasi sonrasi, KTP’nin
SDS-PAGE protein profilinde olusan bantlarin hem say1 hem de yogunluklarinda
gozle goriiliir bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu gézlem, USH etkisiyle protein
yapisindaki peptit baglarinin kirilmadigini ortaya koymustur.

Ayni protein 6rneginde indirgen ve indirgen olmayan kosullar degerlendirildiginde ise
olusan protein fraksiyonlar1 degismistir. indirgen olmayan kosullarda edestin band:

(60 kDa) baskin iken, indirgen kosullar altinda disiilfit baglarinin kirilmasiyla daha
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diisiik molekiil agirliklarinda iki farkli bant (37 kDa-asidik alt birim, 18-20 kDa-bazik
alt birim) gozlenmistir. Bunun nedeni muhtemelen 2-ME’nin proteinlerin disiilfit
baglarin1 kirarak daha kiiciik polipeptitlerin olusumuna neden olmasidir. Bu nedenle,
KTP’nin kompakt yapis1 ve agregasyon egilimi, protein bant profilinde de goriilen
edestin proteininin yogun varhig ile iliskilendirilebilir. Benzer sekilde bazi
aragtirmacilar USH uygulamasi sonrasinda proteinlerin elektroforetik modellerinde
onemli bir fark olmadigimi rapor ederek, bu caligmalarda kullanilan USH’nin
kavitasyon yogunluklariyla iliskili olarak proteinlerin birincil yapisinin degismedigini
one siirmiislerdir (Jiang ve ark., 2014, Wang ve ark., 2019). Nazari ve ark. (2018),
USH isleminin (73,95 W/cm?) dar1 proteinlerinde 40 ve 50 kDa yer alan protein
bantlarin1 kesme kuvvetlerinin etkisiyle degistirmesiyle birincil protein yapisinda

modifikasyon meydana getirdigini ne stirmiislerdir.

3.3.5. Fizikokimyasal 6zelliklerde ikincil yap: degisimi

3.3.5.1. Fourier doniisiimii kizilotesi spektrumu (FT-IR)
KTP ve KTP-USH’nin FT-IR spektrumlar1 Sekil 3.6’da verilmistir. Protein yapisi ile
ilgili birincil iliskili pikler temelde Amid A, Amid 1, Amid 2 ve Amid 3 bolgelerinde

yer almaktadir.
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Sekil 3.5. KTP ve KTP-USH’nin FT-IR spektrumu.

N-H gerilme titresimleri (%95) Amid A bélgesinde (3500-3200 cm™) kendini
gostermektedir. KTP ve KTP-USH’nin Amid A titresimleri 3279 cm™ dalga
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numarasinda benzer degerlerde goriilmiistiir. Amid 1 bandi C=0 (%70-85) ve C-N
(%10-20) gerilme titresimlerini iceren 1700-1600 cm™ dalga numaras1 araliginda
olusmaktadir. Sekil 3.5’te gosterildigi gibi, USH uygulamasi sonrasinda Amid 1
(1700-1600 cm™) bolgesindeki pik 1636 cm™’den 1629 cm™’e kaymustir. Amid 1
bolgesindeki bu kayma KTP’nin USH uygulamasi sonrasinda ikincil yapisinda kismi
bir degisim meydana geldigini gostermektedir. Amid 2 bolgesinde (15801480 cm™)
N-H (%40-60), C-N (%18-40) ve C—C (%10) gerilme titresimleri baskindir. KTP
orneginin Amid 2 bolgesindeki (1580-1480 cm™) pik 1529 cm™’den 1524 cm™’e
kayma gostermistir. Amid 2 bandinda 1545-1551 cm™ ve 1521-1525 cm™ dalga
numaralar1 a-heliks ve B-sheet yapilarini1 gostermektedir. Dalga numarasindaki yiiksek
degerlere dogru olan kaymalar, USH uygulamasindan sonra proteinin ikincil yapisinda
rastgele sarim Ve [-sheet yapilara doniistimlerle iliskilendirilebilir (Stefanovié¢ ve ark.,
2017). Nazari ve ark. (2018), USH uygulanan dar1 proteininin Amid 2 bdlgesinin
benzer sekilde daha yiiksek dalga boylarma kaymasint USH sirasinda firetilen
kavitasyonel kuvvetlerinin etkisiyle olusan konformasyonel degisimlere baglamustir.
Amid 3 bolgesi (1400-1200 cm) daha karmasik baglar icerir. KTP-USH ve KTP’nin
Amid 3 bolgesinde 1234 cm™°de benzer piklere sahip oldugu gosterilmistir.

3.3.5.2. Ikincil yap1 dagihm (CD)

Dairesel dikroizm spektroskopisi (CD), proteinlerin ikincil yapilarini analiz etmek igin
kullanilan bir analiz teknigidir. Proteinin ikincil yapisi, amino asitlerin
konformasyonel diizeni ve farkli bolgelerdeki amino asitlerin etkilesimleri ile ilgilidir.
KTP ve KTP-USH’nin sivi formdaki molar eliptikligi 190-260 nm arasinda analiz
edilmistir. Tablo 3.6°da KTP ve KTP-USH’nin ikincil yapidaki a-heliks, B-sheet, -

turn ve rastgele sarim oranini1 gostermektedir.

Tablo 3.6. KTP ve KTP-USH’nin CD spektrumu ve ikincil yapi formlarinin

dagilimlari (%).
Ikincil yap1 (%) KTP KTP-USH
a-heliks 22,2 +0,5a 12,5+ 1,1b
B-sheet 42,6 +0,8b 48,8 £0,7a
B-turn 0,0 0,0
Rastgele sarim 352+0,1b 38,7+ 0,5a

*Farkl1 harflere sahip 6rnekler satir boyunca 6nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05). Degerler ortalama =+ standart sapma, n = 3 olarak
ifade edilmistir.
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USH uygulamasi KTP nin ikincil yapisinda genel dagilimdaki a-heliks yapinin oranini
azaltirken (%22,2’den %12,5¢), B-sheet (%42,6’dan %48,8’e) ve rastgele sarim
oranini (%35,2’den %38,7’ye) artirmistir. Protein yapisindaki bu konformasyonel
degisiklikler, USH isleminin kavitasyon, tiirbiilans ve mikro akis etkilerinden
kaynaklanabilir. FT-IR spektrumunda Amid 1 ve Amid 2 bdlgelerinde goriilen
kaymalar da proteinin ikincil yapisindaki oransal degisimi kanitlamistir. Zhu ve ark.
(2018), USH isleminden sonra ceviz proteininin B-sheet, B-turn ve rastgele sarim
yapisindaki artiglar1 bildirmistir. Arastirmacilar USH isleminin hidrojen baglarimi
bozarak o-heliks yapidan B-sheet’e, B-turn’e veya rastgele sarim yapilarina doniistime
neden olabilecegini vurgulamislardir. Benzer sekilde, Hu ve ark. (2013) 200, 400 ve
600 W’de (75-83 W/cm?, 105-110 W/cm? ve 131-138 W/cm?) USH islemi sonras1
soya proteininin ikincil yapisini aragtirmistir. Soya proteininin a-heliks ve rastgele
sarim yapilarmin 200 W giiciindeki USH uygulamasindan sonra azaldigini ve 600 W
giicindeki USH uygulamasindan sonra ise arttigini gozlemlemislerdir. USH’un
protein yapilart tzerindeki etkisi, protein fraksiyonlarma ve USH uygulama

parametrelerine baghdir.

3.3.6. Fizikokimyasal 6zelliklerde iiciinciil yap1 degisimi

3.3.6.1. Zeta potansiyeli

Tablo 3.7’de KTP’nin USH uygulamasi sonrasinda negatif zeta potansiyel ({)
degerinin -22,30 mV’den -27,80 mV’ye (%25) arttig1 goriillmektedir. Bu sonuglar,
USH uygulamasinin katlanmamis protein yapilarina yol agarak proteinin i¢ kismidan
cevreye daha fazla negatif yilikli gruplarin agiga ¢ikmasina neden olabilecegini
gostermistir. Boylece USH uygulamasi sonrasinda daha stabil yapida KTP-USH

stispansiyonu elde edilmistir.
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Tablo 3.7. KTP ve KTP-USH’nin zeta potansiyeli ({, mV), serbest SH grup igerigi
(umol/g protein), denatiirasyon sicakligi (Td, °C), entalpi (J/g) ve ylizey
hidrofobisitesi (Ho)degerleri.

¢ SH Serbest Td Entalpi Ho
(V) qmolg O (Vg (Au)
KTP -22,30 £ 0,40b 2,65+0,11b  77,97+0,12b 14,10+2,11a  5616,6+173,1b

KTP-USH -27,80+1,70a 4,22 +0,05a 81,00+0,05a 12,70+2,52b  8082,6+131,0a

* Farkli harflere sahip ornekler siitun boyunca 6nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05). Degerler ortalama + standart sapma, n = 3 olarak
ifade edilmistir.

Nazari ve ark. (2018), USH isleminin (sirasiyla 5, 12,5 ve 20 dk. igin 18,4, 29,58 ve
73,95 W/cm?) dar1 proteini iizerindeki etkisini incelemistir. USH uygulamasindan
sonra dar1 proteininin zeta potansiyeli -32,9 mV’den -42,2 mV’ye yiikseldigi rapor
edilmistir. Arastirmacilar, goriilen bu artisin, proteinin yapisal modifikasyonu ve
amino asitlerin ¢oziiciiye maruz kalmasi ile iliskili olabilecegine dair yorum
yapmuglardir. Yiiksek yiizey yiikii, protein partikiilleri arasindaki elektrostatik itmeyi
giiclendirerek protein agregasyonunu engellemektedir (Stefanovié¢ ve ark., 2017). Elde
ettigimiz FT-IR sonuclar1 da tersiyer yapidaki konformasyonel degisimi USH

uygulamasindan sonra Amid 1 ve Amid 2 bolgelerindeki kaymalar ile dogrulamistir.

3.3.6.2. Yiizey hidrofobisitesi

Yiizey hidrofobisitesi (Ho) proteinlerin ¢oziiniirliik, emiilsiyon, kopiik olusturma gibi
fonksiyonel Ozelliklerinde etkili olan onemli bir yapisal karakteristigidir. Yiizey
hidrofobikligi, hidrofobik etkilesimler yoluyla proteinin emiilsifiye etme ve kopiirme
gibi fonksiyonel 6zellikleri icin kritik olan, protein yiizeyindeki hidrofobik gruplarin
sayisini gosterir (Kato ve Nakai, 1980; Kato ve ark., 1982).

KTP-USH’nin yiizey hidrofobikligi (8082,6 Au), KTP nin yiizey hidrofobikliginden
(5616,6 Au) 6nemli dlgiide (p<0,05) daha yiiksektir (Tablo 3.7). Bu durum, USH
uygulamasi ile ylizeyde daha fazla hidrofobik grubun agiga ¢iktigini géstermistir.

I¢sel floresan emisyonu, proteinin kismi denatiirasyonu, agregasyonu ve iiciinciil yap1
degisikliklerini belirlemek i¢in kullanilan baska bir spektroskopik analiz parametredir
(Jiang ve ark., 2014). KTP ve KTP-USH’un igsel floresan emisyon spektrumlar1 Sekil

3.6°da verilmistir.
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Sekil 3.6. KTP ve KTP-USH nin floresan yogunlugu.

USH uygulamasindan sonra, KTP’nin floresan yogunlugu (FI) 2002 Au’dan 1754
Au’ya diiserken, maksimum emisyon dalga boyu (Amax) 336,8 nm’den 341,0 nm’ye
kayma gostermistir. FI’deki bu diisiis ve Amax’taki artis, USH uygulamasinin etkisiyle
protein yapisindaki kismi agilmadan kaynakli ¢oziicii ortama daha fazla maruz kalan
kromoforlara baglanabilir. Jiang ve ark. (2014), protein yapilarindaki agilma ile
gomiilii hidrofobik gruplarin protein yiizeyinde immobilize oldugunu bildirmislerdir.
Hidrofobik gruplarin proteinlerin gomiilii i¢ kisimlarindan yiizeye dogru hareketinin
bir sonucu olarak FI azalir ve Amax daha yiiksek dalga boylarina kayma gdosterebilir
(batokromik kayma) (Karoui ve Blecker, 2011). Kismen katlanmis veya katlanmamig
protein yapilarinda yer alan bu amino asitler ¢6ziicli ortamina taginir ve ¢dzeltinin
polaritesinde artisa neden olurlar (Jiang ve ark., 2014). Hidrofobik ortamda tirozin ve
triptofan amino asitleri yiiksek kuantum verimliligi ve ytiksek FI degerlerine sahiptir.
Ote yandan, hidrofilik ortamda bu amino asitlerin kuantum etkinligi diiserek diisiik
FI’ya neden olmaktadirlar. Bu durum, katlanmis yapidaki triptofan ve tirozin amino
asitlerinin genellikle proteinin i¢ kisimlarinda bulundugunu gostermektedir (Karoui ve

Blecker, 2011).
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3.3.6.3. Serbest siilfidril grup icerigi
Optimum kosullardaki USH uygulamasi sonrasi proteinlerin tersiyer yapisindaki
katlanma/acilma derecelerindeki degisim, serbest SH grubu igerigi ile tespit edilmistir.

KTP ve KTP-USH’nin serbest SH grup igerikleri Tablo 3.7°de verilmistir.

KTP’nin serbest SH grubu igerigi 2,65 + 0,11 pmol/g protein olarak bulunmustur. Bu
deger Tang ve ark. (2006) tarafindan bildirilen 3,9 umol/g protein degerinden daha
diistiktiir. Protein ekstraksiyon asamalar1 ve ¢esitsel farkliliklarin etkisiyle 6rneklerin
serbest SH grup igerigi degisebilmektedir. Sonikasyon uygulamasi, KTP’nin serbest
SH grup igerigini 2,65’ten 4,22 pmol/g’ye, %59’dan daha fazla oranda artirmistir.
KTP-USH’nin serbest SH grubu igerigindeki artigin iki olas1 nedeni olabilir. Bunlar;
kavitasyon ve kayma kuvvetlerinin etkisiyle proteinin i¢ SH gruplarinin yiizeydeki
aktivitesi ve daha kiigiik partikiil boyutlaridir. USH uygulamasiyla protein yapilarinin
modifiye edilmesine iliskin Onceki raporlarda da serbest SH grup iceriginde benzer
artiglar gorilmistir (Malik ve ark., 2017, Jiang ve ark., 2017). Bu sonuglarin aksine,
asirt USH uygulama kosullarinin soya proteinlerinin 7S ve 11S gruplarindaki SH grup
igerigini azalttig1 bildirilmistir (Hu ve ark., 2013). Jiang ve ark. (2017), USH
uygulanan proteinin serbest SH gruplarindaki artis1 kavitasyon etkisiyle kirilan SS
bantlarindan yeni SH gruplarmin olugmasina baglamiglardir. Aksine, Arzeni ve ark.
(2012) USH uygulamasinin peynir alti suyu, soya ve yumurta aki proteinlerinin serbest
SH gruplarinda herhangi bir farkliliga neden olmadigini belirtmiglerdir. Bu durumu,
proteinlerin  serbest SH  gruplarmin  hizla geri  doniigebilir  olmasiyla

iliskilendirmislerdir.

3.3.6.4. Termal davranisi

Termal stabilite, 1stya maruz kalan proteinlerin agregasyona karsi gosterdigi direng
olarak tanimlanir. Td (°C, denatiirasyon sicakligi) ve AH (J/g, entalpi) degerleri, bir
proteinin termal stabilitesini yansitmak i¢in diferansiyel taramali kalorimetre cihazi ile
hesaplanabilmektedir. KTP ve KTP-USH termogramlarindan elde edilen veriler Tablo
3.7’de verilmistir. Her iki protein 6rnegi de tek bir endotermik denatiirasyon piki
gostermistir. USH uygulamast KTP’nin Td degerini 77,97°C’den 81,00°C’ye
yiikseltirken, AH degerini 14,10 J/g’dan 12,70 J/g’ye diistirmiistiir. KTP’nin yiiksek
termal stabilitesi, edestin proteininin kompakt yapisi ile iliskilendirilebilir. Proteinin

termal davramisindaki degisiklikler, protein yapilarinin kismi denatiirasyonunu ve

58



yapisal modifikasyonunu kanitlamaktadir. Kesme kuvvetleri etkisiyle olusan
kavitasyon kabarciklari USH uygulanan proteinlerin molekiiller arasi baglarini
kirabilmektedir. Bu durum rapor ettigimiz FT-IR, serbest SH grubu ve zeta potansiyel
analiz verileri ile de dogrulanmistir. KTP ve KTP-USH’nin AH verilerine gore, USH
uygulamasi sonrasinda protein 6rnegini denatiire etmek i¢in daha az enerji gerektigi
ortaya koyulmustur. Literatiirde, USH ile muamele edilmis ayg¢icegi protein izolatinin
termogravimetrik Ozelliklerindeki degisiklikler, iigiinciil yapidaki konformasyonel
degisimlere baglanmistir. Vera ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, USH
uygulanan aygigegi ve kinoa proteinlerinin Td degerlerindeki artisin (81,6’dan
99,8°C’ye) hidrofobisitedeki artistan kaynaklandigi rapor edilmistir. Benzer sekilde,
Malik ve ark. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, ay¢igegi proteininin USH ile
islenmesinden sonra, Td ve AH degerleri sirasiyla 87,8’den 81,2°C’ye ve 6,1’den 4,3
J/g’a dismiistiir. Nazari ve ark. (2018), USH uygulanan dar1 proteinlerinin
denatiirasyon sicakliginda herhangi bir degisiklik saptamamustir, ancak arastirmacilar
USH uygulamasindan sonra proteinin AH degerinin distiiglinii belirtmislerdir.
Aragtirma ¢iktilarindaki bu farklihlk USH tarafindan indiiklenen c¢esitli protein
kaynaklarinin fizikokimyasal yapilarina, denatiirasyon/agregasyon derecelerine ve

molekiiler stabilitelerine sahip olmalari ile agiklanabilir.

3.3.7. Morfolojik ozellikler

3.3.7.1. Taramah elektron mikroskobu
Sekil 3.7’de USH uygulamasinin KTP’nin mikro yapisi {izerindeki etkisi taramali

elektron mikroskop (SEM) goriintiileri ile gosterilmistir.
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Sekil 3.7. KTP ve KTP-USH nin elektron mikroskop goriintiileri.
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KTP-USH izolati, KTP’ye kiyasla partikiil morfolojisi degismistir. Bu durum, USH
uygulamasi etkisiyle protein yapisinda serbest SH ve hidrofobik gruplarin artigina
baglanabilir. Ayn1 zamanda proteinlerin dondurarak kurutulmasi sirasinda bu SH
gruplar1 birbirleriyle etkilesime girebilmekte ve daha biiyiik protein agregalar
olusturabilmektedir. Benzer sekilde, Zhu ve ark. (2018), farkl gii¢ seviyelerinde (200,
400 veya 600 W) ve zamanlarda (15 veya 30 dk.) USH uygulanan ceviz proteininin

mikro yapisinin daha diizensiz ve biiyiik tabakalar halinde oldugunu bildirmistir.

3.3.8. Fonksiyonel 6zellikler

3.3.8.1. Su ve yag baglama kapasitesi

Proteinlerin yapisindaki hidrofilik/hidrofobik dengenin gostergesi olan su ve yag
baglama ozellikleri, iceriginde bulundugu gida iriinlerinin gevreklik, tekstiir gibi
kalite parametrelerini depolama siiresince etkilemektedir. KTP ve KTP-USH’nin

su/yag baglama kapasiteleri Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. KTP ve KTP-USH’nin su/yag baglama kapasitesi (%), emiilsiyon aktivite
(m?/g)/stabilite (dk.) indeksleri, kopiik kapasite/stabilitesi (%) ve jel
olusturma kapasitesi (%).

Fonksiyonel zellikler KTP KTP-USH

Su baglama kapasitesi (%) 1,20+0,09? 1,11+0,01?

Yag baglama kapasitesi (%) 1,78+0,03° 1,9740,042
Emiilsiyon aktivite indeksi (m*/g) 21,45+0,14° 28,14+0,08*
Emiilsiyon stabilite indeksi (dk.) 20,89+0,00° 30,88+0,932
Kopiik kapasitesi (%) 102,50+4,33° 163,50+4,092
Kopiik stabilitesi (%) 79,3642.40° 91,8142,64%
Jel olusturma kapasitesi (%) 22,00+0,002 18,00+0,00°

* Farkli harflere sahip drnekler satir boyunca énemli 6lgiide farklidir (p<0,05). Degerler ortalama =+ standart sapma, n = 3 olarak
ifade edilmistir.

USH uygulamasi sonrasinda KTP’nin su baglama kapasitesi degismezken; yag
baglama Kkapasitesi artmistir. Benzer veriler USH uygulanan aygigegi kiispe
proteinlerinde elde edilirken; bu degisimin proteinlerin molekiiler yapisindaki
denatiirasyon ve yiizey hidrofobisitesindeki artistan kaynaklandigi bildirilmistir
(Malik ve ark., 2017). USH uygulamasi sonrasinda artan hidrofobisite proteinlerin yag
molekiilii ile etkilesimini artirmaktadir (Resendiz-Vazquez ve ark., 2017). Yag

baglama kapasitesinin yiiksek olmasi gida teknolojisinde iiriin bilesimine giren yag
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miktarinin azaltilmasma, raf Omriiniin artirlmasina ve aroma bilesenlerinin

korunmasina yardimci olabilmektedir.

3.3.8.2. Emiilsiyon ozellikleri

Emiilsiyon aktivite (EA) ve stabilite (ES) indeksleri proteinlerin emiilsiyon
ozelliklerini gosteren 2 temel parametredir. Proteinler, sulu bir ortamda dagilmis yag
damlaciklarinin etrafinda film olusturarak emiilgator gorevi goriir ve boylece yag
damlaciklarinin birlesme, kremalasma, topaklanma veya cokelme gibi yapisal
degisikliklerini 6nlerler. EA, proteinin birim basina emiilsiyon haline getirilebilecegi
yag miktarin1 Olgerken; ES, emiilsiyonun belirli bir siire boyunca yapisindaki
degisikliklere direnme yetenegini Olger. Proteinlerde ¢oziiniirliik-agregasyon
arasindaki dengenin korunmasi amaciyla USH parametrelerinin optimizasyonu

emiilsiyon Ozelliklerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

KTP-USH ve KTP’nin emiilsiyon aktivite ve stabilite indeksleri Tablo 3.8’de
verilmistir. KTP’nin USH uygulamas1 sonrasinda emiilsiyon aktivitesi 21,45 m?/g’dan
28,14 m2/g’ya ve emiilsiyon stabilitesi ise 20,89 dk.’dan 30,88 dk.’ya artmistir. Benzer
sekilde USH etkisiyle proteinlerin emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesindeki artis soya
protein izolat ve konsantratinda (20 kHz; 15, 30 dk.; 600 W, Jambrak ve ark., 2009);
aycigegi kiispe proteininde (20 kHz; 5, 10, 20, 30 dk.; 500 W; %25 frekansta, Malik
ve ark., 2017); jak meyvesi ¢ekirdek proteininde (20 kHz; 200, 400, 600 W; 15 dk.,
Resendiz-Vazquez ve ark., 2017); dar1 proteininde (20 kHz; 5, 12,5; 20 dk.; 18,4;
29,58; 73,95 W/cm?, Nazari ve ark., 2018) ve ceviz proteininde de (200, 400, 600 W;
15, 30 dk., Zhu ve ark., 2018) rapor edilmistir. Ultrasonik islemden sonra protein
pargacik boyutunun azalmasi ve ¢oziiniirliigiiniin artmasi, emiilsiyonlarin yag-su
araytiziinde protein difiizyon hizin1 artirabilmektedir. Emiilsiyon hacmi bagina diisen
protein konsantrasyonunun artmasi, yag damlaciklariin adsorpsiyon kabiliyetini
gelistirebilmektedir (Zhao ve ark., 2022). Yiizey hidrofobisitesi verileriyle korelasyon
halindeki FT-IR verilerinden de anlasilacagi tizere USH uygulamast ile protein-protein
aras1 etkilesimler azalarak i¢ kisimlardaki gomiilii hidrofobik gruplar yiizeye yakin
konumlarda agiga ¢ikmistir. KTP’nin o6zelikle 2S fraksiyonu yiiksek emiilsiyon
aktivitesi gosterirken daha yiiksek molekiil agirhigina sahip 11S fraksiyonu proteinin
emiilsiyon dzelliklerini kisitlamaktadir (Ajibola, 2020). Malik ve ark. (2017) yaptiklar
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caligmalarinda (20 kHz; 5, 10, 20, 30 dk.; 500 W; %25 frekansta), diistik giigte USH
uygulamasinin proteinlerin emiilsiyon aktivitesini arttirdigint ancak; yiiksek giicte
uzun siire USH uygulanmasmin proteinlerin emiilsiyon aktivitesini ve stabilitesini

diistirdiigiinii rapor etmislerdir.

3.3.8.3. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi

Proteinlerin kopiirme 6zelligi, hava-sivi arayiizeyinde yapiskan viskoelastik film
olusturmasiyla ilgilidir (Wang & Damodaran, 1991). KTP nin kdplirme performansi,
USH uygulamasindan sonra 6nemli dl¢iide artmistir (Tablo 3.8). KTP-USH’nin kopiik
kapasitesi ve kopiik stabilitesi degerleri KTP’den sirasiyla %69 ve %16 daha
yiiksektir. Bu sonuglar, USH etkisiyle protein yapisindaki kismi denatiirasyona ve
hidrofobik gruplarin proteinin i¢ kisimlarindan ylizeye dogru acia cikmasina
atfedilebilir.  KTP-USH’nin artan hidrofobikligi kovalent olmayan hidrofobik
etkilesim yoluyla hava-su arayiizey filmini destekleyerek proteinlerin kopilirme
kapasitesini arttirmaktadir. Kiigiilen partikiil boyutu ve artan ¢oziiniirliik, daha kiiclik
hava kabarciklari tireterek proteinlerin kopiirme stabilitesini arttirabilmektedir (Malik
ve ark., 2017). Kiigiik hava kabarciklar1 deformasyona karsi daha direngli bir arayiiz
olusturur ve bdylece hava-su arayiiziinde hizlica hava molekiillerini ¢evreleyebilir
(Martinez-Velasco ve ark., 2018). Bir baska aciklama ise USH etkisiyle ortaya ¢ikan
kavitasyon kuvveti, bolgesel sicaklik artigt ve akustik akis, KTP-USH yapisinda
molekiiller aras1 baglarin kirilmasina yol agarak molekiiler yapinin hareketliliginin ve
esnekliginin artmasi seklinde yapilabilmektedir. Daha esnek protein yapilarinin
proteinlerin kopiik 6zelliklerini olumlu yonde modifiye ettigi bilinmektedir. Protein
izolatlarinin kopiirme performansinin ultrases homojenizasyon ile arttirilmasina
yonelik benzer ¢alismalar, aygicegi proteini izolat1 (Malik ve ark., 2017), soya proteini
izolat1 (Jambrak ve ark., 2009), bakla proteini izolat1 (Martinez-Velasco ve ark), dari
proteini izolat1 (Nazari ve ark., 2018), jak meyvesi tohum proteini izolat1 (Resendiz-

Vazquez ve ark., 2017) igin de rapor edilmistir.

3.3.8.4. Jel olusturma kapasitesi
Proteinlerin jellesmesi, puding, jole, tatlilar ve et gibi gida tiriinii formiilasyonlarinda
onemli fonksiyonel bir 6zelliktir. En disiik jellesme konsantrasyonu, kovalent ve

kovalent olmayan baglardan olusan 3 boyutlu ag yapisindaki kendi kendini
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destekleyen bir jel olusturmak i¢in en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir.
Protein boyutu, yapisi, esnekligi, molekiiller arasi etkilesimler, hidrofobiklik ve diger
amino asitlerin yapisal dagilimi gibi ¢esitli faktorler jel olusumunu etkilemektedir
(Wang & Damodaran, 1991). Tablo 3.8’de gosterildigi gibi, USH uygulamasi1 KTP’nin
jellesme kapasitesini %22’den %18’e diisiirerek, daha diisiik konsantrasyonda jel
eldesine imkan vermistir. Resendiz-Vazquez ve ark. (2017), USH uygulamasinin (20
kHz; 200, 400, 600 W; 15 dakika) jack meyve gekirdegi proteininin en diisiik jel
olusturma konsantrasyonunun (pH 6) %10°dan %4’e disirdiigiinii bildirmistir.
Arastirmacilar bu degisimin USH uygulamasi sonrasinda proteinin ¢oziintirliigiindeki
artisa baglamiglardir. Gelismis ¢ozliniirliik, protein jellerinin 3 boyutlu ag yapisina
katkida bulunmaktadir. Kavitasyon etkisiyle gémiilii hidrofobik gruplarin ve siilfidril
gruplarin agiga cikmasi disiilfit, hidrojen, hidrofobik ve Van der Walls baglar
olusturarak jellesmeyi kolaylagtirmaktadir. Boylece daha saglam ve diisiik
konsantrasyonlu jeller olusturulabilmektedir (Arzeni ve ark., 2012). Calismamizda
rapor ettigimiz Yyiizey hidrofobikligi analiz verilerine gére de artan hidrofobik baglar
daha az protein konsantrasyonuna sahip jellerin olusumunu saglayabilmektedir. Kismi
denatiirasyonun ve partikiil boyut kiiciilmesinin bir sonucu olarak artan protein
esnekligi 3-boyutlu jel olusumunu destekleyerek daha diisiik konsantrasyonda jel

olusumunu desteklemistir.

3.3.9. Biyoaktif ozellikler

3.3.9.1. Antioksidan aktivite
KTP ve KTP-USH’nin antioksidan aktiviteleri (DPPH, ABTS) Tablo 3.9’da

verilmistir.

Tablo 3.9. KTP ve KTP-USH’nin DPPH (%) ve ABTS (%) inhibisyon aktiviteleri.

DPPH (%) ABTS (%)
KTP 33,24 + 0,38 40,28 + 0,16
KTP-USH 45,76 + 0,13° 55,66 + 0,48°

* Farkli harflere sahip drnekler siitun boyunca 6nemli 6lgiide farklidir (p < 0,05).
* Degerler ortalama + standart sapma, n = 3 olarak ifade edilmistir.

64



USH uygulamasi1 KTP’nin DPPH (+%37,9) ve ABTS (+%38,2) inhibisyonunu 6nemli
Olgiide artirmigtir. Tang ve ark. (2006) tarafindan bildirildigi gibi USH ile muamele
edilmis proteinlerin antioksidan kapasitesi, serbest SH grubu igerigindeki artis
dolayisiyla gelismis olabilir. Ayn1 zamanda, proteinin antioksidan kapasitesindeki
artig, antioksidan Ozellikteki hidrofobik amino asitlerin igerigindeki artigla da
yakindan iliskilidir (Zhu ve ark., 2018). Sonikasyondan sonra artan antioksidan
kapasitenin bir baska olasi agiklamasi da partikiil boyutunun kiigiilmesi sonucu aktif
gruplarin yiizeydeki etkinligidir. Falcdo ve ark. (2019) USH uygulamasindan sonra
soya proteininin DPPH ve ABTS aktivitelerinde sirasiyla %68 ve %129 artis
bildirmistir. Arastirmacilar bu durumu, USH uygulamas: etkisiyle protein yapisindaki
bagli fenoliklerin salinmasi ve boylece daha iyi antioksidan aktivitenin ortaya

¢ikmasiyla agiklamiglardr.
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4. YUKSEK BASINC HOMOJENIZASYONU, MANOTERMOSONIKASYON
VE PH DEGISTIRME UYGULAMALARI iLE KENEVIR TOHUM
PROTEINLERININ MODIFIKASYONU

4.1. Giris

Diinya niifusunun 2100 y1ilina kadar 10,4 milyara ulagsmasi1 beklenmektedir. Bu durum
mevcut protein talebini karsilamada 6ngoriilebilir zorluklar yaratacaktir (UN, 2022).
Ayrica COVID-19 salgini kiiresel gida tedarik zincirindeki aksama nedeniyle alternatif
protein kaynaklarina gecisi 6nemli 6l¢iide hizlandirmistir. Son arastirmalar, bitki bazl
diyetlerin COVID-19’un siddetini azaltma tizerindeki olumlu etkisini belgelemistir
(Kim ve ark., 2021). Bitkisel proteinler, ekonomik, etnik ve dini nedenlerin yan1 sira
tiketicilerin siirdiiriilebilir ve saglikli beslenme konusundaki artan farkindaliklari
nedeniyle ilgi gérmektedir. Tiim bu faktorler, bitkisel irtinlerin popiilaritesine katkida
bulunarak onlar1 pazarda daha erisilebilir, ¢esitli ve uygun fiyath hale getirmistir.
Kiiresel bazda bitkisel protein pazarinin degeri 2022’de 12,2 milyar dolar iken
onlimiizdeki bes yil icinde %7,3’liik bir YBBO’ya (Bilesik Yillik Biiylime Orani)
ulagacagi tahmin edilmektedir (Marketsandmarkets, 2022). Bu talep ayni1 zamanda,
daha oOnce cevresel bir sorun olarak goriilen veya hayvan yemi olarak kullanilan
endiistriyel bitkisel atiklari alternatif, diisiik maliyetli ve yesil protein kaynagi olarak

kullanma yarisin1 da ortaya ¢ikarmistir.

Uyusturucu (Marijuana) ve endiistriyel kenevir (Cannabis sativa L. sativa, o-
tetrahidrokanabinol <%0,3) arasindaki farklilik konusunda artan biling kenevir
tohumu tizerine olan ilgiyi artirmistir. Kenevir tohumu, hipoalerjenik ve sindirilebilir
protein yapisina (%88-91) sahip mitkemmel bir besin kaynagidir (Pihlanto ve ark.,
2020). Kenevir tohumlarmin yag ekstraksiyonundan sonra kalan kiispedeki protein
icerigi %50’ye ulagmaktadir ve boylece yag iiretiminden sonra ortaya degerli bir yan
irlin ¢ikmaktadir. Kenevir proteini, FAO/WHO tarafindan (2-5 yas arasi1 ¢ocuklar
i¢cin) Onerilen tiim temel amino asitleri igermektedir. Yaygin olarak kullanilan soya

proteininin alerjen, genetigi degistirilmis ve disiik sindirilebilirligine (%71) dair



bulgular farkli bitkisel protein kaynaklari {izerine yapilan aragtirmalart tesvik
etmektedir (Schluttenhofer & Yuan, 2017). Bu baglamda, son zamanlarda kenevir
proteini ekmek, kurabiye, granola, et ve bitki bazli siit gibi farkli gida
formiilasyonlarina dahil edilmistir (Hayward ve McSweeney, 2020; Wang ve ark.,
2018a; Zahari ve ark., 2020). Ancak, kenevir proteininin zayif tekno-islevselligi, gida
endistrisinde yaygin kullanimini zorlagtirmaktadir. Proteinlerin istenen fonksiyonel
Ozellikleri sergilemeleri i¢in ¢Ozelti halinde olmalar1 gerektiginden, 6zellikle zayif
¢ozinirlik, Kkenevir proteininin fonksiyonel ozelliklerinin en temel sorunudur
(Karabulut ve Yemis, 2022). Son yillarda 1s1l (Wang ve ark., 2019), 1sil olmayan
(Karabulut ve ark., 2022), enzimatik (Wang ve Xiong, 2019) ve kimyasal (Kahraman
ve ark., 2022) modifikasyon yontemleriyle kenevir proteininin ¢oziiniirligii de dahil
olmak {iizere bir¢cok fonksiyonel 6zelligini iyilestirmek i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Bu
tekniklerin bir kismi istenmeyen yan lriinlerin olusumu, tiiketici ve ¢evre kaygilari,
yiiksek enerji tiiketimi ve yliksek isleme maliyetleri nedeniyle gida endiistrisinde

pratik ve kabul edilebilir degildir.

Kimyasal modifikasyon uygulamalar1 arasinda pH degistirme, protein yapilarini
modifiye etmek igin basit bir yontemdir. Onceki c¢alismalar, proteinlerin polipeptit
yapilarinin, yiiksek asidik veya alkali pH islemleriyle (pH 1,5-3,5 veya pH 10-12)
degistirilebilecegini ortaya koymustur (Y1ldiz ve ark., 2017). Bunun nedeni, polipeptit
zincirlerinin asir1 pH’larda agilmas1 ve ardindan pH 7,0’da yeniden katlanmasi ve
diizenlenmesidir. pH degistirme iglemi, bazi iiciinciil yapr kayiplarini, yan zincir
etkilesimlerini ve kismi denatiirasyon yoluyla siilfidril ve hidrofobik cekirdeklerin
aciga ¢cikmasini tesvik etmektedir. Bu protein formlarina "erimis globiil" denilmektedir
(Jiang ve ark., 2017). Kahraman ve ark. (2022), pH degistirme islemi uygulanmis
kenevir proteini konsantresinin ¢oziiniirliigiinde, islenmemis olana kiyasla %19’ luk bir
artis  oldugunu Dbildirmislerdir. Cogu durumda arastirmacilar, proteinlerin
modifikasyonunu gelistirmek icin pH degistirme teknigini 1s1l veya 1si1l olmayan

teknolojiler ile kombine etmislerdir (Kahraman ve ark., 2022; Wang ve ark., 2019).

Yeni bir uygulama olan Manotermosonikasyon (MTS), geleneksel ultrases
homojenizasyon (USH) ve diger uygulamalara kars1 yesil ve alternatif bir teknoloji
olarak ortaya ¢ikmistir. MTS; ultrases, diisiik hidrostatik basing (2-5 atm) ve ilimh
sicakligin (<60°C) kombine edildigi bir sistemi ifade etmektedir. Simdiye kadar, MTS

68



teknolojisi enzim-mikrobiyal inaktivasyon, kati-sivi ekstraksiyonu, koaservasyon ve
protein-pektin modifikasyonunda basariyla uygulanmistir (Guzel ve ark., 2020;
Kahraman ve Feng, 2021; Lee ve ark., 2013; Wang ve ark., 2020; Yildiz ve ark., 2018;
Yildiz ve ark., 2017). MTS sisteminin, geleneksel USH uygulamasina kiyasla
kavitasyon etkisini 3—6 kat arttirdigi bildirilmistir (Yildiz ve ark., 2017). Kesme
kuvveti, makro/mikro akis, lokalize 1sitma, sok dalgalari ve su jetleri dahil olmak tizere
kavitasyonla ilgili aktivitelerin konformasyonel degisiklikleri tesvik ederek ve aktif
gruplar i¢ kisimlardan ylizeye salarak proteinlerin ¢oziiniirliigiinii, emiilsiyon ve
kopiirme 6zelliklerini iyilestirdigi rapor edilmistir (Rahman ve Lamsal, 2021). Yildiz
ve ark. (2017), MTS uygulanmigs soya proteininin (50°C, 200 kPa, 60 s)
¢ozliniirligiiniin %9,1°den %71,4’¢ ¢iktigin1 bildirmistir. Ayn1 zamanda, tek basina
USH uygulamasina kiyasla MTS, ayn1 modifikasyon etkisi i¢in gereken iglem siiresini
15,9 dakikadan 1,4 dakikaya indirmistir (Y1ldiz ve ark., 2017). MTS sisteminin kisa
isleme siiresi ve eslik eden enerji/zaman tasarrufu, gida endiistrisinde

uygulanabilirligini artirmaktadir.

Gelecek vaat eden bir bagka 1s1l olmayan teknik, yiiksek basing homojenizasyon
(YBH), proteinlerin molekiiler yapisini, islevselligini ve fizikokimyasal 6zelliklerini
degistirmek i¢in gida endiistrisi ve arastirmacilari tarafindan kullanilmaktadir.
YBH’nin c¢alisma prensibi, yiiksek tiirbiilans, kayma gerilimi, kavitasyon ve sicaklik
artisina neden olan dar bir valf araciligiyla yiiksek basing altinda bir siispansiyonun
stirekli akisina odaklanmaktadir (Huang ve ark., 2022; Nasrabadi ve ark., 2021; Yildiz
ve ark., 2017).

Bu bolimde amaglanan ¢iktilar sirasiyla su sekilde siralanabilir: i) KTP’nin
¢Oziiniirlik ve partikiil boyutu kriterlerine karst MTS islem kosullarini optimize
etmek, i1) Optimize MTS kosullarinda elde edilen KTP ile YBH ve pH degistirme
uygulamalarinin tekil ve kombine kullanimiyla elde edilen KTP’leri fizikokimyasal,

fonksiyonel ve morfolojik 6zellikleri agisindan karsilastirmaktir.

4.2. Materyal ve Yontem

Kenevir tohum protein konsantratt (KTPK, kuru bazda %75 protein), Applied Food
Sciences’dan (Teksas, ABD) temin edilmistir. Tim kimyasallar Sigma (Steinheim,
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Almanya), Biorad (California, ABD) ve Merck’ten (Darmstadt, Almanya) teknik ve

daha yiiksek kalite olarak satin alinmistir. Tiim deneylerde distile su kullanilmstir.

4.2.1. Kenevir tohum proteinlerinin hazirlanmasi

Seri izoelektrik nokta ¢okeltmesiyle KTPK’dan kenevir protein izolati (KTP) elde
edilmistir. KTP nin protein igerigi, Dumas yontemine (Nx6,25) gore nitrojen analizorii
(Elementar analyzer, Rapid N cube, Almanya) kullanilarak kuru bazda %91,2+0,2

olarak belirlenmistir.

4.2.2. Manotermosonikasyon, yiiksek basin¢ghi homojenizasyon ve pH degistirme
MTS uygulamasi, Sekil 4.1’de gosterildigi gibi, Dr. Hao Feng’in laboratuvarinda
gelistirilen siirekli akisli laboratuvar 6lcekli bir sistem kullanilarak gerceklestirilmistir.
MTS sistemi, ¢ift ceketli bir sonoreaktor, bir peristaltik pompa ve bir basing
kaynagindan olusmaktadir. Protein siispansiyonu, peristaltik bir pompa (Masterflex,
Vermon Hill, IL, ABD) ile sonoreaktére pompalanmaktadir. Reaktordeki
siispansiyonun sicakligir bir termokapil kullanilarak takip edilmis ve cift cidarl
sonoreaktérden su sirkiilasyonu ile sicaklik istenen degerlerde sabit tutulmustur.
Sistemdeki basing azot gazi ile saglanmis ve manometre ile kontrol edilmistir. 20 kHz
glicteki generator (Sonics, Newtown, CT, VC-750, ABD), %100 genlikte 1,3 cm
capindaki degistirilebilir bir titanyum prob vasitasiyla sonoreaktdrdeki protein
sollisyonuna akustik enerjiyi iletmek i¢in kullanilmistir. MTS isleminden sonra,
ornekler c¢ikis sisesinde toplanmistir ve hemen bir buz banyosu igerisinde

sogutulmustur.
Bu ¢aligmada, KTP’yi modifiye etmek i¢in toplamda bes farkli yontem uygulanmustir:

1) pH degistirme (pH12): Distile suda hazirlanan KTP siispansiyonunun pH’s1 (%3,
a/h), protein sarmalin1 agmak igin 2 N NaOH kullanilarak pH 12’ye ayarlanmustir.
Oda sicakliginda pH 12 sabit degerinde 1 saat bekletildikten sonra, 2 N HCI

kullanilarak pH degeri nétralize edilmistir.

ii) MTS uygulamas1 (MTS): Distile su (%3 a/h) i¢indeki KTP siispansiyonu, oda
sicakliginda 2 saat karistirllmistir. Siispansiyon, siirekli modda MTS reaktor
haznesine pompalanmistir. MTS uygulamasinda, islem sicakliginin (40, 45 ve 50

°C), siirenin (30, 60 ve 90 s) ve basmcin (100, 200, ve 300 kPa) KTP’nin
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¢Oziiniirligli ve partikiil boyutu iizerine etkisi deney tasariminin farkli 13

kombinasyonunda uygulanmustir.

i) pH degistirme ile MTS uygulamasinin kombinasyonu (pH12MTS): KTP
stispansiyonunun (%3, a/h) pH degeri 2 N NaOH ile pH 12’ye ayarlanarak
slipansiyon 1 saat siireyle sabit pH’da tutulmustur. Belirlenen optimal MTS
uygulama kosullarinda (50°C, 200 kPa ve 90 s) islem goren KTP

stispansiyonunun pH’s1 sonrasinda 2 N HCI kullanilarak nétralize edilmistir.

iv) YBH islemi (YBH): YBH islemi, 3 dongiide 130 MPa’da yiiksek basing
homojenizasyonu (Microfluidics, M110P, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Oda sicakligindaki KTP siispansiyonu (%3, a’/h) YBH valflerinden gegirilmistir.
KTP siispansiyonu, dongiiler arasinda bir buz banyosunda oda sicakligina kadar

sogutulmustur. Stispansiyonun sicaklig1 her dongiide 45 °C’yi gegmemistir.

v) pH degistirme ile YBH uygulamasmin kombinasyonu (pH12YBH): KTP
stispansiyonunun (%3) pH’s1 pH 12’ye ayarlanmistir. Protein siispansiyonu 1 saat
sabit pH 12’de bekletildikten sonra 130 MPa’da 3 dongii halinde YBH’den
gecirilmistir. Daha sonra islem goren KTP siispansiyonu, 2 N HCI kullanilarak

nétralize edilmistir.

Uygulama yapilmayan KTP kontrol proteini olarak kullanilmistir. Tiim numuneler
dondurularak kurutulmus ve analiz edilinceye kadar +4 °C’de hava ge¢irmez kaplarda

saklanmustir.

4.2.3. Fizikokimyasal ézelliklerde birincil yap: degisimi

4.2.3.1. Molekiil agirhik dagilim (SDS-PAGE)

SDS-PAGE analizi, %4-20 akrilamid jel konsantrasyonundaki hazir jel kasetleri
(Biorad, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. SDS-PAGE numune tamponundaki
protein soliisyonu (2,5 mg/mL) 2 dakika 100°C’de tutulmustur. Protein siispansiyonu
(10 uL) ve ticari molekiiler agirlik standardi (5 puL, Bio-Rad, ABD, 10-250 kDa) jel
yuvalarma enjekte edilmistir. Elektroforez, Mini-Protean sistemi (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, ABD) ile sabit 200 V’ta gergeklestirilmistir. Jeller, %0,1
Coomassie Brilliant Blue R250 boyas1 (%50 metanol, %10 asetik asit) ile boyanmis
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ve daha sonra %10 asetik asit ve %20 metanol soliisyonlari ile gece boyunca jellerin

boyasi giderilmistir (Jiang ve ark., 2017).

4.2.4. Fizikokimyasal ozelliklerde ikincil yap: degisimi

4.2.4.1. Tkincil yap1 dagihm

KTP’nin ikincil yap1 degisikliklerini belirlemek i¢in Dairesel Dikroizm (CD)
spektroskopisi (Jasco, J-715, MD, ABD) kullanilmistir. Orneklerin spektrumu,
proteinin ikincil yapisin1 tahmin etmek icin Beta Yapt Se¢imi (BeStSel)

(https://bestsel.elte.hu/index.php) uygulamasi kullanilarak analiz edilmistir.

4.2.4.2. Fourier doniisiimii kizilotesi spektrumlar: (FT-IR)

ATR ozellikteki FT-IR spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum Two, ABD)
kullanilarak KTP’nin 400-4000 cm™ spektral araliginda spektrumu almmustir. Her
spektrum igin 4 cm™ ¢oziiniirlilkte 16 taramada sonug elde edilmistir. Elde edilen
spektrum grafiginde Amid 1, Amid 2 ve Amid 3 bolgelerindeki dalga numaralari
yapisal degisikligin analizi i¢in degerlendirilmistir (Teh ve ark., 2014).

4.2.5. Fizikokimyasal ozelliklerde iiciinciil yap: degisimi

4.2.5.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli

KTP siispansiyonunun partikiil boyutu (ortalama partikiil boyutu) ve partikiil boyutu
dagilimi lazer partikiil boyutu analiz cihaz1 (Malvern, Zeta sizer NanoZS, ingiltere)
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. KTP 6rnekleri (5 mg/mL) sodyum fosfat tamponu (10 mM,
pH 7,0) iginde hazirlanmistir. Farkli pH’larda (pH 3-9) zeta potansiyeli igin
Olclilmiistiir. Numunelerin sogurma ve kirilma indeksi sirasiyla 0,001 ve 1,33’e

ayarlanmistir.

4.2.5.2. Igsel floresan emisyonu

KTP'nin igsel floresan emisyonu, bir spektroflorometre (SLM Instrument,
SLMAminco MC 400, ABD) ile ol¢iilmiistiir. 4 ylzli kuvars kiivetteki KTP
stispansiyonunun (1 mg/mL sodyum fosfat tamponu, 10 mM, pH 7,0) floresans
emisyonu, 280 nm uyarma dalga boyu ve 300-450 nm emisyon spektrumu ile oda

sicakliginda olglilmiistiir.
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4.2.5.3. Serbest SH grubu icerigi

KTP’nin serbest SH grubu igerigi, Ellman’in (1959) modifiye yontemine gore
belirlenmistir. 3 mL KTP (tampon ¢6zeltisinde %0,25 a/h, pH 8,0; 0,086 M Tris, 0,09
M glisin, 4 mM EDTA), 0,03 mL Ellman reaktif ¢6zeltisi (4 mg DNTB/mL metanol)
ile karistirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda (15 dak) drneklerin absorbansi bir
spektrofotometre (Thermo, Spectronic Genesys 5, ABD) ile 412 nm’de okunmustur.
Soliisyondaki protein i¢erigi Bradford (1976) yontemi ile analiz edilmistir. Serbest SH

grubunu belirlemek i¢in asagidaki denklem 4.1 kullanilmustir.
Serbest SH grubu igerigi (umol/g) = As12/(Cx13600) 4.2)

As1z, 412 nm’deki absorbans, 13600 M*cm™ (412 nm’de 2-nitro-5-tiyobenzoat

(NTB)) molar emilim katsayisi ve C, protein konsantrasyonudur.

4.2.5.4. Sindirilebilirlik

KTP’nin sindirilebilirligi, Li ve ark. (2011) tarafindan kullanilan yontemde ufak
modifikasyonlarla gerceklestirilmistir. In vitro sindirim arastirmasi igin Pepsin
(Sigma, P7000, 1:10000, 6001000 birim/mg) ve tripsin (Genview, DH355-1, 1:250)
enzimleri kullanilmistir. Kisaca, 5 mL %1 (a/h) KTP soliisyonunun pH’s1 1 M HCl ile
pH 1,5'e ayarlanmis ve 37 °C'de bir su banyosunda 3—5 dakika 6n inkiibe edilmistir.
Daha sonra, 1:100 (u/a) pepsin (20 mg pepsin/mL 0,1 M KH2PQOg4, pH 2, tampon) ilave
edilmistir. Pepsin ve protein sollisyonu karigimlari iyice karistirilarak 37 °C'de 120 dk.
inkiibe edilmis, enzimatik reaksiyonlar1 durdurmak icin 1,0 M NaOH ile 7,0'ye
ayarlanmistir. Pepsinle sindirilmis hidrolizatlar (pH 7,0), 1:20 (u/a) enzim:substrat
oraninda (0,1 M Tris-HCI tamponunun 20 mg/mL tripsin ilave edilerek 37 °C'de 120
dk. inkiibe edilmistir.

Sindirim iglemi sirasinda % nitrojen salinimi ig¢in 10 mL sindirilmis karistma 10 mL
%10 (a/h) trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmistir ve nihai TCA konsantrasyonu %5'e
(a/h) ulagmistir. Karigimlar daha sonra c¢okeltileri elde etmek i¢in santrifiijlenmistir
(8000 xg, 30 dakika). Cokeltiler 10 mL TCA (%10, a/h) ile yikandiktan sonra tekrar
ayn1 parametrelerde santrifiij edilerek ¢okeltiler elde edilmistir. Sindirim sirasindaki
nitrojen salinimi (%) Dumas yontemiyle (N x 6,2 5) belirlenmistir. Sindirilebilirlik (%)
degeri asagidaki denklem 4.2’ye gore belirlenmistir.

Sindirilebilirlik (%) = (Ng-Ni) / Niota (4.2)
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burada Ng¢ (mg), sindirim sonrasit Trikloroasetik Asitte (TCA) ¢oziinmeyen azot
icerigi, Ni (mg), KTP’nin sindirim 6ncesi TCA’da ¢oziinmeyen azot igerigi Ve Niotal

(mg), protein numunesinin toplam azot igerigidir.

4.2.5.5. X-151m difraktometresi (XRD)

KTP’nin kristal yapis1 40 kV ve 40 mA’da 1° hizda ¢alisan bir Cu Ka tiipii (A = 1,5418
A), Eiger 2R 500K (0D modu) ile bir X-1s1n1 difraktometresi (Bruker D8 Advance,
Almanya) kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Kristallik (%) Diffrac.Eva yazilimi (versiyon
V5.1, Bruker, Rheinstetten, Almanya) kullanilarak kristal alanin 4° ile 30° (20)

arasindaki toplam alana orani olarak hesaplanmistir (Dong ve ark., 2011).

4.2.5.6. Termal davranis

KTP 6rneklerinin termal davranist TA Universal 2500 (TA Instrument, New Castle,
ABD) cihazi ile 40-180 °C arasinda 5 °C/dK. sicaklik artisiyla analiz edilmistir. DSC
analizi denatiirasyon sicakligi (Td °C) ve termal denatiirasyon entalpisini (AH J/g

protein) belirlemek igin cihaz yazilimi kullanilmistir (Teh ve ark., 2014).

4.2.6. Morfolojik ozellikler

4.2.6.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

KTP 6rneklerinin mikro yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) (S-4700 SEM,
Hitachi, Ltd., Tokyo, Japonya) kullanilarak incelenmistir. Analizden 6nce, numune
iletken karbon yapiskanli ¢ift tarafli bant iizerine yerlestirilmistir ve ardindan toz
partikiillerinin yiiklenmesini 6nlemek i¢in 60 s boyunca altin-platin tabakasi ile
piskiirtmeli kaplama yapilmistir. Goriintiiler farkli biiylitme gii¢lerinde (x500—-2000)
10 kV voltajda alinmistir.

4.2.7. Tekno-fonksiyonel ozellikler

4.2.7.1. Coziiniirliik

Protein ¢oziiniirliigii, Bradford’un (1976) yontemi modifiye edilerek belirlenmistir. 3
mL Bradford kullanima hazir boya reaktifine (Biorad, ABD) 150 puL protein soliisyonu
(3 mg/mL) eklenmistir. 10 dakikalik reaksiyon siiresinden sonra numunenin
absorbansi spektrofotometre (Thermo, Spectronic Genesys 5, ABD) kullanilarak 595
nm’de okunmustur. Sigir serum albiimini, standart protein c¢ozeltisi olarak

kullanilmistir (R? = 0,996). Protein ¢oziiniirliigii denklem 4.3’e gére hesaplanmustir.
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Coziintir protein icerigi "

Protein ¢oziiniirligii (%) = 100 (4.3)

Baslangig¢ protein igerigi

4.2.7.2. Emiilsiyon ozellikleri

KTP’nin emiilsiyon aktivitesi (EA) ve stabilitesi (ES) Pearce ve Kinsella (1978)
tarafindan gelistirilen metotta bazi modifikasyonlarla analiz edilmistir. KTP
stispansiyonun (10 mg/mL) 4 mL’si bir beher i¢cinde 1 mL ay¢icek yagi ile ultraturrax
(IKA, T20, Konigswinter, Almanya) kullanilarak 20000 rpm’de 1 dakika homojenize
edilmistir. Homojenizasyondan sonra beherin tabanindan 25 pL emiilsiyon alinmis ve
10 mL sodyum dodesil siilfat soliisyonu (%0,1 a/h) ile seyreltilmistir. Emiilsiyonun 0.
ve 10. dakikada absorbanslari bir spektrofotometre (Thermo, Spectronic Genesys 5,
Amerika) kullanilarak 500 nm’de okunmustur. EA ve ES degerleri asagidaki denklem

4.4 ve 4.5’e gore olarak hesaplanmistir.
EA (m?/g) = (2 * 2,303 *Ao* SF) / (C * ® * 6 * 10000) (4.4)
ES (dak) = (Ao * At) / (Ao-A1o) (4.5)

Burada SF seyreltme faktorii, C protein konsantrasyonu (g/mL), @ optik yol (1 cm), 6
emiilsiyondaki yag fraksiyonu ve Ao ve Ao emiilsiyonlarim sirasiyla 0 dk. ve 10 dk.

sonraki absorbanslaridir.

Emiilsiyonlarin kremalagsma indeksleri, McClements (2007) tarafindan kullanilan
yonteme gore analiz edilmistir. Yukaridaki bahsedildigi sekilde hazirlanan
emiilsiyonlar bir dereceli silindirlere aktarilmig ve 60 dk. oda sicakliginda
bekletilmistir. Sonrasinda krema tabakasi ve toplam emiilsiyon altindaki serum
tabakasinin yiiksekligi Olciilmiis ve 4.6’ya gore kremalagma indeksi (%)

hesaplanmustir.

Serum tabakasinin yiiksekligi

Kremalasma indeksi (%) = * 100 (4.6)

Toplam emiilsiyonun yiksekligi

Emiilsiyonlarin morfolojisi x40 biiylitmede (Swift, National, ABD) optik mikroskop
kullanilarak goriintiilenmistir. 50 pL’lik emiilsiyon mikroskop lami {iizerine
yerlestirilmistir ve Ustiine lamel ile kapatilmistir. Mikrograflar 0. ve 60. dk.

emiilsiyonlarin incelenmesiyle elde edilmistir.
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4.2.8. Istatistiksel analiz

Tim uygulamalar ve analizler ii¢ paralel halinde gergeklestirilmistir ve elde edilen
veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. Istatistiksel analizler SPSS 20,0
paket programi1 (SPSS Inc., Chicago, Amerika) kullanilarak yapilmistir. Sonuglar tek
yonliit ANOVA ile %95 giiven araliginda test edilmistir.

4.3. Sonuc ve Tartisma

4.3.1. Manotermosonikasyon islem parametreleri

Yanit yilizey yonteminden elde edilen deneme tasariminin farkli MTS isleme siiresi
(30-90 s), sicaklik (40-50°C) ve basing (100-300 kPa) parametrelerindeki 13 farkli
kombinasyonunda KTP’nin ¢oziliniirlik ve partikiil boyutu degerleri Tablo 4.1’de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Farkli proses kosullarinda (sicaklik, siire, basing) MTS uygulanan
KTP’lerin ¢oziiniirliik ve partikiil boyutu degerleri.

Proses kosullari Coziiniirliik (%) Partikiil boyutu (nm)
KTP (Kontrol) 24,88 + 0,73 365,87 + 0,68
40 °C

305,200 kPa 31,40+ 0,17 203,83 + 1,55
60 s, 100 kPa 30,80+ 0,18 216,87 + 1,43
60 s, 300 kPa 23,33 +0,21 257,47+0,72
90 s, 200 kPa 25,40+ 0,26 248,00 + 2,26
45 °C

30, 100 kPa 30,88 0,03 213,17 +2,18
30 s, 300 kPa 29,57+ 0,31 221,50 + 2,57
60 s, 200 kPa 35,53 +£0,35 193,47+ 1,90
90 s, 100 kPa 32,13+ 0,42 200,67 + 2,00
90 s, 400 kPa 32,36 + 0,59 200,53 +2,05
50 °C

30s, 300 kPa 33,68 + 0,21 199,23 + 0,60
60 s, 100 kPa 33,81+ 0,06 200,83 +2,25
60 s, 300 kPa 39,13 £ 0,31 191,23 +£ 0,64
90 s, 200 kPa* 41,63 £0,15* 182,83 +£1,97*

*Optimum MTS proses kosullar1 50 °C 90 s, 200 kPa olarak belirlenmistir.

Yanit yiizey yonteminden 6nemli bir model elde edilememistir. KTP i¢in en yiiksek
¢Oziintirlik ve en diisiik partikiil boyutunu veren MTS isleme kosulu 50°C, 200 kPa

ve 90 s olarak belirlenmistir. Bu kosul altinda, en yiiksek ¢oziiniirliik (%41,63) ve en
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diistik partikiil boyutu (182,83 nm) degerlerine ulasilmistir. Boylece KTP’ye kiyasla
elde edilen MTS izolatinin ¢oziiniirliigi 1,7 kat artarken, partikiil boyutu 2,0 kat
azalmistir. Sono-reaktorde artan basing ve sicaklik, USH probu vasitasiyla 6rnege
iletilen sok dalgalar1 ve kesme Kkuvveti etkisini artirarak kavitasyonlu kabarcik
patlamalarin1 destekleyebilmektedir (Yildiz ve ark., 2017). Bununla birlikte, uzun
stireli basin¢ uygulamasinin, asir1 kavitasyona bagli olarak ¢dziinmeyen makro-
agregatlar1 olusturmasi sonucu ¢oziiniirligiin azaldig: bilinmektedir (Condés ve ark.,
2015). Bu nedenle, protein yapisinda arzu edilen modifikasyon ¢iktilarini elde etmek
icin MTS islem kosullarinin optimize edilmesi esastir. Sekil 4.1°de MTS sisteminin

tasarimina yer verilmistir.

Su banyosu

sirkiilator VC 750

Ultrasonik
giic kaynagi

>

Termokapil

W Valf 3

Buffer tank

Buz banyosu

Protein
siispansiyonu

Uygulama yapilan
protein

Sekil 4.1. Manotermosonikasyon sisteminin gorsel tasarimu.
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4.3.2. Fizikokimyasal 6zelliklerde birincil yap1 degisimi

4.3.2.1. Molekiil agirhk dagilim (SDS-PAGE)

Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin birincil yapisinda meydana
gelebilecek muhtemel degisimler, SDS-PAGE elektroforezi kullanilarak karakterize
edilmistir (Sekil 4.2).

250
180
130

95
72
55
43
34

-Edestin
- Asidik alt tinite
-Bazik alt iinite

- Albumin

26
17
10

Sekil 4.2. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin SDS-PAGE protein
bantlari.

SDS-PAGE jellerinde dort ana protein fraksiyonu gézlenmis ve onceki ¢alismalara
gore bu protein fraksiyonlari tanimlanmistir (Shen ve ark., 2020; Hadnadev ve ark.,
2018). Alt birimler dahil edestin, KTP’deki toplam proteinin %82’sini olusturan ana
protein fraksiyonudur. Geri kalan protein fraksiyonlart ise KTP’nin yaklagik %18’ini
olusturur. Sekil 4.2°de goriilen ~55 kDa’daki baskin bant, edestin proteinlerine karsilik
gelmektedir. Diger fraksiyonlar asidik alt birim (~37 kDa), bazik alt birim (~26 kDa)
ve albumindir (~15 kDa) (Tang ve ark., 2006). Modifikasyon uygulamalar: sonrasinda
KTP’nin protein profili incelendiginde bant yogunluklarinda ve sayilarinda gozle
goriiliir bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu durum peptit baglarinin
uygulamalarda etkilenmedigini yani KTP’nin birincil yapisinda modifikasyon
meydana gelmedigini gdstermektedir. Onceki calismalarda, USH veya YBH ile
islenen bezelye, bakla ve kinoa proteinlerinin SDS-PAGE profillerinin uygulama

oncesine kiyasla degismedigini ortaya koyulmustur (Alavi ve ark., 2021; Gao ve ark.,
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2022; Luo ve ark., 2022; Melchior ve ark., 2022). Aksine, Jiang ve ark. (2017), USH
ile pH degisimi kombine uygulamasindan sonra bezelye proteininin SDS-PAGE
profilinde protein agregasyonunun meydana geldigini bildirmislerdir. Farkli protein
tiirlerinin (bezelye ve kenevir) c¢esitsel varyasyonlar1 ve c¢alismada yer alan
kavitasyonel kuvvetlerin yogunlugu elde edilen verilerin farkliligina neden
olabilmektedir.

4.3.3. Fizikokimyasal ézelliklerde ikincil yap: degisimi

4.3.3.1. Fourier doniisiimii kizilotesi spektrumlar: (FT-IR)
FT-IR, Amid bolgelerinde (Amid 1, Amid 2, Amid 3) dalga numarasi kaymalari ile
proteinin ikincil yapisindaki degisimi belirlemek i¢in kullanilan gii¢lii bir tekniktir.

Sekil 4.3 uygulamalar sonrasinda KTP 6rneklerinin farkli IR spektrum parmak izlerini

gostermektedir.
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Sekil 4.3. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin FT-IR
spektrumlari.

Amid 1 esneme titresimi KTP’de 1633 cm™ iken uygulamalar sonrasinda 1634-1639
cm™*e dogru batokromik kayma gostermistir ve bu durum ikincil yapilarm C=0 ve C—
N esneme titresimlerindeki degisikligi ortaya ¢ikarmigtir. Amid 2 esneme titresiminde

ise uygulamalardan sonra 1518 cm™’den 1517-1525 cm™’e kayma gdzlenmistir.
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Izolatlarim Amid 3 bolgesi 1233-1241 cm™ arasinda degisen c¢ok zayif pikler
gostermistir. Amid 2 ve 3 bolgelerindeki baglarin esneme titresimlerindeki degisimler,
N-H ve C-N baglarimin uygulamalar sonucundaki degisimlerini ortaya ¢ikarmuistir.
Gilglii kavitasyonel etkilerden kaynakli konformasyonel degisiklikler pH12MTS
orneginde 1430 cm™ ve 870 cm™°de C-H titresimlerini kapsayan yeni titresim pikleri
gostermistir. Benzer bir bulgu, pH degistirme ve USH uygulanan amarant
proteinindeki kovalent olmayan baglarin kirilmasiyla ortaya ¢ikan ikincil

konformasyonel degisiklikler i¢in de rapor edilmistir (Figueroa-Gonzalez ve ark.,
2022).

4.3.3.2. Ikincil yap1 dagihm (CD)

Dairesel dikroizm spektrumlarindan elde edilen veriler, proteinlerin ikincil yapisi (-
heliks, B-sheet, B-turn ve rastgele sarim), protein sarmalinin katlanma- agilma durumu
ve sindirilebilirligi hakkinda dolayli veya direkt bilgiler vermektedir (Greenfield,
2006). Sekil 4.4’te KTP’nin ikincil yap1 formlarindaki (a-heliks, B-sheet, B-turn ve

rastgele sarim) oransal degisim gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin ikincil yap1
dagilimlari.

KTP 6rneginin ikinci yapisal dagilimi, %4,5 a-heliks (a), %37,9 B-sheet (B-s), %14,7
B-turn (B-t) ve %429 rastgele sarim (R) olarak ortaya ¢ikmistir. Genel bir egilim

olarak, uygulama yapilan tiim drneklerin ikincil yap1 kompozisyonunda a-heliks ve f3-
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sheet oram azalirken, B-turn ve rastgele sarim orani artmustir. Ikincil yap:
formlarindaki degisim o-heliks ve B-sheet formlardan B-turn ve rastgele sarim
formlarina olas1 doniisleri géstermektedir. Benzer sekilde, Yuanging ve ark. (2020),
sonikasyon uygulamasindan sonra farkli proteinlerin (piring, yulaf, misir ve soya)
rastgele sarim formlarinda artis oldugunu bildirmistir. Ikincil yapr dagilimidaki
degisimler kompakt a-heliks formlarinin daha esnek ve diizensiz rastgele sarim

formlaria doniismesiyle iligskilendirilmistir.

4.3.4. Fizikokimyasal ozelliklerde iigiinciil yap: degisimi

4.3.4.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli

Protein agregatlarinin partikiil boyutu, onlarin emiilsifikasyon, kopiirme, jellesme vb.
tekno-islevsel 6zelliklerini dogrudan etkilemektedir. KTP’nin partikiil boyutu 365,87
nm iken farkli uygulamalar sonrasinda izolatlarin partikiil boyutlar1 227,57-112,67 nm
arasinda daha diisiik partikiil boyut degerleri gostermistir. pHI2MTS izolatlarinin
partikiil boyutu uygulama yapilmayan KTP ile karsilagtirildiginda 3,2 kat azalmis ve
en kiigiik partikiil boyut (112,67 nm) degerlerini gostermistir. Bu 6rnekleri MTS (2,0
kat) ve pHI2YBH (1,9 kat) izolatlar1 takip ederek partikiil boyut degerleri KTP
orneklerinden daha diisiik degerler gostermistir (Sekil 4.5a).

pH12MTS o6rnegi, 10-100 nm’de daha kiiciik partikiil boyutlarina sahip multimodal
dagilim pikleri sergilerken, diger tiim ornekler mono ve bimodal dagilimlar

sergilemistir (Sekil 4.5b).
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Sekil 4.5. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin a) partikiil
boyutlar1 ve b) partikiil boyut dagilimlarindaki degisimler.

Kavitasyonel kuvvetler ve pH degistirme uygulamalar1 ile kovalent olmayan ve
elektrostatik etkilesimlerin bozulmasi protein-protein agregasyonunu onleyerek

modifiye KTP’nin daha kiicik partikiill boyutlarina ulasmasina katkida

82



bulunabilmektedir (Wang ve ark., 2022; Zheng ve ark., 2019). pH degistirme
islemleriyle erimis globiil yapinin olugmasi sonucu protein polipeptit zincirlerini
USH’nin kavitasyon etkisine karst daha duyarli hale getirmis ve ileri modifikasyonu

desteklemistir.

Zeta potansiyeli, proteinlerin yiizey yiikiinlii gdsteren, sulu formlardaki stabilitenin

kritik parametrelerinden bir tanesidir.
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Sekil 4.6. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin zeta
potansiyelindeki degisim.

Sekil 4.6’da goriildigi gibi, tiim protein slispansiyonlari izoelektrik noktanin (pl)
tizerindeki pH 3 degerinde pozitif ve izoelektrik noktanin (pI) altindaki pH 5-7-9
degerlerinde ise negatif olarak yiiklenmistir. pl yakininda (pH 4,5-5) net yiik 0’dir.
Ozellikle pH 7°de pH12MTS (-33,6 mV) en yiiksek zeta potansiyel degerini gdstermis,
bunu MTS (-32,6 mV) ve pH12YBH (-32,9 mV) izolatlarinin zeta potansiyeli
degerleri izlemistir. YBH ve MTS islemleri ile kombine edilen pH degistirme
uygulamasinin ardindan artan net negatif yiik, kompakt katlanmis protein yapilarinin
kismi agilmasina ve ylizeye yakin yliklii gruplarin ortaya ¢ikmasina baglanabilir. Ayni
zamanda, modifikasyon uygulamalarindan sonra proteinlerin partikiil boyutunun
kiiglilmesi protein yiizeylerindeki net yiikii artirarak daha az protein-protein
etkilesimine yol agabilmektedir (Sharma ve ark., 2023; Yildiz ve ark., 2017). Genel
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olarak, daha yiiksek zeta potansiyeli degerlerine sahip pH12MTS izolatlar asitli ve

n6tr pH’larda igecek formiilasyonlarinda diger izolatlara gore daha kararli olabilir.

4.3.4.2. icsel floresan emisyonu

Proteinlerin igsel floresan spektrumlari, hidrofobik yapidaki triptofan, tirozin ve
fenilalanin gruplarinin yerel molekiiler ortamlardaki konformasyonel degisikliklerini
degerlendirmek igin kullanilmaktadir. I¢sel floresans emisyonu, diger amino asitlerden
daha gii¢lii bir floresans etkinligine sahip oldugu i¢in 6ncelikle triptofan aminoasidine
aittir (Longworth, 1983). Proteinlerin tglinciil yapisindaki degisiklikler, degisen
maksimum dalga boyu (Amax) ve floresan yogunlugu (FImax) ile gosterilmektedir.
Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin floresans spektrumlari, Sekil

4.7°de sunulmaktadir.

16

—KTP —— pH12
14 1

—— YBH —— pH12YBH
12 1

— MTS —— pH12MTS

FI (x1000 Au)
oo

Sekil 4.7. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin floresan
yogunluklarindaki degisim.

Modifikasyon uygulamalarindan sonra KTP’nin Flmax degeri 13768 Au.’dan
pHI12MTS i¢in 43268 Au.’ya yiikselmistir. pH12MTS izolati diger izolatlara kiyasla
en yiiksek floresans yogunluguna sahipken ardindan sirasiyla YBH, MTS, pH12YBH,
ve pHI12 izolatlarmin floresans yogunluk degerleri gelmektedir. Amax degeri
uygulama yapilmayan KTP i¢in 334 nm civarindayken, modifiye edilmis tiim izolatlar

daha uzun dalga boylarina (336 nm) dogru kaymalar gostermistir. Bu daha uzun dalga
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boylara dogru meydana gelen kaymalar batokromik kayma veya kirmiziya kayma
olarak tanimlanmaktadir. Batokromik kayma, proteinin i¢ kisminda gdmiilii olan
triptofanin yiizeye yonelimi ve sivi ortamdaki polarite artisinin nedenidir (Jin ve ark.,
2021). Benzer sekilde, Kahraman ve ark. (2022) USH uygulamasindan sonra kenevir
proteininin floresans yogunluklarinin arttigini bildirmistir Uygulamalardan sonra
proteinlerin floresans yogunluklarindaki artis uygulamalar sonrasinda protein
yapisinin kismen agilmasi etkisiyle sivi ortama maruz kalan kromoforlarin sayisindaki
artis ile agiklanmaktadir (Mir ve ark., 2019; Vera ve ark., 2019). Aym1 zamanda,
kavitasyon ve pH degistirme yoluyla proteinin partikiil boyutunun kiigiilmesi, yeni
kutupsal yiizey alanlarinin ¢evre ile etkilesime girmesine izin vermektedir.
Calismamizda elde ettigimiz FT-IR, serbest SH grup igerigi ve DSC verileri de izolat
yapilarmin uygulama sonrasinda kismi olarak agildigimin kanitidir. pH12MTS
izolatlarmin en yiiksek floresan yogunluk degerlerini gostermesi diger tiim

uygulamalardan daha agresif modifikasyon kosullari sagladigini kanitlamaktadr.

4.3.5. Serbest SH grubu icerigi
Serbest SH grup igerigi, proteinlerin tglinciil yapisal degisiklerine kanit olmakla
birlikte jellesme, koplirme, emiilsiyon olusturma Ozelliklerini  dogrudan

etkilemektedir. KTP 6rneklerinin serbest SH grup igerikleri Sekil 4.8’de verilmistir.

Serbest SH grup icerigi (SH/protein)

KTP A
pH124
YBH 1

Sekil 4.8. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin serbest SH grup
icerigindeki degisimler.
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En yiiksek serbest SH grubu igerigi pHI2MTS izolatinda (5,17 £ 0,08 pumol/g),
KTP’den (0,97 £ 0,02 umol/g) 5,3 kat daha yiiksek olarak bulunmustur. Benzer sekilde
MTS (+4,7 kat) ve pH12YBH (+4,6 kat) izolatlar1 da KTP’den daha yiiksek serbest
SH grubu igerigi gostermistir. Kavitasyon ve pH degistirme uygulamalar1 sonrasinda
proteinin serbest SH grubu igeriginde bir artis oldugu Onceki calismalarda da
bildirilmistir (Y1ildiz ve ark., 2017). Kavitasyon ve pH degistirme isleminin sinerjistik
etkisi ile protein yapisindaki gomiilii SH gruplar1 protein ylizeyine maruz kalmaktadir.
Ek olarak, tiim uygulamalardan sonra partikiil boyutunun kii¢iilmesi, gomiilii SH
gruplarinin protein ylizeyine salinmasini saglamaktadir. Serbest SH gruplarinin
yiizeye maruz kalmasi, FT-IR ve CD grafiklerinde goriildigii gibi proteinlerin
konformasyonal degisiklikler ile yakindan iligkilidir.

4.3.5.1. X-151m difraktometresi (XRD)

Proteinlerin ii¢ boyutlu kristalografik yapilar1 hakkinda bilgi veren X-isini
difraktometresi (XRD) ile proteinlerin amorf ve kristal formlar1 tespit
edilebilmektedir. Kristalinite degeri (%) kristal pik alanlarmin toplam pik alanlarina

oranini tanimlanmaktadir.
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Sekil 4.9. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin XRD spektrumlari.
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Sekil 4.9 protein izolatlarinin XRD spektrumunu gostermektedir. Literatiir
calismalarinda da rapor edildigi gibi, KTP’nin 20 agis1 8° ve 12° a-heliks ve 19° B-
sheet protein yapilarina isaret eden pikler tespit edilmistir. KTP’nin 26 a¢1 degerleri
yapilan uygulamalardan sonra degisim gostermemistir. KTP’nin %20,66 olan
kristalinite degeri uygulamalardan sonra pH12MTS izolatinda %29,54 ile en yiiksek
degere ulasmistir. MTS, pH12YBH ve YBH izolatlarinin kristalinite degerleri (%) ise
sirastyla %27,28, %26,34 ve %25,45°tir. Uygulamalarin sonucunda proteinlerin
molekiiler yapisindaki artan diizensizlik, amorf formlarin kristal formlara doniisiimiine
yol agabilmektedir. pH, kavitasyon ve sicakligin etkisiyle proteinler amorf formlardan

kristal formlara doniisebilmektedir (McManus ve ark., 2016).

4.3.5.2. Termal davranisi

Proteinlerin termal davranisi, gida ireticileri i¢in yol gosterici bir parametredir.
Denatiirasyon sicakligi (Tq), denatiirasyonun baslangic sicakligi (Tonset) Ve entalpi
degerleri, proteinlerin tigiinciil yapilari, kismi agilim1 ve agregasyonu hakkinda degerli
bilgiler saglamaktadir. Tablo 4.2’de goriildiigii gibi, modifikasyon uygulamalarindan

sonra izolatlar farkli termal davraniglar sergilemistir.

Tablo 4.2. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin Tonset (°C) Tq (°C)
ve entalpi (W/g) degerleri.

Uygulamalar Tonset (°C) Tq (°C) Entalpi (W/g)
KTP 88,96 + 0,42° 92,77 +0,16° 10,84 + 1,682
pHI12 93,79 + 1,022 102,49 + 1,44° 0,60 + 0,24¢
YBH 94,29 + 0,322 98,96 + 0,33% 8,20 + 1,65°
pH12YBH 93,66 + 0,79 101,04 + 1,852 0,29 + 0,009
MTS 78,53 + 1,12¢ 86,97 + 0,67° 7,66 + 0,79°
pHI2MTS 75,12 + 1,844 87,54 + 0,56° 0,12 +0,02¢

*Farkli harflere sahip rnekler siitun boyunca onemli 6lgiide farklidir (p<0,05). Degerler ortalama +
standart sapma, n = 3 olarak ifade edilmistir.

KTP izolatinin Tonset Ve Tq sicakliklari sirasiyla 88,96 °C ve 92,77 °C iken, pH12, YBH
ve pHI12YBH izolatlar1 daha yiiksek Tonset (93,66-94,29 °C) ve Tq (96-102,49 °C)
degerleri gostermistir. MTS ve pHI2MTS o6rnekleri, KTP’den daha diisiik Tonset
sicakliklarina sahip olmustur. Tq agisindan, MTS (86,97 °C) ve pHI12MTS (87,54 °C)
izolatlari, islem gormemis izolatlardan daha diisiik degerler gostermistir. Proteinlerin

artan Tq degerleri, genis bir sicaklik araliginin gerekli oldugu gida isleme
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uygulamalarinda avantajli  olabilmektedir. Ek olarak, kenevir proteininin
denatiirasyonunu tamamlamak i¢in gereken enerjiyi belirten entalpi degeri analiz
edilmistir. Uygulama yapilmayan KTP’nin entalpisi (10,84 W/g), YBH ve MTS
islemlerinden sonra azalmistir. Ozellikle, pH12 (0,60 W/g), pH12YBH (0,29 W/g) ve
pH12MTS (0,12 W/g) izolatlari, diger islemlerden daha diisiik entalpi degerlerine
sahip olmustur. Elde edilen veriler KTP’nin termal davranmigindaki degisimin
temelinde yatan tgiinciil yapt modifikasyonunun en ¢ok pHI2ZMTS ve MTS
uygulamalarinda meydana geldigini kanitlamaktadir. Proteinlerin tigilinciil yapilari,
iyonik, hidrojen, hidrofobik ve disiilfit baglar1 gibi ¢esitli bag tiirlerini igermektedir
(Nazari ve ark., 2018). Kesme kuvvetleri ve kavitasyonlu kabarcik patlamasi dahil
olmak tizere USH kaynakli etkiler, bu baglarin bazilarin1 parcalayabilir ve protein
sarmalin1 kismen agabilmektedir. Modifikasyon islemlerinden sonra daha 6ncesinde
rapor etttigimiz zeta potansiyeli, Flmax ve serbest SH gruplarindaki artiglar da DSC
bulgularini desteklemektedir.

4.3.5.3. Sindirilebilirlik

Uygulama yapilan ve yapilmayan KTP’nin protein sindirilebilirligi (%) verileri Sekil
4.10°da gosterilmistir. Modifiye edilmis tiim kenevir protein izolatlari, uygulama
yapilmayan KTP’den (%84,23) daha yiiksek protein sindirilebilirlik degerleri
gostermistir. Spesifik olarak, pHI2MTS (%95,46) ve MTS (%95,26) islemleri, diger
tiim uygulamalara kiyasla protein sindirilebilirligini artirmada 1,1 kat artig ile daha
yiksek sonuglar vermistir. Ardindan bu degerleri pH12YBH (%91,43), YBH
(%87,66) ve pH12 (%88,83) izolatlarinin sindirilebilirlik verileri takip etmektedir.
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Sekil 4.10. Farkli modifikasyon uygulamalari sonrasinda KTP’lerin protein
sindirilebilirligi (%).

Onceki ¢aligmalar da USH veya YBH uygulamalarindan sonra protein
sindirilebilirliginde iyilesmeler oldugunu bildirmistir (Pan ve ark., 2020; Yuanging ve
ark., 2020). Gelismis protein sindirilebilirliginin olast nedeni, islemlerden sonra
modifiye proteinlerin ikincil yap1 oranindaki doniisiim olabilmektedir. Yuanging ve
ark. (2020), proteinlerin (piring, yulaf, misir ve soya proteinleri) sindirilebilirliginin,
a-heliks yapisinda azalis, B ve rastgele sarim formlarinda meydana gelen artis
sayesinde gelistigini bildirmistir. Diger olasi sebepler ise serbest SH gruplarinin
artmasi (Pan ve ark., 2020) ve protein yapilarinin agilmasi sonucu gastrik enzimlerin

daha etkin ve izolatlarin sindirime daha duyarli hale gelmesidir.

4.3.6. Morfolojik ozellikler

4.3.6.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM)
Uygulamalarin KTP izolatlarinin morfolojisi iizerindeki etkilerini anlamak i¢in SEM,

x500 ve x2000 biiyiitme derecelerinde gerceklestirilmistir (Sekil 4.11).
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KTP

Sekil 4.11. Farkli modifikasyon uygulamalar1 sonrasinda KTP’lerin x500 ve 2000
biiyiitme degerlerindeki elektron mikroskop goriintiileri.

Uygulamalardan sonra KTP izolatlari, nispeten yuvarlak ve piirlizsiiz bir yiizey
sergilemistir. Buna karsilik, tim islemler kenevir proteinin yapisini kismen par¢alamig
ve izolatlar mikroskop goriintiilerinde oldukga piiriizlii, keskin kenarli pul pul sekiller
gostermistir.  USH’nin  kavitasyon kuvvetlerinin etkisi, protein yapilarinin
bozulmasina neden olabilmektedir (Zhang ve ark., 2019). Catlak, diizensiz ve kiigiik
partikiiller, ¢oziiniirliik ve emiilsiyon analizi sonuglarini kanitlamak i¢in yeterli veriyi
saglamaktadir. pH degistirme sonrasi izolatlarin yiizeylerinde goriiniir fibrile benzer

yapilar gozlenmistir.

4.3.7. Tekno-fonksiyonel ozellikler

4.3.7.1. Coziiniirlik

Coziinirliik, proteinlerin islevsel ozelliklerinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir.
Protein ¢oziiniirliigli hidrofobik/hidrofilik grup oranina, partikiil boyutuna, yiizey
hidrofobikligine ve denatiirasyon/agregasyon derecesine baghidir (Yildiz ve ark.,
2018). Tablo 4.3’te goriildigii gibi, en yiiksek protein ¢oziiniirligi KTP’ye (%25)
kiyasla 2,08 kat artisla pH12MTS (%52) izolatinda elde edilmistir.
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Tablo 4.3. Farkli modifikasyon uygulamalart sonrasinda KTP’lerin ¢6ziiniirlik (%),
emiilsiyon aktivitesi (m?/g), emiilsiyon stabilitesi (dk.) ve kremalasma

indeks (%) degerleri.

e e e Emiilsiyon Emiilsiyon Kremalasma

Cozuniirlik (%) Givitesi (m?/g)  stabilitesi (dk)  indeksi (%)

KTP 24,88 + 0,731 12,38 + 0,62° 14,75+ 0,12¢ 28,15 + 0,20°
pH12 34,01+ 0,51° 16,19 + 0,20 19,28 + 0,46¢ 30,70 + 0,44¢
YBH 36,06 + 3,13° 16,95 + 0,53¢ 18,59 + 0,14¢ 32,96 + 0,06°
pH12YBH 41,10 + 1,03 22,75 + 1,30° 28,00 + 0,85° 34,15 + 0,08
MTS 42,21 + 1,100 18,70 + 0,52 29,88 + 0,15 34,12 + 0,10
pH12MTS 52,54 + 1,19° 26,09 + 0,36 31,75+ 0,572 37,65 + 0,25

**% Farkli harflere sahip 6rnekler siitun boyunca 6nemli dlgiide farklidir (p < 0,05). Degerler ortalama + standart sapma, n = 3
olarak ifade edilmistir.

Sonrasinda sirastyla pH12YBH (1,64 kat), MTS (1,68 kat), pH12 (1,36 kat) ve YBH
(1,44 kat) izolatlar1 uygulama yapilmayan KTP’den daha yiiksek ¢oziintirliik degerleri

gostermistir.

Yiiksek basing ve i1limli 1sil islem altindaki MTS sisteminin, yalnizca USH
uygulamasina kiyasla 3 ila 6 kat daha yiiksek akustik kavitasyon yogunlugu irettigi
bilinmektedir (Yildiz ve ark., 2017). Kavitasyon kabarciklar1 (Giizel ve ark., 2020),
sono-reaktordeki sicaklik, biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli aktivasyon enerjisini
diistirme islevi gérmektedir (Lo ve ark., 2022; Yildiz ve ark., 2017). pH12MTS islemi

kenevir proteininin ¢oziiniirliigiinii diger tiim islemlerden daha fazla artirmistir.

4.3.7.2. Emiilsiyon ozellikleri

Emiilsiyon o6zellikleri, kek, sosis, dondurma, tatli ve kahve beyazlatici gibi bir¢ok gida
iriinii i¢in temel bir faktordiir ve proteinin arayilizey adsorpsiyon yeteneklerini
gosterir. Emiilsiyon aktivitesi (EA) ve emiilsiyon stabilitesi (ES), proteinlerin
emiilsiyon 6zelliklerinin iki temel gostergesidir. EA, birim protein basina emiilsifiye
edilebilecek yag miktarin1 gosterir ve ES, emiilsiyonun belirli bir siire boyunca
kararliligini dlger (Yildiz ve ark., 2017). KTP izolatlarinin EA ve ES degerleri Tablo

4.3’te sunulmaktadir.

Uygulamalar icinde pHI12MTS emiilsiyonu en yiiksek EA (26,09 m?/g) ve ES (31,75
dk.) degerlerine sahip olmustur ve uygulama yapilmayan KTP emiilsiyonuna kiyasla
sirastyla EA, 2,11 kat ve ES, 2,15 kat daha yiiksek degerler gostermistir. MTS ve
pH12YBH emiilsiyonlar ikinci en yiliksek EA ve ES degerlerini gosterirken bunu
YBH ve pHI2 emilsiyonlar1 takip etmistir. Bdylece, tiim islemler, su-yag
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arayiizlerinde daha giiglii viskoelastik protein filmleri olusturarak KTP’nin EA ve ES
degerlerini iyilestirmistir. Benzer sekilde Kahraman ve ark. (2022) tarafindan USH ve
pH degistirme islemlerinden sonra KTP’nin emiilsiyon 6zelliklerinin iyilestigi
bildirilmistir. Proteinin emiilsifikasyon 6zellikleri ile ¢oziiniirliigii ve hidrofobikligi
arasinda giiclii bir korelasyon oldugu Zhang ve ark. (2014) tarafindan rapor edilmistir.
Uygulamalardan sonra izolatlarin gosterdigi yiiksek floresan yogunluk ve ¢oziiniirliik

gelisen emiilsiyon 6zellikleri ile iliskilendirilebilir.

Kremalagma indeksi, krema ve serum katmanlarindaki faz ayrimi ile emiilsiyonun
kararsizligin1 belirler. pH12MTS emiilsiyonu en yiiksek kremalagma indeksini
gosterirken (1,34 kat daha yiiksek), bunu sirasiyla MTS, pH12YBH ve YBH
emiilsiyonlar1 izlemistir (Tablo 4.3). Daha yiiksek kremalagma kararliligina sahip olan
proteinler daha iyi emiilsiyon ozelliklerini gostermektedir. Kremalagmaya karsi
gosterilen stabilite, emiilsiyonlarin damlacik boyutuna ve viskozitesine baglidir
(McClements, 2007). Modifiye edilen izolatlarin daha kiigiik partikiil boyutlari, daha
yiiksek ¢oziiniirligii ve zeta potansiyeli, yag damlaciklarini hizla ¢evreleyen stabil
emiilsiyonlarin olusumunu saglayabilmektedir. Benzer sekilde, Karaca ve ark. (2011)
emiilsiyonlarin kremalagsma kararlili1 ile zeta potansiyeli ve ¢oziiniirliigiin pozitif,

damlacik boyutunun ise negatif korelasyona sahip oldugunu bildirmistir.

KTP pH12 YBH pH12YBH MTS pH12MTS

to

ts0

Sekil 4.12. Farkli modifikasyon uygulamalarindan elde edilen KTP emiilsiyonlarinin
0. dakika (to) ve 60.dakikadaki (tso) mikrograflari.

Sekil 4.12°deki mikrograflar, 0. ve 60. dakika sonrasinda emiilsiyon damlaciklarinin
mikroskop goriintilerini gostermektedir. pHI2MTS ve MTS emiilsiyonlar: tekdiize,
kiiciik damlacik boyutlarina sahipken, KTP izolat1 daha biiyiik ve ¢oklu damlacik
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boyutlart gostermistir. Ayn1 egilim emiilsiyonlarin 60. dakika mikrograflarinda da

goriilmiistiir.

pH12 izolatlarindan elde edilen emiilsiyonlarin gelismis ozellikleri pH degistirme
islemi ile olusan erimis globiil protein yapilarina baglanabilir. Erimis globiil
formundaki proteinler, kismen katlanmis konformasyonlarda diizensiz {i¢iinciil yapilar
gostererek, Ugiinciil etkilesimleri ve iyi paketlenmis amino asit yan zincirlerini
kaybederler. Boylece erimis yan zincir yapisinda hidrofobik yiizey alani artmaktadir
(Choe ve ark., 2022; Dijkstra ve ark., 2018). Ayrica, artan ¢Oziiniirlik yag
damlaciklarin1 adsorbe etmek i¢in emiilsiyon hacmi basina diisen protein miktarinin
artmasi saglamaktadir. Kavitasyon fenomeni ve pH degisimi ile partikiil boyutunun
kiiciilmesi, etkin bir arayiizey film tabakasi olusturmak igin esnek ve aktif gruplar

ortaya ¢ikarabilmektedir (Nazari ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2022).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez galismasi, kenevir tohum proteinlerinin fonksiyonel, fizikokimyasal,
morfolojik ve biyoaktif 6zelliklerini gelistirmek amaciyla 1s1l olmayan ve kimyasal
modifikasyon tekniklerinin tekil veya kombine kullaniminin etkinligini konu almustir.
Isil olmayan tekniklerden ultrases (USH), yiiksek basing homojenizasyon (YBH),
manotermosonikasyon (MTS) ve kimyasal tekniklerden pH degistirme (pH12)

uygulamasina dair elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

> Ulkemizin ilk tescillenen kenevir tohum cesidi “Narlisaray”in genel kimyasal
kompozisyonu %25,4 protein, %35,7 yag, %6,6 nem, %4,8 kil ve %27,5
karbonhidrat olarak bulunmustur. Literatiirdeki farkli kenevir ¢esitlerinin genel
kimyasal kompozisyonu ile benzer degerler géstermistir.

» KTP’nin genel kimyasal kompozisyonunda protein igerigi %90,0, yag icerigi
%0,6, nem, kiil, karbonhidrat igerikleri ise sirastyla %5,6, %2,6 ve %1,2 olarak
bulunmustur. Etkin yag giderme islemi ve alkali hidroliz-izoelektrik ¢okeltme
prosediiriiyle elde edilen kenevir tohumlarindan yiiksek saflikta protein izolat
elde edilebilmistir.

» USH probu tarafindan farkli giiclerde KTP siispansiyonlarina aktarilan akustik
enerjinin yogunlugu zamana kars1 kalorimetrik dl¢timler sonucunda %45, %65
ve %85 genlik degerleri icin sirastyla 6-11 W/cm?, 27-32 W/cm? ve 48-52
W/cm? olarak hesaplanmustir.

» USH proses kosullar1 (%45-85 genlik, 5-15 dak. siire, %2-10 protein
konsantrasyonu) KTP’nin maksimum ¢6ziiniirliikk ve minimum partikiil boyutu
yanitlarina gore yiiksek korelasyon ¢iktilariyla (Rzgdzﬁnﬁﬂﬁkzo,9728, Rzpartikﬁl
boyutu=0,9804) modellenmistir. Elde edilen her iki modelde de protein
konsantrasyonunun yanitlar {izerinde 6nemli bir etkisi goriilmezken, genlik ve
stire etkili bulunmustur. Genlik*Konsantrasyon interaksiyonu harici diger tim

interaksiyonlar yanitlar iizerinde 6nemli dl¢iide etkilidir.



» Elde edilen modellere gore optimum proses parametreleri, %71,9 genlik, %6,9
protein konsantrasyonu ve 7,8 dakika olarak bulunmustur. Coziiniirlik ve
partikiil boyutlar1 i¢in optimum noktanin validasyonunda bagil hata
degerlerinin sirasiyla %2,0 ve %1,6 olmasi (<%10) elde edilen modellerin
tahminleme dogrulugunu teyit etmektedir.

» Uygulama Oncesine kiyasla, optimum proses kosullarinda elde edilen KTP-
USH izolatlarinin ¢oziiniirliigli %78 artarken, partikiil boyutu %46 azalmistir.

» USH uygulamasinin KTP’nin birincil yapisinda degisime yol agmadigi
elektroforetik protein bantlarinin degismemesinden yola ¢ikilarak sdylenebilir.
KTP’nin protein bant profili literatiire benzer sekilde ~60 kDa’da edestin ~37
kDa’da asidik, ~18 kDa’da bazik alt birimler ve albiiminden olusmaktadir.
SDS-PAGE’in 2-ME ile indirgenen ortamimda KTP’nin diisiik fonksiyonel
ozelliklerine atfedilen disiilfit baglarmin kirilmasiyla edestin protein bant
yogunlugunun azaldigi gozlenmistir.

» KTP’nin aminoasit profili USH uygulamasi etkisiyle degismistir. Bazi
aminoasitlerin miktarinda azalmalar ve yine bazi aminoasitler arasi olasi
dontisiimler meydana gelmistir.

» USH uygulamasinin KTP’nin ikincil yapisindaki degisimi FT-IR
spektrumunda proteinin Amid 1 ve 2 bolgelerindeki kaymalar ortaya
cikarmistir. Yine benzer sekilde uygulama sonrasinda KTP’nin ikincil yap1
dagilimindaki a-heliks oran1 azalirken (%22,2’den %12,5’e), [-sheet
(%42,6’dan %48,8’¢) ve rastgele sarim orani (%35,2’den %38,7’ye) artmistir.
Ozellikle rastgele sarim oranindaki artis proteinlerin daha esnek ve diizensiz
yapilara sahip olmasi ile daha gelismis fonksiyonel 6zellikler gostermesini
saglayabilmektedir.

» USH uygulamasimin KTP’nin ii¢ilinciil yapisinda meydana getirdigi degisim
serbest SH grubu icerigi (+%59) ve zeta potansiyeli (+%25) artis1 ile ortaya
koyulmustur. KTP’nin termal davranisindaki degisim ise uygulama sonrasinda
denatiirasyon entalpisindeki azalma ile kendini gostermistir. Benzer sekilde
KTP’nin yiizey hidrofobisitesinde, uygulama sonrasinda goriilen artis ve igsel
floresan degerindeki batokromik kayma protein yapisinda agregasyona neden
olan interaksiyonlarin bozuldugunu ve gomiilii gruplarin yiizeyde aktif hale

gectigini gostermistir.
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» USH uygulamasi sonrasinda KTP’nin fizikokimyasal 6zelliklerinde goriilen
degisimler fonksiyonel Ozelliklerini de gelistirmistir. KTP-USH’un
emiilsifikasyon, yag baglama ve kopiirme 6zelliklerinin KTP’ye kiyasla artt1g1,
ancak en diisiik jellesme konsantrasyonunun azaldigi rapor edilmistir. Goriilen
bu degisimler KTP’nin USH uygulamas1 sonrasinda serbest siilfidril grup
iceriginin ve yiizey hidrofobisinin artis1 ile iligkilendirilebilir. Ciinkii bu
artiglar, Ozellikle proteinlerin yag baglama, emiilsiyon, jel ve kopik
Ozelliklerini desteklemektedir. Yine USH uygulamasi sonrasinda artan
cozlinlirliik diger tiim fonksiyonel Ozellikler i¢in aktif yiizey gruplarini
destekledigi i¢in dolayli bir artisa yol agtigin1 sdyleyebiliriz. Ayrica, KTP nin
antioksidan 6zelligi USH uygulamasi ile %38 oraninda artmustir.

» Tez ¢alismasimnin ikinci bolimiinde ise YBH, MTS ve bunlarin pH degistirme
uygulamasi ile kombinasyonlarinin KTP’nin fizikokimyasal, morfolojik ve
fonksiyonel ozellikleri lizerindeki etkisi aragtirilmigtir.

» MTS isleminin ¢ozlinlirlik ve partikiil boyutlarna iligkin optimum islem
parametreleri 50°C, 200 kPa ve 90 s olarak belirlenmistir. KTP ye kiyasla
optimum kosullarda MTS uygulanan 6rnekte partikiil boyutu 2,0 kat azalirken,
¢Ozlniirlik 1,7 kat artmustir.

» Uygulamalar proteinlerin SDS-PAGE profilinde bir degisim meydana
getirmemistir. Islemler sonrasi ikincil yapidaki degisim, o-heliks formlarindaki
azalma ve rastgele sarim formlardaki artis gorilen CD verileriyle
kanitlanmistir. Benzer sekilde FT-IR esneme titresimlerinde Amid 1 ve Amid
2 bolgelerindeki esneme titresimlerindeki batokromik kaymalar gozlenmistir.
Ozellikle pHI2MTS uygulaana &rnekte 1430 ve 870 cm™ bolgesinde yeni
pikler tespit edilmistir. Bu da MTS uygulamasinin protein siispansiyonunda
diger uygulamalara kiyasla daha etkin kosullar ortaya c¢ikardigina
yorumlanabilir.

» KTP’nin 365 nm olan partikiil boyutu, uygulamalarin etkisiyle 227-112 nm
araliginda degisim gostermistir. Bu degisimde pH12MTS nin partikiil boyutu
3,2 kat ile en fazla azalis1 gdstermistir ve sonrasinda sirasiyla MTS, pH12YBH
ve pH12 uygulamalarmin yapildigi izolatlarin partikiil boyut azalis1 takip
etmistir. Uygulamalar sonrasinda KTP’nin partikiil boyut dagilimi
monomodelden multimodele gecis yaparken, 10-100 nm araliginda partikiil

boyutuna sahip pikler gozlenmistir. Zeta potansiyeli de pH 7,0’de -33,6 mV
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degeri ile negatif yonde en yliksek pH12MTS uygulamasinda goriilmiistiir. Bu
durum partikiil boyut kii¢iilmesi ve ¢oziiniirliik artisiyla yiizeydeki negatif yiik
dengesinin yiikseldigini diisiindiirmektedir. Béylece uygulamalar, daha stabil
protein siispansiyonlarinin olusumuna katki saglayabilecektir.
Modifiye edilen izolatlarin floresan yogunlugu, kavitasyonel kuvvetlerin ve pH
degistirme uygulamalarinin kombine etkileri ile li¢iinciil yapisal degisikliklerin
kanit1 olarak artmistir. Protein yapisinin kismi agilmasi kromoforlarin yiizeye
salimimina neden olabilmektedir. Proteinlerin yiizey hidrofobisitesindeki artis,
yag ve havay1 adsorbe eden daha etkin ara yiizey filmlerin olusmasina ve
boylece emiilsiyon ve kopiik 6zelliklerinin iyilesmesine neden olabilmektedir.
Tiim uygulamalar izolatlarin termal davranisimi ve amorf yapt oranini
degistirerek daha diizensiz formlar olusmasmna yol a¢cmustir. Ek olarak,
uygulama yapilmamis izolatin protein sindirilebilirligi (%84,23) modifikasyon
islemleri sonrasinda artarak pHI12MTS (%95,46) izolatinda en yiiksek
sindirilebilirlik degeri elde edilmistir. Bu durum, sindirim enzimlerine daha
duyarli kismen denatiire protein yapilarinin olusmasina ve ikincil yapidaki
degisimlere baglanmistir. MTS ve pHI2MTS uygulamalari, KTP’nin
fonksiyonel ve fizikokimyasal 0zelliklerini ve sindirilebilirligini diger
uygulamalara gére 6nemli 6l¢iide daha fazla artirmstir.
Bu degisimde pH12MTS’nin (%52) c¢oziniirliigli, uygulama yapilmayan
KTP’ye (%25) kiyasla 2,08 kat daha yiiksek bulunmustur. EK olarak,
pHI2MTS izolatinin emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi, KTP’ye kiyasla
sirastyla 2,11 ve 2,15 kat artiglarla en yliksek degerlerde bulunmustur.
MTS’ nin protein yapisinda daha etkin modifikasyonlar saglamasi akustik
etkilerin basing ve sicaklik varliginda daha fazla indiiklenmesinden
kaynaklanabilir.
Genel bir degerlendirme yapacak olursak, KTP’nin yiiksek serbest SH grup ve
globiiler protein igerigi, onun kompakt yapisinin ve zayif ¢oziiniirliigiiniin ana
nedenleri olarak bilinmektedir. KTP'nin fonksiyonel &zelliklerinin akustik
gidiimlii ve pH degistirme etkisindeki modifikasyonuna katkida bulunan
faktorler agsagidaki gibi 6zetlenebilir:

= Kavitasyonel etkilerin ortaya ¢ikardig: fiziksel kuvvetler ve kimyasal

etkiler, i¢ boyutlu protein yapilarini etkileyebilmektedir. Bu gruplarin

protein yiizeyine maruz kalmasi, protein-su etkilesimlerini tesvik
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etmektedir.  Proteinlerin  uygulamalar  sonrasinda  yiizeydeki
elektrostatik yiik artis1 zeta potansiyeli sonuglartyla da kanitlanmigtir.
pHI12 iglemi, protein sarmalindaki kismi acilma ve katlama
adimlarindan sonra protein yapisini erimis globiil formuna doniistiiriir
ve fiziksel degisikliklere karsi daha hassas yapilar olusturabilir. Bu
nedenle, MTS ile pH degistirmenin kombinasyonu, protein drneklerini
kavitasyon etkilerine kars1 daha duyarli hale getirerek sinerjistik olarak
KTP’nin ¢oziiniirliiglinli artirmis olabilir.

Kavitasyon etkisiyle olusan kabarciklar, kesme kuvvetleri ve yliksek
basinglt sok dalgalar1 kenevir proteininin {giinciil yapisindaki
bozulmalara neden olarak daha kiigiik partikiil boyutlarina yol agmuistir.
Dabha kiigiik partikiil boyutlari, su-protein etkilesimleri i¢in yeni aktif
ylizey alanlari sunarak ¢oziiniirligii tesvik edebilir. Partikiil boyutu ile
¢cOzliniirliik  arasindaki  negatif  korelasyon bu  agiklamayi
desteklemektedir.

Kismi agilma ve kovalent olmayan bag kirilmalari ile ikincil ve tigiinciil
yapilarda meydana gelen konformasyonel degisiklikler protein
ylzeyinde daha fazla hidrofilik kalinti bulunmasina neden olmus
olabilir. Bu durum FT-IR, floresan yogunlugu, ikincil yapi, DSC ve
serbest SH grubu bulgular1 ile dogrulanmistir.

Kavitasyon ve tiirbiilans akis etkileri, proteinlerde kismi denatiirasyona
yol agarak hidrofobik gruplar1 aciga ¢ikartir. Bu gruplar, proteinlerin
emiilsiyon/kopiik olusum fazinda yag/hava damlaciklar etrafinda ince
vizkoeleastik film olusumundaki etkinligini arttirir. Ciinki, ylizey
hidrofobikligindeki artis, yilizeyde artan polar olmayan gruplarla daha
saglam araylizey membran yapisina katkida bulunur. Ayni1 zamanda
coOziiniirliikteki artis proteinlerin su interaksiyonunu ve yag/hava
adsorpsiyonunu etkileyerek daha iyi emiilsiyonlarin/kopiiklerin
olugsmasina katki saglamaktadir. USH uygulamasindaki kavitasyon ve
tirbiilans akis etkisiyle protein fraksiyonlarinda meydana gelen kismi
acilmalar sonucu olusan diizensiz yapilar yag/hava-su arayiizeyine
girebilecek protein konsantrasyonunun ve yagi/hava kapsiile
edebilecek protein miktarmin artisinda etkilidir. Partikiil boyutundaki

azalis emiilsiyon ortaminda daha fazla proteinin yer almasim
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saglayarak emiilsiyon/kopiik stabilitesini olumlu yonde etkilemektedir.
Proteinlerin ikincil yapilarinda rastgele sarim oranindaki artis ve a-
heliks oranindaki azalis molekiillerin daha iyi hareket kabiliyeti
kazanmasina ve dolayisiyla daha etkin emiilsiyon/kopiik 6zellikleri
gostermesine yol acabilmektedir.

= MTS uygulamasmin klasik USH (7,4 dak.) ve YBH uygulamalarina
gore daha etkin modifikasyonu daha kisa islem siiresinde (90 s)
saglayabilmesi Onem tasimaktadir. MTS sistemindeki basing ve
sicaklik, ses dalgalarinin sagladig tiirbiilans, kesme kuvveti, bolgesel
sicaklik ve basing etkilerinin katlanarak artmasina yol agmaktadir. Bu
nedenle daha etkin ve kisa siirede fonksiyonel degisimler saglamasiyla
KTP’yi pH12MTS uygulamasi ile modifiye etmek uygun bir se¢im

olacaktir.

Bu calisma ile 1s1l olmayan ve kimyasal modifikasyon uygulamalarinin kenevir tohum
proteinin teknolojik o6zelliklerini gelistirmede katki saglayabilecegi ortaya
koyulmustur. Optimum proses parametrelerinde istenilen fonksiyonel 6zelliklerin elde
edilebilecegi gosterilmistir. Aym1 zamanda modifiye edilen kenevir tohum
proteinlerinin gida bileseni olarak kullanim potansiyeli bulunmaktadir. MTS
teknolojisi islevsellestirilmis ve katma degerli protein bilesenleri, kapsiilleme
malzemeleri ve yenilebilir filmler iiretmek igin kullanilabilecektir. Yine modifiye
edilen proteinlerin gida sistemlerindeki davraniginin belirlenmesi gerekmektedir.

Gelecekteki caligmalarda bu kapsamda tasarlanacaktir.
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