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OZET

Soguk Pres Aci1 Biber Tohumu Yag Yan Uriiniinden Geri
Kazanilan Ham Lif, Bitkisel Protein ve Protein
Hidrolizatlarinin Teknolojik ve Biyoaktif Ozelliklerinin

Incelenmesi

Esra AVCI

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Gida Miihendisligi Programi

Doktora Tezi

Danigman: Dog. Dr. Salih KARASU

Bu tez calismasinin ilk asamasinda, acit biber yagi yan {irliniiniin (HPOB)
karakterizasyonu yapilmis ve salata soslarinda yag ikamesi olarak kullanilabilirligi
aragtirtlmistir. HPOB (soguk pres biber tohumu yagi yan iriinii), toplam fenolik
icerik (TPC) ve DPPH (%) ile CUPRAC antioksidan kapasiteleri belirlenmistir.
Kapsaisin, dihidrokapsaisin ve toplam karotenoid igerigi gibi fizikokimyasal
ozellikleri agisindan karakterize edilmistir. Salata soslaria yag ikamesi kullanim
potansiyelini belirlemek icin HPOB ilave edilerek gelistirilen emiilsiyonlar, kesme
dayanimi, kat1 benzeri 6zellikler ve geri kazanilabilirlik gibi 6zelliklerde iyilesme
gostermistir. HPOB iceren salata soslari, oksidatif stabiliteyi artirmak i¢in etkili bir
sekilde kullanilmistir. Ayrica, HPOB'nin salata soslarinin duyusal 6zelliklerini ve
kalite 6zelliklerini gelistirdigi goriilmistiir. Bu ¢alismanin ikinci asamasinda ise act

biber yag1 yan iiriiniinden protein ve lif izole edilmistir. izole edilen proteinler,

Xi



alkalaz, flavourzyme ve savinaz gibi farkli enzimlerle hidrolize edilmistir.
Enzimatik hidroliz sonucunda elde edilen hidrolizatlarin tekno fonksiyonel ve
biyoaktif 6zellikleri incelenmistir. Protein hidroliz derecesi, kullanilan enzim
tiirline bagli olarak onemli Ol¢lide farklilik gdstermistir. Hidroliz siiresi arttik¢a
hidroliz derecesi de artmistir. Savinaz ile muamele edilen hidrolizatlarda en yiiksek
hidroliz derecesi saptanmistir. Hidrolizatlarin teknolojik 06zelliklerinin (yag
baglama kapasitesi, emiilsiyon aktivite ve stabilite indeksi) diisiik hidroliz
derecesine sahip hidrolizatlarin daha {istiin oldugu bulunmustur. Hidrolizatlarin
antioksidan kapasitesi, enzimatik hidroliz sonrasinda Onemli Ol¢lide artmistir.
Savinaz ile muamele edilen hidrolizatlarda yiiksek antioksidan aktivite
gbzlemlenmistir. Bu tez ¢alismasi, HPOB nin karakterizasyonunu, salata soslarinda
yag ikamesi olarak kullanim potansiyelini ve HPOB’den geri kazanilan protein,
protein hidrolizatlar1 ve ham lifin teknolojik ve biyoaktif 6zelliklerini ortaya

koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aci biber yagi yan iirlinii, enzimatik hidroliz, yag ikame,

protein

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of Technological and Bioactive Properties of
Crude Fiber, Plant Protein and Protein Hydrolysates
Recovered from Cold Press Hot Pepper Seed Oil By-

Product

Esra AVCI

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih KARASU

In the first stage of this thesis, the characterization of the hot pepper oil by-product
(HPOB) was made and its use as a fat substitute in salad dressings was investigated.
HPOB (cold pressed pepper seed oil by-product), total phenolic content (TPC) and
DPPH (%) and CUPRAC antioxidant capacities were determined. Capsaicin was
characterized for its physicochemical properties such as dihydrocapsaicin and total
carotenoid content. Emulsions developed by adding HPOB to determine the
potential for use as a fat replacer in salad dressings showed improvements in
properties such as shear strength, solid-like properties and recoverability. Salad
dressings containing HPOB have been used effectively to increase oxidative
stability. In addition, HPOB has been shown to improve the sensory properties and
quality characteristics of salad dressings. In the second stage of this study, protein
and fiber were isolated from the by-product of hot pepper oil. Isolated proteins were

hydrolyzed with different enzymes such as alkalase, flavourzyme and savinase.
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Techno-functional and bioactive properties of hydrolysates obtained as a result of
enzymatic hydrolysis were investigated. The degree of protein hydrolysis differed
significantly depending on the type of enzyme used. As the hydrolysis time
increased, the degree of hydrolysis also increased. The highest degree of hydrolysis
was detected in the hydrolysates treated with savinase. It has been found that the
technological properties of hydrolysates (oil binding capacity, emulsion activity
and stability index) are superior to hydrolysates with a low degree of hydrolysis.
The antioxidant capacity of the hydrolysates increased significantly after enzymatic
hydrolysis. High antioxidant activity was observed in hydrolysates treated with
savinase. This thesis study reveals the characterization of HPOB, its use as a fat
substitute in salad dressings, and the technological and bioactive properties of

protein, protein hydrolysates and crude fiber recovered from HPOB.

Keywords: Hot pepper oil byproduct, enzymatic hydrolysis, oil replacer, protein
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1

GIRIS

Gida endiistrisi, diinya capinda yilda yaklasitk 190 milyon ton yan f{iriin
iretmektedir. Bu yan {iriinler arasinda zarar goérmiis hammaddeler, posalar,
yapraklar, tohumlar, kabuklar, kepekler, yagli tohum kiispeleri vb. bulunur. Bu yan
iriinlerin ¢ogu atik yonetimi, geri donlisiim veya imha gerektirebilecek sekilde

ortaya ¢ikmaktadir (Allotey vd., 2023; Comunian vd., 2021; Geng¢dag vd., 2021).

Gida endistirisi yan iirlinleri, fenolikler, diyet lifleri, alkaloidler, pigmentler ve
onemli miktarda protein, karbonhidrat, lipit ve diger biyoaktif bilesikler
icermektedir. Elma, {iziim, narenciye, havu¢ ve domates gibi meyve ve sebze
endiistrisinden kaynaklanan atiklarin ve yan tirlinlerin ¢gogu kolesterol diisliriicii ve
anti-aterosklerotik etkileri oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, yan {iriinlerin
degerlendirilmesi ve yan iiriinlerden degerli bilesiklerin geri kazanilmasi, kiiresel
gida sirdirilebilirligi, ¢evre ve ckonomi agisindan Onemli bir role sahiptir

(Fernandez vd., 2018; Socas-Rodriguez vd., 2021).

Son yillarda, bitki kaynakli yan {riinlerden protein geri kazanimi teknikleri,
ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde calisan bilim adamlari arasinda
trend haline gelmistir (Gengdag vd., 2021). Bitki bazli proteinler, hayvansal bazli
proteinlere gore avantajlara sahip olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir. Bu
avantajlar arasinda kolesterol igermemeleri, daha diisiik doymus yag asitlerine

sahip olmalar1 ve bol miktarda bulunmalar1 yer almaktadir (Zardo vd., 2019).

Bir kimyasal maddenin geri kazanim orani, yan {riiniin hiicresel yapisina ve
uygulanan ekstraksiyon teknolojisine baglidir. Geleneksel ekstraksiyon yontemleri,
tiim karmasik biyopolimerleri ¢ikarmak igin yetersizdir. Ozellikle seliiloz yapilari,
¢Oziicii molekiillerin giremedigi ve molekiilleri serbest birakamadigir bosluklara
sahiptir. Bu nedenle, gelencksel yontemlerin verimliligi diisiik olabilmektedir
(Gharib-Bibalan, 2018). Son on yilda, proteinlerin siirdiiriilebilir ve verimli bir
sekilde ekstraksiyonunu kolaylagtirmak icin bircok yeni teknik gelistirilmis ve
optimize edilmistir. fonksiyonel bitki proteinlerini elde etmek ig¢in ultrason,
mikrodalga, darbeli elektrik alani ve yiiksek voltajli elektrik desarji gibi teknikleri
kullanmaktadir. Bu teknikler, proteinlerin daha etkili bir sekilde c¢ikarilmasina

yardimci olur ve ekstraksiyon verimini artirir (Zhang vd., 2019).
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Ayrica, bitki bazli proteinlerde bulunan biyoaktif peptitlerin, fonksiyonel gida
gelisiminde saglikli ve faydali oldugu bildirilmektedir. Bu peptitler, antioksidan,
antimikrobiyal, antienflamatuar ve kan basincini diisiiriici gibi ¢esitli biyolojik
etkilere sahip olabilir. Bu nedenle, bitki proteinlerinin ekstraksiyonu sirasinda bu
biyoaktif peptitlerin korunmasi ve elde edilmesi 6nemli bir hedef olmustur

(Udenigwe vd., 2017).

Yan iirtinlerden geri kazanilan diyet liflerinin fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel
Ozellikleri, kullanilan ekstraksiyon yonteminin tiiriine baghdir (Nadar vd., 2018).
Kimyasal, mekanik, termal, enzimatik gibi cesitli yontemlerle diyet lifi
ekstraksiyonu gerceklestirilebilir. Ancak bu yontemler, uzun siireli ekstraksiyon
stireleri ve yiiksek sicakliklar gerektirdigi i¢in ekstraksiyon verimini diisiirebilir. Bu
nedenle, yeni ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir (K. Kumar vd., 2021).
Ultrason destekli ekstraksiyon azaltilmig zaman ve enerji tiiketimi, diisiik sicaklikta
ekstraksiyon yapabilme ve ekstrakt kalitesini koruma gibi avantajlar sunar.
Ultrason destekli ekstrakisyon bitki kaynakli diyet liflerini ¢ikarmak i¢in yiiksek
yogunluklu ses dalgalarin1 kullanir. Akustik kavitasyon sirasinda olusan fiziksel
kuvvetler, bitki dokusunda bozulmaya neden olur ve boylece solvent i¢indeki
bilesenlerin daha kisa siirede ¢Oziinmesine yardimci olmaktadir (Siddiqui vd.,

2023).

Ac1 biber yagi, yiiksek miktarda yag icerdigi icin kozmetik endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ayrica, yagin antibakteriyel ve antifungal ozellikleri oldugu
bilinmektedir. Kapsaisin ve dihidrokapsaisin, ac1 biberin ana aktif bilesenleridir ve
cesitli farmakolojik etkilere sahiptirler. Agr kesici, anti-inflamatuar, antioksidan
ve metabolizma hizlandirici gibi etkileri vardir. Bu nedenle, kapsaisin ve
dihidrokapsaisin farmasdétik iiriinlerde ve ilag gelistirmede potansiyel olarak
kullanilmaktadir (Cvetkovié vd., 2022; Ozyildiz vd., 2013). Sonu¢ olarak, aci
biberin c¢esitli bilesenleri ve yan iriinleri bircok endiistriyel uygulamada
kullanilabilir potansiyele sahiptir. Gida, ilag, kozmetik ve biyoteknoloji gibi
alanlarda kullanilarak ekonomik degeri artirilabilir. Bu yan {irlinlin ¢esitli
endiistriyel uygulamalarda kullanim potansiyeli vardir. Polisakkaritler, jel
olusturma Gzelliklerine sahip olduklarindan gida ve ila¢ endiistrisinde
kullanilabilirler. Ayrica, polisakkaritlerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri

de bulunmaktadir (Baenas vd., 2019).
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Salata soslari, bitkisel aroma vericileri (tatli, tuz, sarimsak vb.) ve emiilsifiye edici
maddeler (kristal inhibitorleri, doku arttiricilar ve dengeleyiciler) ile birlikte asidik
bilesenlerden (maleik asit, asetik asit, sitrik asit vb.) olusan ve son yillarda
popiilerlik kazanan gida friinleridir (Mozafari vd., 2017; Sharma, 2021).
Tiiketiciler saglikli seceneklere yoneldikleri i¢in mi yag1 azaltilmis soslari tercih
etmektedir. Ciinkii yiiksek yag tiiketimi koroner kalp hastaligi, obezite ve diyabet
gibi olumsuz saglik sorunlariyla iliskilendirilmektedir. Bu nedenle, gida iireticileri
ve bilim insanlar, diisiik yagh ve diisiik kalorili gidalarin tiretimi i¢in arastirmalar
yapmaktadir. Salata sosu formiilasyonlarinda, yagin azaltilmasi veya ¢ikarilmasi
durumunda ortaya ¢ikan olumsuz nitelikleri azaltmak icin birka¢ yag ikame
maddesi kullanilmaktadir. Bu yag ikame maddeleri, yagin fiziksel ve duyusal
ozelliklerini taklit ederek, diisiik kalorili ve daha saglikli bir salata sosu elde etmeyi

amaglar (Klaochanpong vd., 2017; Tekin-Cakmak vd., 2021).

Yag ikame maddeleri, belirli gida iirtinlerinde daha diisiik kalori saglayabilen ve
yagin fiziksel ve duyusal 6zelliklerini taklit edebilen maddelerdir (Peng & Yao,
2017). Bu maddeler genellikle {i¢ sinifa ayrilir: lipit, protein ve karbonhidrat bazl
ikame maddeler. Farkl islevsel ve niteliklere sahip olan bu bilesenler tek basina
veya kombinasyon halinde kullanilabilir. Polisakkaritler, zamklar, karboksi-
metilseliiloz, pektinler, lif ve malto-dekstroz gibi maddeler yag ikame edici,
koyulastirici ve az yagh gida sistemlerinde dengeleyici olarak kullanilir. Ancak,
yag analoglarinin kullanilmas1 doku ve duyusal 6zelliklerde kayba neden olabilir.
Bu sebeple, soguk preslenmis yag yan tirlinleri, tam yagh gidalarla ayni kalite ve
tat ozelliklerini korurken, gida iiriinlerindeki yag icerigini azaltma potansiyeline
sahiptir. Bu yan iriinler, dogal yag yerine gecen maddeler ve fonksiyonel icerik
bilesenleri olarak kullanilmaya baslanmistir (Akcicek & Karasu, 2018; Aksoy vd.,
2022; Tekin-Cakmak vd., 2021; Tekin & Karasu, 2020).

Bu c¢alismada soguk pres biber tohumu yagi yan iirliniiniin atik degerlendirme
potansiyelini ortaya konulmasi ve diisiik yagl salata soslarinin kalite ve stabilitesini
artirmak i¢in yenilikgi bir bilesen olarak kullanilabilirligini gosterilmesi
hedeflenmistir. Ayrica bu calisma, siirdiiriilebilirlik agisindan 6nemli olan yan
driinlerin  degerlendirilmesine ve gida endiistrisinde atik yOnetiminin
lyilestirilmesine katki saglayacaktir. Bu amagla, HPOB'nin (soguk pres biber

tohumu yag1 yan lriinii) ayrintili fizikokimyasal ve biyoaktif karakterizasyonu
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yapilmistir. Calismada HPOB’den protein, protein hidrolizat ve lif geri kazanilarak
tekno fonkiyonel 6zellikleri incelenmistir. Daha sonra hem HPOB’nin hem de
HPOB’den geri kazanilan protein ve liflerin salata soslarindaki rolii ve etkisi
degerlendirilmistir. HPOB, protein ve lifi salata soslarinin reolojik ozellikleri,
emiilsiyon stabilitesi ve oksidatif stabilite iizerindeki etkileri aragtirilmistir. Bu
caligma, HPOB, protein ve lifinin yagi azaltilmis salata soslarinda potansiyel bir

stabilizator olarak kullanimini degerlendirmeyi amaglamaktadir.

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Aci1 Biber Tohumu ve Yagi

Biber (Capsicum annuum L.), Solanaceae familyasina ait bir bitkidir ve diinya
genelinde 1liman iklim bolgelerinde yetistirilir. Biberler genellikle ¢ig olarak
tiikketilen dolmalik biberler, baharat olarak kullanilan ac1 biberler ve paprika olarak
renklendirici olarak kullanilan gesitli renklerde meyveler verir. Biberler, tatli ve aci
olmak tizere farkli g¢esitliliklere sahiptir (Cvetkovi¢ vd., 2022). Aci biber
tohumlarinin %43,6 toplam karbonhidrat, %28,3 protein, %18,4 yag, %6,63 su ve
%3,05 kiil (kuru agirlik bazinda) igerdigini bildirilmistir (Chouaibi vd., 2019).
Ayrica C ve E vitaminleri, provitamin A, karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi
biyoaktif bilesikler agisindan zengin olup, tiiketicilere saglik faydalari sunar. Bu
bilesiklerin igerigi, farkl faktorlere bagli olarak degisir, bu nedenle numune alma,
saklama kosullar1 ve isleme uygulamalari kontrol edilmelidir. Karotenoidler,
biberlerin lezzet, renk ve antioksidan o6zellikleri agisindan onemli bir rol oynar.
Ayrica, biberler fenolik bilesikler ve besin maddeleri igerir, bu da insan

beslenmesine katki saglar (Pandey & Rizvi, 2009).

Fenolik asit tiirevleri ve flavonoidler, biber ¢esitlerindeki temel fenolik bilesik
gruplarini temsil eder. Bu bilesikler, biberin tadina, rengine ve aromasina katkida
bulunurken, oksidatif hasara kars1 koruyucu etkiler gdsterir ve biberin antioksidan
kapasitesini artirir. Ayrica, fenolik asitlerin ve flavonoidlerin alimi ile koroner
bozukluklar, diyabet, kanser, osteoporoz ve noérodejeneratif hastaliklar riskinde
azalma arasinda bir iliski oldugunu gosteren birgok c¢alisma bulunmaktadir

(Chouaibi vd., 2019; Jayaprakasha vd., 2012; Sung & Lee, 2016).
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Biber cesitlerinde flavonoidler arasinda kuersetin, luteolin, mirisetin, kaempferol
ve apigenin tiirevleri bulunur. Ayrica p-kumarik, kafeik, sinapik ve ferulik asit
glikozitleri de biber meyvelerinde karakteristik fenolik asit tiirevleridir. Bu
bilesiklerin igerigi, ¢eside, olgunluk asamasina ve yetistirme kosullarina bagh

olarak degisiklik gosterir.

Karotenoidler, biber meyvelerinde bulunan yagda ¢o6ziinen bilesiklerdir ve
izoprenoid yoluyla sentezlenir. Bu bilesikler ¢esitli halka yapilarina sahip olan 40
karbonlu bir izopren omurgasini paylasir. Olgunlagsmis biber meyveleri, genetik
farkliliklar, olgunlagsma derecesi ve isleme kosullarima bagli olarak karotenoid
igerigi ve bilesimi bakimindan degisebilir. Cogunlukla Olgun biber meyvelerinde,
toplam karotenoid igerigi 0,69 ila 30 mg/g kuru agirlik veya 15 ila 320 mg/100g
taze agirlik arasinda biiyiik degiskenlik gostermektedir. Kirmizi biber meyvelerinde
kapsantin, kirmiz1 rengin temel kaynagi olup, toplam karotenoidlerin biiyiik bir
kismint (%40-60) olusturur. Diger karotenoidler arasinda B-karoten (%5-%14), -
kriptoksantin, zeaksantin, lutein ve violaksantin bulunur (Arimboor vd., 2015;
Baenas vd., 2019).

Biberlerde bulunan kapsaisinoidler, vanililaminin asit aminleri ve 8 ila 13 karbon
igeren dal yag asitlerinden olusur (Kobata vd., 2013). Ana kapsaisinoidler kapsaisin
(8-metilnontrans-6-enoik  asidin  vanilamidi) ve dihidrokapsaisindir (8-
metilnonanoik asidin vanilamidi) ve genellikle toplam kapsaisinoidlerin biiyiik bir
kismimi (%80) olusturur. Diger kapsaisinoid tiirevleri daha kiiciik miktarlarda
bulunur. Kapsaisinoidlerin keskinligi, kimyasal yapilarina ve icerdikleri amid
bagina baglidir. En keskin kapsaisinoidler kapsaisin ve dihidrokapsaisindir (Baenas
vd., 2019; Dang vd., 2018).

Kapsaisinoidler, biberin plasentasindaki bezlerde sentezlenir ve meyve iginde
beyaz kaburgada bulunan sinnamik asit yolunu takip eder. Kapsaisinoid igerigi,
genotip ve olgunluk asamasina bagli olarak degisiklik gosterir (Topuz & Ozdemir,
2007). Aci biber ¢esitlerinde kapsaisinoid konsantrasyonlar tatl bibere gore daha
yiiksektir. Giiclii biberlerde konsantrasyon daha da ytiksek olabildigi ¢caligmalarda
rapor edilmistir (Orellana-Escobedo vd., 2013; Perucka & Materska, 2001; Topuz
vd., 2011).
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Karotenoidler, antioksidan Ozelliklere sahip olup kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, katarakt ve makula dejenerasyonu gibi dejeneratif hastaliklara karsi
koruyucu etkileri vardir. Ozellikle A vitamini dnciileri olan a-karoten, p-karoten ve
B-kriptoksantin, biligsel islevi iyilestirme ve bazi kanser tiirlerinin onlenmesine
yardimci olma potansiyeline sahiptir. Lutein ve zeaksantin gibi diger karotenoidler

ise g6z sagligi i¢in onemlidir (Eggersdorfer & Wyss, 2018; Sharma vd., 2013).

Karotenoidlerin biyoyararlanimi, mide ve ince bagirsakta gerceklesen misellesme
adimiyla belirlenir. Lipoproteinler, safra tuzlar1 ve enzimlerle birlikte misellere
dahil edilerek bagirsak hiicrelerine tasinirlar. Lif gibi bazi bilesenlerin varligi ve
pankreatik lipaz gibi enzimlerin inhibisyonu, karotenoidlerin biyoerisilebilirligini
azaltabilirken, ksantofilin esterlesmesi biyoerisilebilirligi artirabilir. Kan
plazmasina emildikten sonra, karotenoidler ¢esitli dokulara dagilirlar (Fiedor &
Burda, 2014). Sonug olarak, biber meyveleri 6nemli bir karotenoid kaynagidir ve
saglik acgisindan birgok fayda saglayan antioksidan ozelliklere sahip olan

karotenoidler igerir.

Ac1 biberlerin igeriklerinin %16-25'i ¢oklu doymamis yaglardir, baslica ana yag
asidi %70,6 linoleik asit, %10,9 oleik asit, %0,2 miristik asit, %16,3 palmitik asit
ve %16,3 %2,2 stearik asitten olugsmustur (Reddy & Sarojini, 1987). Tohumlardan
yag maksimum 40°C'yi gegmeden soguk pres yontemi ile ayrildikta sonra kalan
kisim yan triinler olarak genellikle atilirlar. Soguk pres sonrast yan {iriiniin
kimyasal bilesiminin incelendigi calismada % 8,49 nem, %4,82 kiil, %18,76 protein
ve %8,15 yag oldugu bildirilmistir (Y1lmaz vd., 2015).

1.1.2 Soguk Pres Yag Yan Uriinleri

Soguk sikim yontemiyle elde edilen yaglar, herhangi bir rafinasyon veya kimyasal
islem gérmeden elde edilir. Bu sayede, soguk sikim yag yan iiriinleri, gida
endiistrisinde kullanilabilmektedir ¢iinkii solventlere maruz kalmazlar. Islenmeden
once bu yan lirlinlerden nem alinir ve yag tiretimi sirasinda ayristirilir. Elde edilen
yan iriinler, protein ve polisakkarit acisindan zengin bir yapiya sahiptir. Ancak,
gilinlimiizde soguk sikim yag yan {irtinleri, beslenme ve teknoloji agisindan 6nemli
olmalarina ragmen gida endiistrisinde yeterince kullanilmamaktadir (Barreira vd.,

2019; Laso vd., 2016).
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Tohumlardan yag ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen ana yan iiriin, genellikle
kiispe olarak adlandirilan bir maddeye doniisiir. Kiispe, yenilebilir ve yenilmeyen
olmak tizere iki kategoriye ayrilir. Yenilebilir kiispe (soya fasulyesi, yer fistigi,
kolza tohumu, ayg¢igegi, hindistan cevizi, pamuk tohumu, aspir, keten tohumu gibi)
yiiksek besin degerine sahiptir ve islenmis bilesenler (protein konsantresi, izolat,
hidrolizat) icerir. Bu bilesenler, hayvan ve insan beslenmesinde kullanilabilen bir
substrat saglar ve ayni zamanda biyoaktif bilesikler, siirfaktanlar, enzimler,
antibiyotikler, vitaminler, pigmentler, tatlar ve amino asitler gibi besleyici ve
antioksidan bilesiklerin kaynagidir. Yagi alinmis yenilebilir kiispeler, unlu
mamuller, bebek iiriinleri ve besin takviyeleri gibi irlinlerde kullanilabilmektedir
(Ancuta & Sonia, 2020). Literatiirde soguk pres yag yan tirlinleri ile ilgili ¢aligmalar

Tablo 1.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 1.1 Soguk pres yag yan iirlinleri ilgili literatiir 6zeti

Kaynak

Calisma amaci

Sonuc¢

Referans

Badem yag1 yan lirlini

Kurabiyede un olarak kullanim1 ve dokusu, agizda
biraktig1 his ve lezzet iizerinde etkilerinin incelenmesi

Goriliniim, tatlilik, sertlik, genel kalite ve satin alma
yatkinliginda pozitif sonuglar

(Barreira vd., 2019)

Ahududu yag1 yan tiriinii

Antioksidan ajan olarak kullanum potansiyeli

Kavurmanin etkisi ile % 40 artan oksidatif stabilite

(Mildner-Szkudlarz
vd., 2019)

Chia tohumu, keten tohumu ve
roka tohumu yagi yan {iriinleri

Yan iirtinlerden gamlarin geri kazanilmasi ile az yagh

vegan mayonezde yag ikame, oksidatif ajan ve emiilgator

potansiyeli

Vegan mayonezde artan kivam ve oksidatif stabilite

(Hijazi vd., 2022)

Keten tohumu yagi yan iiriinii

Az yagli salata sosunda yag ikame potansiyeli

Esmer ekmekte kullanimi

Tiim salata sosu drneklerinde viskoelastik kati
karakter, yiliksek geri kazanim ve gida
emiilsiyonlarinda dogal bir yag ikame maddesi ve
stabilizator

%10-15 kullaniminda esmer ekmekte olumlu duyusal
sonuglar

(Droztowska vd.,
2020; Tekin & Karasu,
2020)

(Ogunronbi vd., 2011)

Badem yagi yan iiriini

Yan tirtinden fenolik bilesiklerin ultrason destekli
ekstraksiyon geri kazanilmasi

27,0 kHz ve ekstraksiyon siiresi 29,4 dk ile elde
edilen yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
antioksidan kaynag1

(Tungmunnithum vd.,
2020)

Chia tohumu yag1 yan tiriinii

Diisiik yagli soslarda yag ikamesi

Yiiksek kivam ve stabilite

(Akcicek & Karasu,
2018)

Avokado yagi yan {irlinii

Gida koruyucusu olarak degerlendirilmesi

Artirilmis antioksidan kapasite

(Permal vd., 2020)

Keten tohumu yag1 yan {iriinii

Kimyasal karakterizayon

Artan lif igerigi

(Budzaki vd., 2018)




€

Domates ¢ekirdegi yagi yan
riini

Ultrason destekli ekstraksiyon ile protein eldesi

Tekno-fonksiyonel bir protein elde edilerek ¢esitli
gida iiriinlerinde ideal bir ham madde olarak kullanim
potansiyeli

(Ozyurt vd., 2021)

Uziim cekirdegi yag1 yan
iriini

Antioksidan ajan olarak degerlendirilmesi

Artan oksidatif stabilite

(Lutterodt vd., 2011)

Hindistan cevizi yag1 yan
uriini

Bitkisel bazli siit {iretimi ve az yagl bitkisel dondurmada
yag ikamesi olarak degerlendirilmesi

Proteince zengin bitkisel siit eldesi, artan kivam,
viskoelastik kat1, yiiksek geri kazanimli dondurma ve
duyusal sonuglarinda yiiksek genel kabul

(Kasapoglu vd., 2023)

Tengjiao yag1 yan iiriinii

Polisakarit ekstraksiyonu

16 dakika islem siiresi, 500W mikrodalga giicii ve 80
°C ekstraksiyon sicakliginda %93,76 saflikta ve
yiiksek antioksidan kapasiteli polisakkarit eldesi

(Xu vd., 2020)

Kabak ¢ekirdegi yagi yan
urinu

Coklu doymamis yag asitlerince zengin keten tohumu
yaginin yenilebilir film ile kaplanmasi

Artan oksidatif stabilite

(Hromis vd., 2022)

Hashag tohumu yag1 yan
uriini

Besinsel ve kimyasal karakterizasyonu ve yiiksek protein
ve lifli kek tiretiminde kullanimi

Coklu doymamis yag asitlerinin baskin oldugu
yiiksek protein ve lif icerikli gida formiilasyonlarinda
kullanim potansiyeli

(Melo vd., 2022)

Kolza tohumu yag1 yan iiriinii

Susam yag1 yan liriinii

Protein eldesi

Soguk preslenmis kolza tohumu yan iiriiniinden geri
kazanilan kolza tohumu oleozini, oksidasyon dnleyici
ozelliklere sahip uygun bir dogal emiilgator
potansiyeli

(Ostbring vd., 2020)
(Yang vd., 2021)




1.1.3 Alternatif Protein ve Lif Kaynaklar

Soguk pres yag yan triinleri, yiiksek protein igerigine sahip iiriinler olan protein
izolatlar1, konsantreler ve hidrolizatlar elde etmek icin kullanilir. Protein izolatlar,
alkali ve asit igslemleri ile izoelektrik ¢okeltme kullanilarak hazirlanir ve yiiksek su
tutma kapasitesi ile emiilsifiye edici 6zelliklere sahiptir. Bu izolatlar, emiilgator
olarak kullanilabilecegi gibi fonksiyonel gida iiriinlerinde de uygulama alan1 bulur

(Teh vd., 2014).

Ultrasonikasyon, akustik dalgalarin kullanimina dayanir ve yiiksek yogunluklu
dalgalar iireterek proteinleri molekiiler diizeyde degistirir. Bu siirecte, kavitasyon
fenomeni, dinamik ajitasyon, tiirbiilans ve kayma gerilmesi gibi etkiler proteinlerin
yapilarinda ve islevsel 6zelliklerinde degisikliklere neden olabilir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar, bitki bazli proteinlerin fonksiyonel o&zelliklerinin
ultrasonikasyon ile 6nemli Ol¢iide gelistirilebilecegini géstermistir. Bu ¢aligsmalar,
farkli protein kaynaklar1 tizerinde yapilan c¢alismalardan Ornekler sunarak,
ultrasonikasyonun protein iglevselligini artirmak i¢in kullanilabilecegini

vurgulamaktadir (Gonzalez-Centeno vd., 2014; Zhao vd., 2021).

Kolza tohumlari, diger bitkilerden elde edilen proteinlerle karsilastirilabilir besin
degerine sahip olup, biiyiik miktarda S-amino asit igerir. Napin ve turpgiller, kolza
tohumundaki baskin protein gruplaridir ve toplamda %85-90 oraninda bulunurlar
(Ostbring vd., 2019). Soguk pres kolza yag: kiispesinden elde edilen proteinler,
sicak pres ve solvent ile ekstrakte edilen proteinlere gore daha ytiksek geri kazanim
verimine ve emiilsiyon 6zelliklerine sahiptir. Is1 uygulamasi geri kazanim verimini

artirirken, emiilsiyonu stabilize etme yetenegini azaltir (Ancuta & Sonia, 2020).

Soya fasulyesi ve yer fistigi, hayvansal proteinlere esdeger olarak kabul
edilebilecek, kolayca emilebilen ve sindirilebilen proteinler igerir. Miktarlar
genellikle %20-26 arasinda degisir ve yetiskinler ve ¢ocuklar i¢in dnerilen giinliik
protein ihtiyacini karsilar. Amino asit profilleri agisindan, soya fasulyesi metiyonin
eksikligi gosterirken, yer fisti§1 arginin agisindan zengindir. Keten tohumu
proteinleri, soyadan elde edilenlere benzer 6zelliklere sahiptir ve ayni zamanda

glutamik ve aspartik asit ile arginin acisindan zengindirler. Keten tohumu
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proteinleri ayrica mantar dnleyici 6zelliklere sahiptir. Kenevir kiispesi ise histidin
ve alblimin igeren iki ana protein kaynagidir. Yiiksek miktarda esansiyel amino
asitler, 0zellikle arginin, i¢erir ve yumurta ve soya proteinleri ile benzer 6zelliklere

sahiptir (Ancuta & Sonia, 2020; Kajla vd., 2015; Teh vd., 2014).

Diyet lifi (DF), ince bagirsakta sindirilemeyen ve emilemeyen bir grup karbonhidrat
polimeri olan ¢6ziinmez ve ¢oziiniir bilesenlerin yani sira iniilin ve direngli nisastay1
igeren bir besin maddesidir. DF'nin farkli fizikokimyasal 6zellikleri, yiiksek su
tutma ve sisme Kkapasitesi gibi ¢esitli islevlere ve etkilere sahiptir. Diyet lifi
acisindan zengin bir beslenme, koroner kalp hastaligi, kanser, obezite ve diyabet
riskini azaltmak gibi birgok saglik faydasi sunar. Gida endiistrisinde, DF
kullanilarak besleyici 6zelliklerin yani sira organoleptik ve dokusal 6zelliklerin
gelistirilmesi hedeflenir. Ayrica, DF'nin kullanimi raf Omriinii uzatabilir ve
oksidatif stabiliteyi artirabilir (Maphosa & Jideani, 2016; Zheng & Li, 2018). Bu
nedenle DF'nin atiklardan geri kazanilmasi ve kullanilmasi, siirdiiriilebilir bir

iiretim ve sifir atik hedefleri i¢cin 6nemli bir faktordiir.

Diyet lifi (DF), farkli yontemlerle ekstrakte edilebilir. Geleneksel yontemler
arasinda kuru/islak isleme, kimyasal, enzimatik gravimetrik ve mikrobiyal islemler
bulunur. Bunun yami sira, yesil ve yenilik¢i ekstraksiyon yontemleri de
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda etanol, su, buhar, ultrasonik, hidrostatik
basing, mikrodalga ve darbeli elektrik alan1 gibi teknikler bulunur. Kullanilan
ekstraksiyon yontemi, DF'nin bilesimini, 6zelliklerini ve davranigini etkiler (Wang
vd., 2022). Ornegin, kimyasal veya enzimatik islemler DF'nin yapisal dzelliklerini
degistirmekte ve bilesimini etkilemektedir. Yesil ve yenilik¢i ekstraksiyon
yontemleri ise daha ¢evre dostudur. Bu farkl ekstraksiyon yontemleri, DF'nin gida
ve insan viicudu iizerindeki etkilerini de degistirebilmektedir. Ornegin, farkli
yontemlerle elde edilen DF'nin sindirim siireci, emilimi ve bagirsakta olusturdugu

etkileri farklilik gostermektedir (Gan vd., 2021).

Yan iiriinlerden elde edilen DF, gidalarda ve farmasoétik tiriinlerde fonksiyonel bir
icerik, takviye veya katki maddesi olarak kullamlmaktadir. Ornegin,
hindistancevizi kiispesinden elde edilen diyet lifinin yapisi ve 6zellikleri tizerindeki
etkilerini inceleyen c¢aligsmalar, pargacik boyutunun azalmasinin tutma, su tutma ve
sisme kapasitelerinde artisa neden oldugunu gostermistir. Seliilaz hidrolizinin bazi

ozellikler ilizerinde olumsuz etkisi olabilirken, karbonhidrat igerigini artirarak diger
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ozellikleri iyilestirdigi belirlenmistir (Zheng & Li, 2018). Benzer diger bir
calismada ise greyfurt kabugundan mikrodalga yontemi ile elde edilen diyet lifin
fonksiyonel 6zellikleri incelenmis ve ¢Oziiniir lifin artmasi ile birlikte su tutma, yag

baglama kapasitesini de iyilestirildigi rapor edilmistir (Gan vd., 2020).

Ultrason islemi, ¢6ziiciiniin numunenin daha derinlerine niifuz etmesine izin veren
akustik kavitasyon olusturarak difiizyon hizini artirir. Bu siiregte hiicre duvarlarinin
bozulmasi meydana gelir, bu da hiicre igeriginin kiitle transferini arttirir ve diyet
lifi ekstraksiyonunun verimini geleneksel yontemlere gore artirdigi bildirilmistir

(Vinatoru vd., 2017).

«—————— Ultrases probu

AKustik kavitasyon
olusumu

Ekstraksiyon
solventi

Ultrases
dalgas1

Ham madde

Sekil 1.1 Ultrases destekli ekstraksiyonda kavitasyon olgusu (Siddiqui vd.,2023)

Yapilan bir ¢alisma, yagi alinmis hindistan cevizi unundan (DCF) elde edilen
¢ozliniir diyet lifinin (SDF) fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerini inceler. Bu
calismada, enzimatik-kimyasal ekstraksiyon (EC-SDF), kritik alt1 su ekstraksiyonu
(SW-SDF) ve ultrasonik-kimyasal  ekstraksiyon (UC-SDF)  prosesleri
kullanilmistir. Ug ekstraksiyon ydnteminin optimum kosullar1 belirlenmistir.
Calisma sonuglarina goére, SW-SDF en yliksek verime sahip olmustur (13,99 + 0,12
9/100g). SW-SDF ve UC-SDF, EC-SDF ve DCF'ye kiyasla daha karmagsik ve
gbzenekli yapilar sergilemistir. Ayrica, daha kiiclik molekiiler agirliga, daha giiglii
jellesme oOzelligine, daha yiiksek termal kararlilifa ve daha diisiik kristallige
sahiptirler. Ozellikle SW-SDF, en yiiksek su ve yag tutma kapasitesine, glukoz
adsorpsiyonuna, pankreatik lipaz inhibisyonuna, kolesterol adsorpsiyonuna ve nitrit
iyonu adsorpsiyon kapasitesine sahiptir. Bu ¢alisma, yag1 alinmis hindistancevizi
ununun potansiyel bir fonksiyonel gida ve ucuz bir dogal diyet lifi kaynag:
oldugunu gostermektedir (Du vd., 2021).
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Karp ve arkadaslar1 (2019) tarafindan yapilan ¢alisma, keten tohumundan ¢oziintir
diyet lifinin (SDF) fizikokimyasal 6zellikleri lizerinde enzimatik (EN), enzimatik-
ultrasonik (EN-US20 ve EN-US55) ve alkali (AL) ekstraksiyonun etkisini
degerlendirmeyi amaglamistir. Arastirma sonuglarina gore, keten tohumu diyet
lifinin en yiiksek ekstraksiyon verimi AL yontemiyle elde edilmistir (%17.65 +
0.13). Ancak, AL ekstraksiyonu en yiiksek protein igerigiyle sonu¢lanmigtir. EN ve
EN-US20 yontemleriyle elde edilen keten tohumu diyet lifinde benzer SDF miktari,
ancak en yiiksek igerige sahip olmadigi (%61.13 +0.35 ve %61.53 + 1.35 sirasiyla)
goriilmiistiir. Farkli yontemlerle ekstrakte edilen keten tohumu lifinin ¢esitli
reolojik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu da onu alerjik olmayan bitki bazli
bir stabilizator olarak gida islemede uygulanabilir hale getirir. Ayrica, keten
tohumu ¢oziinlir diyet liflerinin diisiik viskozitesi, gida iirlinlerinin reolojik
ozellikleri lizerinde fazla etkisi olmayan degerli bir bilesen oldugunu gosterilmistir

(Moczkowska vd., 2019).

Diyet liflerinin gidalara eklenmesi, gida iiriinlerinin dokusal, reolojik, besleyici ve
duyusal 6zelliklerini degistirir. Coziiniir ve ¢oziinmez diyet lifleri 6zellikle ekmek,
kek, makarna, eriste, kurabiye gibi ¢esitli kat1 gida iriinlerinin formiilasyonlarinda

kullanilmaktadir (Ancuta & Sonia, 2020).

1.1.4 Protein Hidrolizi

Proteinlerin fonksiyonel ozellikleri yapisal konformasyonlarina baghdir ve bu
yapisal degisiklikler islevselligi etkilemektedir. Bu nedenle, protein modifikasyonu
gida endiistrisinde kullanimlar1 genistir. Kanoladan alkali yontemiyle izole edilen
proteinler, diisiik teknolojik 6zelliklere ve ¢oziiniirliige sahip olduklar1 i¢in gida
katki maddesi olarak uygun olmadigi bildirilmistir. Bu islem sirasinda geri
donilisiimsliz bir denatiirasyon meydana gelmesi nedeniyle, bu proteinlerin

kimyasal veya enzimatik olarak iyilestirilmesi gerekmektedir (Tan vd., 2011).

Protein izolatlariin hidrolizinden elde edilen hidrolizatlar, protein yapisinin
modifiye edilmesiyle islevsellik, ¢oziiniirliik, yiizey aktivitesi, hidrasyon ve
jellesme 6zelliklerinde iyilestirmeler saglar. Bu siireg, biyolojik aktiviteye ve insan
saglhigina olumlu etkisi olan biyoaktif peptitlerin olugsmasimna yol agar. Bu
hidrolizasyon degisiklikleri, kullanilan enzim tiiriine ve hidrolizasyon derecesine
bagli olarak farklilik gosterir (Ancuta & Sonia, 2020).
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Protein hidrolizatlari, proteinlerin enzimatik veya kimyasal hidroliz yontemleriyle
daha kiigiik peptitlere ve serbest amino asitlere parcalanmasiyla elde edilen
trlinlerdir. Bu hidroliz yontemleri, proteinlerin yapilarini degistirmek veya
parcalamak i¢in kullanilir. Protein hidrolizatlari, farkli kaynaklardan elde
edilemektedir. Mas fasulyesi, bugday, soya fasulyesi, karides, balik, susam ve gida
atiklar1 gibi gesitli kaynaklar kullanilarak tretilmektedir. Protein hidrolizatlari,
bircok endiistride genis uygulama alan1 bulur. Insan beslenmesinde, protein
hidrolizatlari, gidalarin besleyici degerini artirmak ve sindirilebilirliklerini
iyilestirmek icin kullanilir. Ayn1 zamanda, protein hidrolizatlari, kas onariminm
desteklemek ve kas Kkiitlesini artirmak amaciyla sporcu gidalarinda kullanilir

(Wouters, Rombouts, Fierens, vd., 2016).

Farmasotik endiistrisinde, protein hidrolizatlari, ilag¢larin formiilasyonunda ve besin
takviyelerinde kullanilmaktadir. Bu hidrolizatlar, ilaglarin emilimini artirmakta
etkinliklerini  iyilestirmekte  veya  ilaglarin  tasiyict  sistemlerinde
degerlendirilmektedir. Gida endiistrilerinde de protein hidrolizatlarinin kullanimi
yaygindir. Ornegin, igeceklerde, soslarda, atistirmaliklarda ve hazir yemeklerde
protein hidrolizatlar1 kullanilmaktadir. Bu hidrolizatlar, {iriinlere tat, tekstiir ve

besleyici deger katmak i¢in kullanilmaktadir (Etemadian vd., 2021).

Protein hidrolizatlar1 genellikle biyolojik, fiziksel veya kimyasal hidroliz
yontemleriyle elde edilir. Biyolojik hidrolizde, enzimler kullanilir ve bu yontem
genellikle daha segici bir hidroliz saglar. Fiziksel hidrolizde, proteinler mekanik
kuvvetlere (0rnegin, yliksek basing veya ultrasonik dalgalara) maruz kalir.

Kimyasal hidrolizde ise asitler veya bazlar kullanilmaktadir (Ashaolu, 2020).

Kimyasal hidroliz, proteinlerin asitler ve bazlar kullanilarak hidrolize edildigi bir
yontemdir. Asit hidrolizi, proteinlerin termal uygulamaya tabi tutuldugu bir
stirectir. Peptid baglarinin ayrilma hizi 6nemlidir ve asit tipi se¢imi etkilidir.
Hidroklorik asit (HCl) genellikle tercih edilen bir asittir. Hidroliz sonunda kalint
asit buharlastirma ile uzaklastirilir. Baz hidrolizi ise gii¢lii bazlarin kullanildig1 bir
stirectir ve sicaklikta gerceklestirilir. Bu yodntem proteinleri amino asitlere
ayrigtirmanin yani sira diger makromolekiillerin parcalanmasinda da kullanilir (Gao

vd., 2006; Sun, 2011).
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Kimyasal hidrolizin kullanimi hidrolizatlarin 6zelliklerini degistirmektedir. Giiglii
kimyasallarin kullanimi, gida triinlerinin besin degerini azaltabilir ve ekolojik
olarak kabul edilemez olabilir. Bu nedenle, gilivenli ve hafif yontemler olan

enzimatik hidroliz gibi alternatifler tercih edilmektedir.

Biyolojik hidroliz yontemleri arasinda fermantasyon, enzimatik hidroliz ve
gastrointestinal sindirim siiregleri bulunur. Fermantasyon, ¢evre dostu ve uygun
maliyetli bir siire¢ olup yan tiriinlerin besin kalitesini koruyabilmektedir. Enzimatik
hidroliz, protein hidrolizatlarinin hazirlanmasina yardimci olurken besinsel ve
fonksiyonel degerlerin korunmasii saglar. Gastrointestinal sindirim siireci ise
insan sindirim enzimleri tarafindan gerceklestirilir ve proteinlerin dogal olarak

sindirilmesini saglar (Ashaolu, 2020; Sun, 2011).

Enzimatik hidroliz, enzimler veya proteazlar kullanilarak gerceklestirilen bir
yontemdir. Bu yontemde proteinler, kimyasal veya fiziksel olarak siddetli iglemler
olmadan hidrolize edilir ve hidrolize edilen iriinlerin besinsel ve fonksiyonel
degerleri korunur. Enzimatik hidroliz i¢in pH, sicaklik, enzim-substrat oran1 ve
kullanilan enzim tiirii gibi faktorler 6nemlidir. Bu yontemler, proteinlerin yapisini
ve Ozelliklerini degistirebilir, bu nedenle hidroliz siiresi ve kosullari, istenen

sonuglara bagh olarak dikkatlice kontrol edilmelidir.

Proteazlar, proteinleri daha kiigiik peptitlere ve serbest amino asitlere doniistiiren
enzimlerdir. Bu enzimler, optimum sicaklik ve pH kosullarinda ¢alisir ve protein
molekiiliinii pargalayarak peptit baglarini kirarlar. Proteoliz, atik iiretimini azaltir,
reaksiyon hizim artirir, daha yumusak reaksiyon kosullar1 saglar ve istenmeyen
reaksiyonlar1 engeller. Dezavantajlar1 arasinda enzim maliyeti, geri kazanim
sorunlar1 ve kotii tat veya aci tat olusumu yer alir. Enzimatik hidroliz sirasinda,
ekzo-proteazlar, endo-peptidazlar tarafindan kismi sindirimden sonra farkli tipte
peptidler tiretir. Bu, protein substratinin spesifik katalitik bolgelerine baglidir (Sun,
2011).
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Sekil 1.2 Enzimatik hidroliz olay1 (Wouters vd., 2016)

Alkalaz, Bacillus licheniformis, savinaz Bacillus sp. bakterisinden elde edilmistir.
Ana enzim bileseni ise bir alkalin serin proteazi olan subtilisin A'dir. Subtilisin
A'nin aktif bolgesinde serin, histidin ve aspartik asit kalintilarindan olusan bir
katalitik {i¢lii bulunur. Bu iiclii, enzimin proteolitik aktivitesini gergeklestirmesini
saglar. Serin kalintisi, substrat molekiillerindeki peptit baglarim1 pargalayarak
hidroliz reaksiyonunu gerceklestirir. Histidin ve aspartik asit kalintilar1 ise katalitik
mekanizmada proton transferini ve stabilizasyonunu saglar (Garcia-Mora vd.,
2014; Polgar, 2005; Tacias-Pascacio vd., 2020).

Flavourzyme, Aspergillus oryzae kaynakli ticari olarak iretilen bir enzimdir. Bu
enzim, protein molekiillerinin i¢indeki ve uglarindaki peptit baglarin1 pargalayan
bir karigimdir. Bu nedenle, hem ekzo-peptidaz hem de endo-peptidaz aktivitesine
sahiptir. Ekzo-peptidazlar, proteinlerin u¢ kisimlarinda bulunan peptit baglarini
hedef alirken, endo-peptidazlar, protein molekiillerinin i¢indeki peptit baglarini

parcalamaya yonelik etkinlik gosterir (Merz vd., 2016; Merz vd., 2015).

1.1.5 Hidrolizatlarin Teknolojik Ve Biyoaktif Ozellikleri

Proteinlerin  gidalardaki islevselligi genellikle ¢oziiniirliiklerine baglhidir.
Coziinmeyen proteinler, yiizey aktif (kOpiirme ve emiilsifiye etme) ve jellesme gibi
doku tanimlayici fonksiyonel ozellikleri destekleyemezler. Ciinkii bu o6zellikler,
proteinin uygun sekilde c¢ozlinmesini gerektirir. Bir proteinin ¢oziiniirligi,
hidrofobik etkilesimlerle protein-protein etkilesimlerini destekleyen ve boylece
¢Ozlinlirligli azaltan faktorler ile protein-su etkilesimlerini destekleyen ve
¢Ozilinlirligl artiran iyonik etkilesimler arasindaki denge sonucunda belirlenir
(Walstra., 2003). Dolayisiyla, ¢oziinmeyen proteinlerin gida uygulamalari

genellikle sinirhidir. Gidalarda daha fazla islevsellik saglamak icin ¢dziinmeyen
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proteinlerin ¢oziinilirliigliniin artirilmasi veya ¢ézliinmeyen proteinlerin kullanildigi
farkl: stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bitki proteinleri ve tahil proteinleri
genellikle diisiik c¢oziinlirliige sahiptir. Ancak, bircok arastirmaci bitki
proteinlerinin ¢oziiniirliigiiniin, bir dizi pH degerinde enzimatik hidroliz ile giiclii
bir sekilde arttigini gostermistir (Li vd., 2018; Vogelsang-O’Dwyer vd., 2023).
Enzimatik hidroliz, protein molekiillerini daha kiiciik peptit parcalara ayirdig i¢in
bu islem, hidrofobik etkilesimlerin azalmasina ve proteinin suyla etkilesimini
artirarak ¢ozlniirliigiin artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, bitki proteinlerinin
¢ozlnlrligini artirmak ve islevselligini gelistirmek i¢in enzimatik hidroliz gibi

stratejiler kullanilmaktadir.

Proteinlerin su ve yag tutma kapasitesi, gida lriinlerinin tekstiir 6zelliklerini
belirlemek igin son derece Onemlidir. Su tutma Kkapasitesi, proteinlerin
baglayabilecegi veya tutabilecegi toplam su miktarinin bir Olglisii olarak
tammlanmaktadir. Ug boyutlu protein aglari, suyu fiziksel olarak hapsederler

(Vioque vd., 2000; Bai vd., 2018; Biswas & Sit, 2020).

Kolza tohumu, soya, susam, arpa gibi bitkisel protein kaynaklar1 tizerinde yapilan
farkli ¢aligmalar, enzimatik hidrolizin su tutma kapasitesini artirdigini gostermistir
(Vioque vd., 2000; Ashaolu, 2020; Taha ve Ibrahim 2002; Kanu vd., 2009;
Demirhan ve Ozbek 2013; Kotlar vd., 2013). Yulaf kepegi, yer fistig1 ve musir gibi
diger protein kaynaklar1 da enzimatik hidrolizin su tutma kapasitesini artirdigin
bildirmistir (Guan vd., 2007; Wouters vd., 2016). Bir¢cok c¢alisma, protein
hidrolizinin, muhtemelen polar iyonlasabilen gruplarin daha yiiksek mevcudiyeti
nedeniyle su tutma kapasitesi lizerinde olumlu bir etkiye sahip olabilecegini
gostermistir. Ancak, hidroliz sonucu ortalama molekiiler azalma, proteinin suyu
fiziksel olarak tutma yetenegini azaltabilir. Ayrica, hidrofobik gruplarin daha
yiiksek mevcudiyeti, su tutma kapasitesini olumsuz etkilemektedir. Bu etkiler
arasindaki denge, bir protein hidrolizatinin genel su tutma kapasitesini

belirlemektedir (Wouters vd., 2016).

Yag tutma kapasitesi, protein tarafindan tutulan yag miktarmi ifade eder. Toplam
yag tutma kapasitesi, protein ve yag arasindaki hidrofobik etkilesimlerle baglanan
yag ile protein matrisinde fiziksel olarak hapsolmus yagin toplamidir (Wouters vd.,

2016).
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Birgok arastirmaci, yag tutma kapasitesinin hidrolizin sonucu olarak hidrofobik
gruplarin artmasina bagli oldugunu belirtmistir. Ancak, bazi yazarlar, hidrolizin yag
tutma kapasitesinde baglangigta bir artisa neden oldugunu, ancak daha kapsamli
hidroliz sonucunda yag tutma kapasitesinin azaldigin1 gézlemlemistir. Onlara gore,
yag tutma kapasitesi tizerinde hidrofobik bolgelerin artmasindan daha biiylik bir
etkiye sahip olan polar iyonlasabilen gruplarin serbest kalmasiyla ilgili kritik bir
nokta bulunmaktadir (Chabanon vd., 2007; del Mar Yust vd., 2010; Taha &
Ibrahim, 2002; Bao vd., 2017).

Kopiikler, gaz kabarciklarinin sivi veya kati bir silirekli fazla c¢evrili
dispersiyonlaridir. Gida uygulamalar1 arasinda bezeler, kekler, dondurmalar,
koplirtiilmiis siitlii icecekler, ¢cirpilmis soslar ve muslar gibi birgok iiriin i¢in kopiik
olusumu ve stabilitesi temel oneme sahiptir. Bu kopiiklerin stabilizasyonunda
genellikle proteinler gibi siirfaktanlar kullanilir. Proteinler, arayilizey gerilimini
azaltarak, hizalayarak ve hava-su arayiiziinde viskoelastik bir tabaka olusturarak
kopiikleri stabilize edebilir (Liu vd., 2019; Vogelsang-O’Dwyer vd., 2023)

Proteinlerin kopiik stabilizasyonunda rol oynamasi i¢in gereken molekiiler
ozellikler, emiilsiyonlarin stabilizasyonunda gereken o6zelliklere benzerlik gosterir.
Uygun amfifiliklik, esneklik, ¢oziiniirlilk ve boyut gibi 6zelliklere sahip proteinler,
Kararli kopiiklerin olusumunu saglamak i¢in onemlidir. Bu nedenle, enzimatik
hidroliz genellikle kopiik olusumu o6zelliklerinin degistirilmesi i¢in kullanilan

faydali bir aragtir (Vogelsang-O’Dwyer vd., 2023).

Cok sayida protein, yapilart ve amfifilik 6zellikleri sayesinde emiilsifiye edici
(emiilgatdr) olarak faydalidir. Siit, mayonez, soslar gibi su i¢inde yag emiilsiyonlari
veya margarin gibi yag i¢inde su emiilsiyonlar1 gibi cesitli gidalar bu proteinler
sayesinde olusur. Ideal olarak, kiiciik emiilgator kapli damlaciklar siirekli fazda
homojen bir sekilde dagilir ve bir araya gelme ve ayrismaya karsi direnclidir

(Damodaran, 2005).

Proteinler, arayiizey gerilimini azaltarak emiilsiyonlar1 stabilize eder ve bodylece
genel serbest enerjiyi diisliriir. Proteinlerin hidrofobik ve hidrofilik 6zelliklerinin
dengesi, emiilgator olarak etkinliklerini belirlemede 6nemlidir. Proteinler, su i¢inde

1yi ¢ozlinebilmeli ve homojenlestirme sirasinda hizli bir sekilde yag-su arayiiziine
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gdc ederek adsorbe olabilmelidir. Arayiizde yerlestikten sonra, proteinler yapisal
olarak yeniden diizenlenebilir, boylece daha fazla hidrofilik bolge su fazina
uzanirken daha fazla hidrofobik bolge yag fazina uzanir (Chen vd., 2019; Wouters,
Rombouts, Fierens, vd., 2016).

Emiilsiyon stabilitesi, protein-protein etkilesimlerine bagli olarak arayilizde giiclii
bir viskoelastik tabaka olusturmakla iliskilidir. Ayn1 zamanda, elektrostatik itme,
damlacik birlesmesi ve faz ayrismasini onlemek i¢in 6nemlidir. Genel olarak,
¢Ozilinlirliiglin yanmi sira, uygun bir hidrofobik ve hidrofilik bdlge dengesi ve

dagilimi1 gereklidir (McClements vd., 2019).

Proteinlerden tiiretilen hidrolizatlar, gesitli biyoaktiviteler sergileyen antioksidan,
antihipertansif, antikanser, antidiyabetik, antimikrobiyal, immiinomodiilatér ve
kardiyometabolik 6zelliklere sahiptir. Kenevir tohumu, uzun bir tarih boyunca
besleyici bir gida olarak kullanilmistir. Kenevir tohumu kekinden elde edilen
biyoaktif hidrolizatlar, antihipertansif, antioksidan, antihipokolesterolemik,
antiinflamatuar, noéroprotektif ve antikanserojenik aktiviteler gibi cesitli

biyoaktivitelere sahiptir (Zanoni vd., 2017; Samaei vd., 2021).

Han ve digerleri (2021), yagl tohumlardan (keten tohumu, kolza tohumu, aygigegi,
susam ve soya fasulyesi) edilen biyoaktif peptidlerin in vitro antioksidan,
antihipertansif ve antidiyabetik aktiviteler sergiledigini bildirmistir. Ote yandan,
sebze ve meyvelerden islenme sonrast tohum ve ¢ekirdekler (karpuz, nefes, seftali,
limon, portakal, {izim, domates ve amaranth), giliclii biyoaktivitelere sahip
peptitlerin milkemmel onciileridir (Wen vd., 2020; Zanoni vd., 2017; Vasquez-
Villanueva vd., 2019; Sanchez-Lépez vd., 2021).

1.2 Tezin Amaci

Bu tez caligmasinin amaci, act biber yaginin soguk pres yan iriinii ve yan
tirtiniinden izole edilen protein ve lifin karakterizasyonlarimi belirlemek ve diisiik
yagl soslarda yag ikame potansiyellerini ortaya ¢ikarmaktir. Ayrica geri kazanilan
protein proteolitik aktiviteye sahip ti¢ farkli proteaz (alkalaz, flavourzyme, savinaz)
ile hidrolizi gergeklestirilerek farkli enzimlerin proteini pargalanmasi {izerine
etkisini belirlemeyi hedeflemektedir. Ardindan, enzimatik hidroliz sonucu olusan

hidrolizatlarin fiziko-kimyasal 6zellikleri incelenmistir. Hidroliz isleminin
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teknolojik o6zelliklere (yag baglama kapasitesi, emiilsiyon aktivite ve stabilitesi)

olan etkisi degerlendirilmesi amag¢lanmistir.

1.3 Hipotez

Act biber, sundugu besin degerleri ve biyoaktif bilesiklerin zenginligi nedeniyle
bircok alanda kullanilmaktadir. Hem gida, hem saglik, hem de kozmetik
sektorlerinde potansiyel bir bilesen olarak goriilmektedir. Aci biberin igerdigi
karbonhidrat, protein ve yag oranlar1 yaninda, ac1 biber yagi da fenolikler, tokoller,
fitosteroller ve aromatik bilesikler gibi biyoaktif bilesikler agisindan zengindir.
Soguk sikim isleminden sonra aci1 biber yaginin yan {iriinii, diisiik yagli emiilsiyon
tiretiminde yag ikame maddesi ve bir antioksidan ajan olarak kullanim potansiyeli
bulunmaktadir. Bu yan driiniin antibakteriyel, antioksidan ve anti-korozif

ozelliklere sahip oldugu da belirtilmistir.

Atiktan geri kazanilan protein ve lifler, diisiik yagl soslarda yagin yerini alabilirler.
Ayrica, proteinlerin dogast geregi, enzimatik hidroliz sonucu elde edilen
hidrolizatlar, antioksidan, antidiyabetik, antikanserojen vb. gibi biyoaktif 6zellikler

gosterebilirler.

Enzimatik hidrolizle elde edilen bu hidrolizatlar, teknolojik ve fonksiyonel ¢esitlilik
sunabilirler, bu nedenle gida, kozmetik, saglik gibi pek c¢ok sektorde
kullanilabilirler. Aci biber ve ondan elde edilen yan iiriinler, siirdiiriilebilir bir

yaklagimla daha genis uygulamalar i¢in bir firsat sunmaktadir.
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2

MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan soguk pres aci biber yag yan iiriinii (HPOB)
Esenyurt, Istanbul'daki ONEVA Foods Company'den temin edilmistir. Yan {iriinler
ogiitiildiikten sonra, analiz i¢in 151k almayan kapali polipropilen torbalarda 10 °C'de
saklanmigtir. Salata sosu formiilasyonlarinda ayg¢igek yagi, sirke ve tuz kullanilmig
ve malzemeler yerel bir pazardan temin edilmistir. Savinaz, alkalaz, flavourzyme,
kapsaisin, dihidro-kapsaisin, sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI),
ksantan gam (XG) ve yumurta sarist tozu (EYP) ise Sigma-Aldrich (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, ABD) tarafindan saglanmistir. Bu iiriinler ise 25°C'de

muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1 HPOB (Ac1 biber yag1 yan iiriinii)
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2.2 Yontemler

2.2.1 Yan Uriiniin Karakterizasyonu
2.2.1.1 Fizikokimyasal Analizler

HPOB numunesinin yag icerigi AOAC 2003.05 (Aoac, 1990) standart yontemi
kullanilarak heksan ile Soxhlet yag ekstraksiyonuyla analiz edildi. Yan {iriiniin yag
icerigi, hekzan kullanilarak bir Soxhlet ekstraksiyon sistemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu analiz i¢in 500 ml'lik cam siseler, iki saat boyunca 105 =2 °C'de
firinda sabit agirliga getirilmistir. Ardindan, 6giitiilmiis numuneler 10 gr tartilarak
once kaba filtre kagidina daha sonra kaba filtre kagidi kartusuna yerlestirilmistir.
Kartus, yagsiz pamukla kaplanmistir ve ¢6ziicliniin numuneden tasmasini dnlemek
i¢in kullanilmistir. Kartug, Soxhlet ekstraksiyon aparatina yerlestirilmis ve 60 °C'ye
ayarlanmis 1sitma plakalariyla solvent (heksan) eklenmistir. Analiz 6 saatte
tamamlanmistir. Daha sonra ¢oOziici damitilarak uzaklastirilmis ve siseler 105
°C'deki etiivde 1 saat inkiibe edilerek kalan ¢oziicii yagdan tamamen

uzaklastirilmistir. Yag igerigi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

Yag (%) = (M1 — M2)/m) * 100 (2.1)
M1: Yag+Cam sise (sabit tartim)
M2: Cam sise (sabit tartim)
m: Ornek miktar1

HPOB'nin nem, kiil ve protein igerikleri i¢in sirasiyla 934.01, 942.05 ve 990.03
standart AOAC yontem numaralar1 kullanildi. Numunelerin kuru madde igerigi, bir
kurutma firiminda (FN 120, Nuve, Ankara, Tirkiye) 105°C'de 4 saat kurutularak
analiz edilmigstir. Kiil igerigi numunelerin 550°C'de 6 saat yakilmasiyla

belirlenmistir.

Soguk preslenmis yan iiriinlin protein icerigi Kjeldahl yontemiyle belirlenmistir.
Yaklagik 3 g numune tartilmis ve Kjeldahl sigsesine yerlestirilmistir. Daha sonra 25
mL konsantre H2SO4 ve 1 Kjeldahl tablet (potasyum siilfat (K2SOs), sodyum siilfat
(Na2SQgy), titanyum oksit (TiO2) ve bakir siilfat (CuSO4) karisimi) eklenmistir.
Yakma islemi, 2 saat boyunca 200-250 °C ve ardindan 8 saat boyunca 350-400 °C

sicaklikta gerceklestirilmistir. Yakilan 6rneklerin rengi siyahtan seffaf bir renge
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dontigmiistiir. Numuneler soguduktan sonra 5 ml %40 NaOH ve 3 ml %3 borik asit
eklenmis ve distilasyon baglatilmigtir (Behr Distillation Unit-S5, Almanya). 1
dakika damitildiktan sonra 0,1 N HCI ile titrasyon yapilmis ve harcanan HCI
miktar1 (ml) kaydedilmistir. Yan iiriinlerin toplam protein icerigi asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmaistir:

Nitrojen (%) = (V1 —=V0) * N *x M)/m = 100 (2.2)

Protein (%) = Nitrojen (%) * 6,25 (2.3)
V1: HCl soliisyonunun harcanmis hacmi (ml)
VO0: HCI soliisyonunun baslangi¢c hacmi (ml)
N: HCI soliisyonunun normalitesi (0.1)
M: Nitrojenin molar kiitlesi (0.0014 g/100mol)
m: Numunenin kiitlesi (g)
Ham lif tayini de standart yontem kullanilarak gergeklestirildi (Aoac, 1990).
2.2.1.2 Antioksidan Aktivite

HPOB’nin ekstraksiyonu ic¢in 1:10 (w:v) oraninda metanol-su karisik soliisyonu
kullanild1. Karigimin metanol ve su oram 8:2 olarak ayarlandi. Ekstraksiyon islemi
igin T-25 Ultra-Turrax (lIka Labortechnik, Stauden, Almanya) kullanilarak 10.000
devir/dakika hizinda 3 dakika siireyle homojenize edilmistir. Bu islem, karigimin
daha iyi karismasin1 ve HPOB'un ekstrakte olmasini saglamak i¢in yapildi. Karigim,
daha sonra 25°C'de 2,5 saat boyunca galkalanmistir. Ekstraksiyon prosediiriinden
sonra, ¢ozelti Universal 320 santrifiij (Hettich, Almanya) adl1 bir santrifiij cihaz
kullanilarak 5 dakika boyunca 3311 g (yer¢ekimi) hizinda santrifiij edildi. Bu islem,
¢Ozeltiyl kat1 ve sivi bilesenlere ayirmak ve HPOB'un siipernatant denilen iist
tabakada kalmasini saglamak i¢in yapildi. Son olarak, siipernatant 0,20 um'lik bir
filtreden (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Almanya) gecirilmistir. Bu filtre,
cozeltideki kat1 partikiillerin ayrilmasini ve sadece ¢0zeltinin gecmesini saglamak
icin kullanilmistir. Ekstrakt daha fazla analiz i¢in -18°C'de saklandi. Bu diisiik
sicaklik, ekstraktin stabilitesini korumasina ve analiz i¢in daha ileri bir tarihte

kullanilabilmesine olanak saglar.
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(Singleton & Joseph A. Rossi, 1965) yontemine goére modifiye edilerek HPOB'nin
metanol ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi (TPC) belirlenmistir. Bu amagla
Folin-Ciocalteu'nun fenol ayiraci kullanildi. Olgiim igin bir spektrofotometre
(Agilent 8453E UV-VIS spektroskopi sistemi) kullanildi ve 6l¢iimler 760 nm'de
gerceklestirildi. Sonuglar, gallik asit esdegeri (MgGAE/100g) olarak ifade edildi.

Metanol ekstraktlarinin DPPH serbest radikal temizleme kapasitesi, Shimada ve
Fujikawa tarafindan gelistirilen bir yontem kullanilarak 6l¢ililmiistiir. Bu yontem,
bir spektrofotometre olan Agilent 8453E UV-vis spektroskopi sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olgiimler, 517 nm dalga boyunda yapilmistir. Antioksidan
kapasite sonuglari, DPPH- radikalinin inhibisyon yiizdesi olarak oOlgiilmiistiir.
Olgiilen inhibisyon yiizdesi, DPPH- radikaline kars1 antioksidanlarin ne kadar etkili
oldugunu gosterir. Yiiksek inhibisyon yiizdesi, daha gii¢lii bir antioksidan aktiviteyi

ifade eder.

Metanol ekstraktinin antioksidan kapasitesi CUPRAC yontemi kullanilarak CuCly,
Neocuproine (Nc) ve NHsAc ¢ozeltisi hazirlanmistir (Apak vd., 2006). Ekstrakt
tizerine distile su eklenerek 6rnek inkiibe edildi ve 450 nm'de absorbans olgiildii.

Antioksidan kapasite sonuglart mg Trolox/100 g olarak rapor edildi.
2.2.1.3 Toplam Karotenoid Analizi

Toplam karotenoid tahlili i¢in daha 6nce (Lu vd., 2018) tarafindan hafif bir
modifikasyonla 6nerilen yontem izlenmistir. Karotenoidlerin ekstraksiyonu i¢in ilk
olarak 1 g HPOB, %0.1 BHT ve 0.5 g NaCl iceren 50 mL heksan/aseton/etanol
¢ozeltisine ¢oziindiirtildii. Karigim 20 dakika boyunca karistirildi. 15 mL distile su
eklenerek karigima ilave edildi ve 15 dakika daha karistirildi. Karisimin organik
fazi ayrildi ve siiziildii. Spektroskopik 6l¢iim 450 nm'de yapildi. Toplam karotenoid
miktari, agagidaki Denklem (2.4) kullanilarak hesaplandi:

AXV x10*

- 2.4
Eyem x M (2.4)

Toplam karoteneid miktari (ug/g) =

Burada: A =450 nm'de 6l¢iilen absorbanstir, V = ekstraksiyon hacmi (L), Eiem!” =
B-karotenin hekzan i¢indeki molar absorpsiyon katsayisidir, M = HPOB'nin
agirhigidir.
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2.2.1.4 Fenolik Bilesen Analizi

Spesifik fenolik bilesiklerin analizi igin HPLC (yiiksek performansli sivi
kromatografisi) teknigi kullanildi. Analizlerde, HPLC-DAD (Diyot Dizisi
Dedektorii) 6zelligine sahip bir HPLC sistemi (Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya)
kullanildi. Analize tabi tutulmadan 6nce TPC o6zleri, 0.45 um'lik bir zar filtreden
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya) gegirildi. Bu filtrasyon adimi, numunelerin
partikiillerden arindirilmasini saglamak icin yapildi. Ayirma islemleri, 250 mm
uzunlugunda ve 5 um partikiil boyutuna sahip ters fazli bir kolonda (Intersil® ODS
C-18, GL Sciences, Tokyo, Japonya) gerceklestirildi. Analizler, 40°C'de yapild:.
Mobil faz olarak, Solvent A (%0.1 (v/v) asetik asit ile damitilmig su) ve Solvent B
(%0.1 (v/v) asetik asit ile asetonitril) secildi. Analiz, %10 B ile baslayan ve 2 dakika
stiren gradyan eliisyonu ile bagladi. Daha sonra Solvent B'nin konsantrasyonu
%27'ye kadar 27. dakikaya, %50'ye kadar 50. dakikaya, %60 dakikaya kadar %90'a
ve ardindan baslangi¢ kosullarina geri donmek i¢in %100'e kadar yiikseltildi.
Eliisyon hiz1 1 ml/dk olarak seg¢ildi.

Kromatogramlar, 254 nm ve 356 nm arasindaki degerleri o6lgiildi. Fenolik
bilesikler, eliisyon siireleri ve standart maddeler kullanilarak tanimlandi ve
miktarlar1 6lglildi. Fenolik igerik degerleri mg/L olarak rapor edildi. Fenolik
bilesiklerin analizi ve miktarlarimin belirlenmesi i¢in (Kayacan vd., 2020)

kaynagindaki yontem kullanilmastir.
2.2.1.5 Kapsaisin ve Dihidrokapsaisin GC-MS Analizi

Kapsaisin ve dihidrokapsaisinin  GC-MS analizi i¢in (Pefa-Alvarez vd.,
2012)tarafindan uyarlanan bir yontem kullanildi. Bu yontemde Restec Rtx-5MS
erimis silika kilcal kolon (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) kullanildi. Analiz siirecinde
oncelikle 1 dakika boyunca 40 °C'de 1sitma islemi gerceklestirildi. Daha sonra
sicaklik 300 °C'ye yiikseltilerek 10 dakika boyunca 300 °C'de sabit tutuldu.
Enjeksiyon islemi igin sicaklik 260 °C, tespit ise 280 °C'de gergeklestirildi. Helyum
gazi1, tastyict gaz olarak kullanilarak akis hizi 1 mL/dk olarak ayarlandi. Numune,
bdlmesiz modda GC'ye enjekte edilirken, 3 dakikalik bir ¢oziicii gecikmesiyle bir
mikrolitre kullanildi. Kiitle spektrumlari, m/z (kiitle/ytlik orani) 35 ila 650 arasinda
ve 70 eV iyonizasyon enerjisinde toplandi. Kapsaisin ve dihidrokapsaisin'in

kimlikleri, NIST27 ve WILEY27 kiitle spektrumu kitapliklarinda bulunan deneysel
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kiitle spektrumlart ile karsilastirilarak belirlendi ve Olgiildii. Ayrica, standart
kapsaisin ve dihidrokapsaisin ¢ozeltilerinin kromatografik zirveleri elde edildi. Bu
yontem  kullanilarak  kapsaisin  ve  dihidrokapsaisinin ~ GC-MS analizi

gergeklestirildi ve bu bilesiklerin varligi ve miktarlar1 belirlendi.
2.2.1.6 Yag Asit Bilesimi

Ekstrakte edilen yag numunelerinin yag asidi bilesimi, (Yalcin vd., 2011) tarafindan
aciklanan yonteme gore yag asidi metil esteri (FAME) kullanilarak belirlenmistir.
Islem asagidaki adimlari icermistir: Numuneler, 6 saat boyunca Soxhlet
ekstraksiyon sistemi kullanilarak heksan ile yag ekstraksiyon prosediiriine tabi
tutulmustur. Elde edilen yag numuneleri yag asidi metil esterlerine doniistiirmek
icin bir transesterifikasyon iglemine tabi tutulmustur. GC (Gaz Kromatografisi)
analizi igin, Agilent 6890 modeli bir GC kullanilmistir. Analizde HP-88 kolonu
(100 x 0.25 mm i.d.) kullanilmistir. Analiz i¢in, numuneler FID (Flame Ionization
Detection) dedektorii kullanilarak enjekte edilmistir. Enjeksiyon blogu sicakligi
250°C'ye ayarlanmustir. Firin sicakligi, once 103°C'de 1 dakika tutulmus, ardindan
6,5°C/dk hizla 170 °C'ye ve 12 dakika boyunca 2,5 °C/dk hizla 170 °C'den 230
°C'ye 1sitilmigtir. Son olarak, 230°C'de 5 dakika tutulmustur. Helyum gazi, 2 mL/dk
akis hiziyla tasiyici gaz olarak kullanilmistir. Boliinme orani (split ratio) ise 1/50
olarak belirlenmistir. Bu yontem kullanilarak yag asidi bilesimi, GC analiziyle

belirlenmistir.

2.2.2 HPOB’nin Salata Sosunda Kullanim

Tekin ve Karasu [9] tarafindan 6zetlenen hazirlama yontemi kullanilarak, salata
sosu &rnekleri olusturuldu. Ilk olarak, %0,35 oraninda XG (ksantan gami) suda
25°C'de dagitildi. Elde edilen dispersiyon, 80°C'ye 1sitilarak 20 dakika boyunca
karistirildi. HPOB ve tuz eklenmesinin ardindan karisim 25°C'ye sogutuldu. KG'nin
tamamen hidratlanmasi i¢in malzemeler manyetik karistiricida 1000 rpm'de 6 saat

boyunca karistirildi.

Homojenizasyon saglamak icin, 10.000 devirde 3 dakika boyunca aycigek yagi ve
EYP (yumurta sarist tozu) (%3) Ultra Turrax (Daihan, HG15D) kullanilarak
karisima eklenmistir. Elde edilen salata sosu 65°C'de 10 dakika siireyle pastorize

edildi. Daha sonra homojenizasyon iglemi gerceklestirildi ve 25°C'ye kadar
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sogutuldu. Ayni prosediirler, kontrol salata sosu 6rnegi i¢in de uygulandi. Kontrol
numuneleri (C1 ve C2) ise sirasiyla %10 ve %30 oraninda aycicek yagi ile formiile
edildi. Tiim kontrol numuneleri %0,35 XG (ksantan gami) ve %3 EYP (yumurta
saris1 tozu) icermektedir. (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Salata sosu formiilasyonu

Su Yag HPOB Sirke EYP Tuz KG

IO I B A CO NN (O N

C-1 58,65 30 - 7 3 1 0,35
C-2 78,65 10 - 7 3 1 0,35
HPOB-1 77,86 10 1 7 3 1 0,35
HPOB-3 75,65 10 3 7 3 1 0,35
HPOB-5 73,65 10 5 7 3 1 0,35

HPOB: Aci biber yagi yan tiriinti. C1: %30 yagl salata sosu (tam yagli). C2: %10 yagl salata sosu
(az yagl).

Sekil 2.2 Elde edilen salata sosu gorselleri
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2.2.3 Salata Sosunun Analizleri

2.2.3.1 Reolojik Analizleri

Salata soslarinin reolojik analizleri, sicaklik kontrollii bir reometre kullanilarak
gergeklestirilmistir. Analizler, akis davranisi, dinamik reoloji, 3ITT reolojik

Ozellikleri ve emiilsiyon stabilitesi gibi faktorleri degerlendirmek i¢in yapilmistir.

Analizlerde, paralel bir plaka konfigiirasyonu ve reometre probu kullanilmistir.
Numune plakasi ile reometre probu arasinda 0-100 kesme hiz1 (1/s) araliginda 0,5
mm'lik bir bosluk olusturulmustur. Analizler 25 °C'de gerceklestirilmistir.
Analizlerin baglangicinda, numune plakasini desteklemek icin 2 g numune
yerlestirilmistir. Daha sonra kayma hizina karsilik gelen kayma gerilimi degerleri
belirlenmistir. Bu degerler, salata soslarinin akis davranisi ve reolojik 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Akis davranisi ve reolojik Ozellikler, salata
soslarmin karakterizasyonu i¢in onemli bilgiler saglar. Bu parametreler, salata
soslarinin  viskozite, akis hizi ve deformasyon o&zellikleri gibi faktorlerini
degerlendirmeye yardimci olur. Power Law modeli, bir sivinin akis davranisini
tanimlamak i¢in kullanilan bir reolojik modeldir. Bu model, akis hiziyla kayma
stresi arasindaki iligkiyi ifade eder. Power Law modeli, genellikle salata soslar1 gibi
yogun sivilarin akis Ozelliklerini anlamak i¢in kullanilir. Dogrusal olmayan
regresyon yontemi ise, belirli bir matematiksel modelin verilere en iyi uyum
saglayacak sekilde parametrelerini hesaplamak icin kullanilan bir istatistiksel
yontemdir. Akis davranist modellerinin parametrelerini hesaplamak i¢in Power

Law modeli kullanilmstir.

Bu parametrelerin hesaplanmasi, salata soslariin akis 6zelliklerini anlamamiza ve
iiriin formiilasyonunda optimize edilmis regeteler gelistirmemize yardimci olur.
Ayn1 zamanda, {iretim siire¢lerinin tasariminda ve triin kalitesinin kontroliinde de
onemli bir rol oynar.Ayrica, emiilsiyon stabilitesi de termal dongii testi ile
degerlendirilmistir. Bu analizler, salata soslarinin reolojik 6zelliklerini ve akis
davranigini anlamak ve {riin kalitesini belirlemek icin kullanilan standart

yontemlerdir.

T=Kxym (2.5)
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Denklem (2.5)'de 1, kayma gerilimini (Pa) temsil eder. K, kivam indeksini (Pa-s”n)
ifade eder. y, kayma hizini (1/s) temsil eder. n ise akis davranis endeksini gosterir.
Bu denklem, akis davranisimi tamimlayan Power Law modelinin  bir
formiilasyonudur. Kivam indeksi, sivinin viskozitesini ve akis davranisini
belirleyen bir parametredir. Kayma hizi, sivinin ig¢indeki deformasyon oranini
temsil eder. Akis davranis endeksi ise sivinin akis Ozelliklerini belirleyen bir
parametredir. Denklem (2.5), bu parametreleri kullanarak kayma gerilimi (t) ile
kayma hiz1 (y) arasindaki iliskiyi ifade eder. Bu denklem, sivinin akis davranisini

analiz etmek ve reolojik 6zelliklerini karakterize etmek i¢in kullanilir.

Numuneler, paralel plakalar iizerinde dinamik bir reolojik 6zellikleri belirlenmistir.
Bu inceleme, lineer viskoelastik bolgeyi (LVR) degerlendirmeyi icerir. ilk olarak,
%0,1 gerinim degeriyle amplitiid tarama testi gergeklestirilerek LVR belirlenir. Bu
test, numunenin davranmiginin dogrusal oldugu ve viskoelastik o6zelliklerinin
incelenebilecegi bir gerinim araligini belirlemek icin yapilir. Daha sonra, frekans
taramasi Ol¢iimii gerceklestirilir. Bu 6l¢iim, LVR'de 0,1 ila 64 (o) acisal hizlar ve
0,1 ila 10 Hz arasinda frekanslarla yapilir. Bu sekilde, numunenin frekansa bagl
olarak nasil davrandigi incelenir. Donme hizi ve frekansina ek olarak, depolama
modili (G') ve kayip modiilii (G”) belirlenir. Depolama modiilii, numunenin elastik
ozelliklerini temsil ederken, kayip modiilii, numunenin viskoz 6zelliklerini temsil
eder. Bu modiiller, numunenin reolojik 6zelliklerini karakterize etmek i¢in 6nemli
parametrelerdir. Sonuglar Power Law modeli ve dogrusal olmayan regresyon

yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir (Akcicek vd., 2022).

G =K'(w)" (2.6)

GII — Kll(w)nll (2.7)

Denklem (2.6) ve (2.7)'de, G' (Pa) depolama modiiliinii, G” (Pa) kayip modiiliint,
o agisal hiz degerini (1/s) ve K', K” ve tutarlilik indeksi degerlerini n' akis davranis

indeksi degerlerini temsil eder.

Salata sosu numuneleri i¢in 3-ITT (Tiksotropik Testi) reolojik 6zellikleri
hesaplanmistir. Bu testte, orneklerin belirli kesme hizlarinda nasil davrandigi

degerlendirilir. Tki farkli kesme hiz1 kullanilmustir: 0,5 s sabit bir kesme hiz1 ve
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150 st degisken bir kesme hiz1. Degerler secilirken, rneklerin lineer viskoelastik
bolgesinde (LVR) oldugu ve 50 s-1'de durdugu dikkate alinmistir. Bu sekilde,
numunenin dogrusal davranisinin degerlendirilebilecegi bir kesme hiz1 araligi
belirlenmistir. Salata sosu numuneleri, ilk zaman diliminde ¢ok diisiik bir kesme
hizinda (0,5 s-1) tabi tutulmustur. Ikinci zaman diliminde ise 40 s boyunca, 150/s
kesme hizina maruz birakilmistir. Ugiincii zaman diliminde ise, ikinci zaman
araligindaki dinamik reolojik davranisin degerlendirilmesi i¢in miitevazi bir kesme
hizinda yapilan ilk zaman araligi bulunmaktadir. Bu sekilde, numunelerin farkl
kesme hizlarinda nasil davrandigi ve reolojik Ozelliklerinin nasil degistigi

degerlendirilmistir.

G' -G,
GO_Ge

[ P r=m-Dkxt—1 (2.8)

Denklem (2.8)'te G' (Pa)'daki depolama modiiliinii temsil eder, k tiksotropik oran
sabitidir, GO {i¢iincii zaman araligindaki bir ilk depolama modiilii degeridir (Pa) ve

Ge denge depolama modiiliidiir (iiriin tamamen kendini toparlar) (Toker vd., 2015).
2.2.3.2 Emiilsiyon Stabilitesinin Belirlenmesi

Termal dongii testi, su icindeki yag emiilsiyonlarinin emiilsiyon stabilitesini
degerlendirmek igin kullanilan bir yontemdir (Tekin vd., 2020). Bu test, yiiksek (23
ila 45 °C) ve diisiik (5 ila 23 °C) sicakliklara maruz kalan emiilsiyonlarin yapisal
degisikliklerini tespit etmek ve tiretim, dagitim, depolama ve nakliyedeki sicaklik
farkliliklarini taklit etmek i¢in kullanilir. Emiilsiyon numuneleri belirli bir sicaklik
araliginda tekrarlayan termal dongiilere tabi tutulmustur. Dongiilerde, emiilsiyonlar
farkli sicakliklara maruz kalir. Bu sicaklik dalgalanmalari, gercek kullanim
kosullarini taklit etmeyi amaclar. degeri ve agisal frekans belirli degerlere (6rnegin,
%0,5 gerinim ve 10 Hz frekans) ayarlanir. Sogutma ve 1sitma hizlar1 11 K/dakika
olarak ayarlanir. Bu sekilde, emiilsiyonun sicaklik degisimlerine nasil tepki verdigi

ve emiilsiyon stabilitesinin nasil etkilendigi degerlendirilmistir.
2.2.3.3 Zeta Potansiyel ve Damlacik Boyutunun Belirlenmesi

Salata sosu numuneleri (Nanosizer, Malvern Instruments, Worcestershire,
Ingiltere) cihaza yerlestirilerek, lazer 15131 kullanilarak pargacik boyutu ve dagilimi
(C-) potansiyeli analiz edilmistir. Bu cihaz, elektroforez ve dinamik 151k sagma

ol¢iimii prensiplerine dayanir. Oncelikle, numuneler ultra saf su ile seyreltildi ve
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ultrasonik bir su banyosunda homojenlestirildi. Bu adimlar, numunelerin daha iyi
dagilmasimi ve parcaciklarin daha dogru bir sekilde Ol¢iilmesini saglar. Zeta
potansiyeli degerleri her numune igin iki kez 6l¢tim yapilarak ortalama degerler ile
standart sapmalari belirlenmistir. Zeta potansiyeli, yiikli parcaciklarin
elektroforetik hareketini 6l¢en bir olgiittiir. Bu dl¢iim, pargaciklarin yiizey yiikiinii

ve dagilimini belirlemeye yardimci olur.

Damlacik boyutu 6l¢iimii ise dinamik 151k sagma prensibine dayanir. Bu 6l¢lim,
parcaciklarin 15181 nasil sagtigini analiz ederek pargacik boyutunu hesaplar. Bu
veriler, numunelerin siirekli fazindaki yag parcaciklarinin = 6zelliklerini

degerlendirmeye yardimci olur.
2.2.3.4 Optik Mikroskop Goriintiileri

Termal dongii testinden Once ve sonra emiilsiyonlarin morfolojisi, bir 151k
mikroskobu (Olympus BX41, Tokyo, Japonya) kullanilarak incelenmistir. Bu
inceleme, emiilsiyonlarin yapisal degisikliklerini gozlemlemek ve emiilsiyon
stabilitesini degerlendirmek amaciyla yapilmustir. i1k olarak, bir mikroskopi camina
bir damla salata sosu numunesi konulup bir lamel ile kapatildi. Daha sonra,
mikroskop altinda numunenin ¢esitli bolgeleri incelendi. 100x biiyiitme
kullanilarak detayli bir gbzlem yapildi. Gozlem sirasinda, emiilsiyonun damlacik
boyutu, dagilimi ve homojenligi dikkate alinir. Ayrica, emiilsiyonun stabilitesi i¢in
kayma bolgeleri ve birlesme noktalar1 gozlemlenir. Bu sekilde, emiilsiyonun yapisi
ve stabilitesi hakkinda bilgi edinilir. Mikroskobik inceleme, termal dongii testi
oncesinde ve sonrasinda emiilsiyonlarin morfolojik degisikliklerini belirlemeye
yardimci olur. Bu degisiklikler, emiilsiyonun sicaklik stresine nasil tepki verdigini

ve stabilitesini nasil etkiledigini gosterir.
2.2.3.5 Oksidatif Stabilite Analizi

OXITEST cihaz1 (Velp Scientifica, Usmate, MB, Italya) kullanilarak gida
numunesine kontrollii bir oksidasyon siireci uygulanmasi ile numunedeki lipidlerin

oksidasyon derecesi ve stabilitesini 6lglilmiistiir.

Bu cihaz, hizlandirilmis oksidasyon testleri yapmak i¢in kullanilir ve numunelerin
redoks kararliligini degerlendirmeye yardimer olur. Test igin, bir numune (20 g)

OXITEST cihazinin yuvasina yerlestirildi. Test sirasinda 6 bar basing ve 90 °C
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sicaklik kullanildi. Indiiksiyon periyodu numarasi (IP), numunenin oksidasyon

direncini gosteren bir deger olarak hesaplanmustir.

Ugucu lipid peroksidasyon bilesiklerinin tespiti i¢in, (Shi vd., 2020) yontemi baz
almmistir, ancak kiiciik degisiklikler yapilmistir. Oncelikle, sicak numuneler 20
mL'lik Gist bosluk siselere aktarildi. Siseler 60 °C'ye 1sitild1 ve 15 dakika siireyle bu
sicaklikta bekletildi. Ardindan, SPME (Solid Phase Microextraction) fiber
kullanilarak (30/50 um DVB/CAR/PDMS SPME fiber takimi, Supelco, Bellefonte,
PA, ABD) sisenin iist bosluguna 60 °C'de 30 dakika boyunca maruz birakildi. Bu
siire boyunca SPME fiber, salata sosundan ucucu bilesikleri emerek adsorbe etti.
Son olarak, SPME fiberi, 5 dakika siireyle 250 °C'de GC (Gaz Kromatografisi)
enjeksiyon portuna yerlestirildi. Bu adimda, adsorbe edilen ugucu bilesikler GC
analizi i¢in enjeksiyon portuna aktarildi ve analiz siirecine hazir hale getirilmistir.
GC-MS analizi i¢in kullanilan ¢alisma kosullar1 su sekildedir: Ornek dncesi 1sitma
asamas1 40 °C'de 3 dakika, ardindan sicaklik 5 °C/dakika hizla 90 °C'ye ve 10
°C/dakika hizla 230 °C'ye yiikseltildi. Tasiyict gaz olarak helyum kullanildi ve akig
hiz1 1 mL/dakika olarak ayarlandi. Iyon kaynag: olarak EI (Elektron impaktr)
kullanilarak iyon kaynagi sicakligi 200 °C'ye ayarlandi. Kiitle spektrumlart m/z 35
ila 650 arasinda 70 eV iyonizasyon enerjisiyle toplandi. Deneysel kiitle
spektrumlari, NIST27 ve WILEY27 kiitle spektrum kitapliklarindaki lipid

peroksidasyon iriinlerinin kiitle spektrumlariyla karsilagtirilarak analiz edildi.
2.2.3.6 Duyusal Analiz

Salata sosu Orneklerinin duyusal 6zellikleri, 10 yar1 egitimli panelist tarafindan 5
noktal1 bir hedonik teste dayali olarak belirlenmistir. Panelistler, akademisyenler ve
ogrenciler de dahil olmak iizere segildi ve duyusal nitelikler konusunda kisa bir
egitim aldilar. Duyusal o6zelliklerin degerlendirildigi parametreler sunlardir:
goriiniim, renk, tat, siiriilebilirlik, doku ve genel kabul edilebilirlik. Ornekler
rastgele lic basamakli numaralarla etiketlendi ve panelistlere beyaz plastik kaplarda

cay kasig1 ile sunulmustur.

Hedonik degerlendirme, panelistlerin her bir 6rnegi siralamasini gerektiren bir
Olcektir. Bu oOlgekte 1 en diisiik puani (begenilmeyen) ve 5 en yiliksek puani

(begenilen) temsil eder. Panelistler, 6rneklerin goriiniim, renk, tat, stiriilebilirlik,
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doku ve genel kabul edilebilirlik acisindan nasil degerlendirildigine karar verirler.

Bu sekilde, her bir 6rnegin duyusal 6zellikleri belirlenmistir.

2.2.4 Protein ve Lif izolasyonu

HPOB’den lif ve protein izolasyonu (Li vd., 2021; Twarogowska vd., 2020)
yontemlerinin modifikasyonu ile yapilmustir. Ilk olarak HPOB 1:15 oraninda

seyreltilmis kontrol 6rnek pH 12'de 1 saat boyunca 60°C'de karistirilmistir.

Kontrol 6rnegin disinda yanit yilizey metodu ve tiim faktoriyel merkezi komposite
dizayn kullanilarak ultrases giicii (W) ve siirenin (dk) 1:15 seyreltilmis 6rneklerinin
protein (%) tizerine etkisi arastirilmis ve maksimum protein degerine gére optimum
formiilasyon belirlenmistir. Ultrases islemlerinde sicaklik 60°C'de sabit
tutulmustur. Design expert software (Version 7 Stat-Easy Co., Minneapolis, MN,
USA) programi kullanilarak 9 farkli deneysel nokta elde edilmistir (Tablo 2.2).
Coziintir protein icerigi Kjeldahl yontemiyle belirlenmistir. Protein Ornegi
maksimum ¢Oziiniir protein baz alinarak belirlenen optimum ultrases kosulunda
tiretilmistir. Protein verimi ise baslangic HPOB miktarindan elde edilen HPOB
protein miktar1 ¢ikarilip baslangic HPOB’ya boliinmesi ile bulunmustur. 100 ile
carpilip % protein verim seklinde ifade edilmistir. HPOB’den protein velifin geri

kazanimi Sekil 2.4’°te verilmistir.

Tablo 2.2 Deneysel tasarim matrisi

Deneme Giic Siire
(W) (dk)
Kontrol 0 60

300
300
300
400
400
400
500
500
500

© 00 N O o B~ W N
~N O W N 01w N oW

47



Karigim daha sonra 25°C'de 10.000 rpm'de 15 dakika siireyle santrifiij edilerek
¢Oken kisim uzaklastirilmistir. Elde edilen sivi kisma 1:1 oraninda %95 etanol
eklenmis ve tekrar 10.000 rpm'de 15 dakika siireyle santrifiij edilerek ¢okeltme
islemi uygulanmistir. Bu islem sonucunda ham lifler ayristirilmis ve liyofilize
edilmek ilizere muhafaza edilmistir. Santrifiij sonrasi geriye kalan sivi kisimin zeta
potansiyelinin 0 oldugu pH degeri belirlenmistir (Sekil 2.3). Proteinlerin izoelektrik
noktasinin pH 5,5 oldugu tespit edildikten sonra, proteinler 10.000 rpm'de 15
dakika siireyle santrifiij edilerek ¢okeltilmistir. Proteinler ve lifler (Martin Christ
GmbH, Beta 1-8 LSCplus, Almanya) dondurarak kurutma cihazi ile liyofilize
edilmistir. Liyofilizasyon, suyun donmusg 6rnekten dogrudan gaz fazina doniiserek

buharlagsmasin1 saglayan bir kurutma islemidir, bdylece orneklerin uzun siireli

muhafazasi saglanmistir.

Sekil 2.3 HPOB izoelektronik nokta belirleme
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HPOB Ham Lif
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pH12 e
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O
-

pH55
Freeze Dryer Santrifij (izoelektronik nokta)

10,000 rpm, 15 dk

Sekil 2.4 HPOB protein ve ham lif {iretimi



2.2.5 Proteinlerin Enzimatik Hidrolizi

HPOB proteinin enzimatik hidrolizi i¢in Flavorzyme (50°C, pH: 7), alkalaz (60°C,
pH: 8) ve savinaz (50°C, pH: 9) enzimleri kullanilmistir. ilk olarak protein
ornekleri %5 (w/v) ¢ozelti halinde ¢Oziindiiriildii. Olusan ¢ozelti, kullanilacak
enzime bagli olarak uygun sicaklik ve pH degerine ayarlanmistir. Karigim, 1 saat
boyunca oda kosullarinda 250 rpm'de karistirildi. Proteinlerin tamamen hidrate
olabilmesi icin karisim, 4°C'de 12 saat boyunca buzdolabinda bekletilmistir.
Enzim-substrat oran1i 1/100 (w/w) olacak sekilde enzim eklenerek hidroliz
reaksiyonu baglatilmigtir. Hidroliz igslemi, 240 dakika (dk) boyunca devam etti.
Enzim inaktivasyonu i¢in karisim, 95°C'de 10 dakika boyunca 1sitildi. Karigim,
15.000 rpm'de 30 dakika stireyle 4°C'de santrifiij edilmistir. Hidrolizat soliisyonlari,
-80°C'de 24 saat boyunca dondurulduktan sonra dondurarak kurutucuda toz haline

getirildi. Elde edilen numuneler, desikatorde 4°C'de muhafaza edilmistir.

TIPON Pretein

Sekil 2.5 Elde edilen protein ve protein hidrolizatlari

2.2.6 % Hidroliz Derecesinin Belirlenmesi

Hidroliz derecesini 6lgmek igin pH-stat yontemi kullanilmistir. pH stat metodu,
hidroliz aninda proteinlerin parcalanmasindan dolayr agiga ¢ikan hidrojen
iyonlarinin olusumu nedeniyle degisen pH degerini sabitlestirmek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Bu yontemde hidroliz derecesi, hidroliz reaksiyonu sirasinda salinan
protonlarin otomatik titrasyonu sirasinda ortama eklenen baz miktarinin dl¢tilmesi
temeline dayanmaktadir. Bu nedenle titrasyon islemi 10. dk, 20. dk, 30. dk, 40. dk,
50. dk, 60. dk, 90. dk, 120. dk, 180. dk, 210. dk ve 240. dk'larda gerceklestirilmis
ve ortaya ¢ikan baz tiiketimi kaydedilmistir. Titrasyon, 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ile pH
metre (Mettler Toledo, S210, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Hidroliz
derecesi, bir protein veya peptit icerisindeki peptit baglarinin ayrilma oranini ifade

eder.
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Hidroliz derecesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

%HD = hx100 / htot = BxNbx100 / axMpxhtot (2.9)
HD: % Hidroliz derecesi
B: Baz miktar1
Nb: Baz normalitesi
a: -NH gruplarinin ortalama ayrilma sabiti
Mp: Protein miktar1 (g)

htot: Toplam peptid baglar1 (meqv/g protein)

2.2.7 Protein/Hidrolizat ve Lif Analizleri
2.2.7.1 Coziiniirliiliik

Hidrolizat, protein ve lif 6rneklerinin ¢oziintirliigii, (Klompong vd., 2007)’e gére
bazi modifiyelerle yapilmistir. Once 200 mg drnek 5 mL distile su ile karistirilarak
6 N NaOH ile pH 7'ye ayarlandi ve son hacim distile su ile 20 mL'ye tamamlandi.
Cozelti oda sicakliginda homojen bir ¢ozelti haline gelene kadar karistirildi. Daha
sonra 9000 g'del5 dakika santrifiij edildi. Liyofilize edilerek geri kalan protein

miktar1 tartima alindi1 ve % ¢06ziiniirliiliigli hesaplandi (Denklem 2.10).

%Cozinirlulik = 100 (Vb —Vs /Vb) (2.10)

2.2.7.2 Yag Baglama Kapasitesi

Orneklerin yag baglama kapasitesini belirlemek i¢in (Tomotake vd., 2002) belirttigi
yontem kullanilmistir. Hidrolizat, protein ve lif numuneleri (50 mg), 1,5 mL'lik bir
santrifiij tiiplinde ay¢igek yagi ile karistirilmistir. Karigim 30 dakika siiresince oda
sicakliginda bekletilirken 10 dakikada bir vorteks karigtiricida (Weightlab WN-
V2800, Weighlab Instruments, Tiirkiye) 30 saniye karistirilmistir. Karisim daha
sonra 5000 g'de 5 dakika santrifiij edilmis ve ayrilmis olan yagin agirligi tartima
alimmistir. Yag adsorbe etme deneyleri, iic kopya halinde gerceklestirilip yag

baglama kapasitesi, ornekler tarafindan emilen yagin agirligi olarak ifade edilmistir.

51



Tiip duvarina yapisan yag miktari, bos bir tiip ile hesaplanip toplam agirliktan

cikartlmistir.
2.2.7.3 Su Tutma Kapasitesi

Orneklerin su tutma kapasitesini belirlemek i¢in (Beuchat, 1977) belirttigi yontem
kullanilmistir. Hidrolizat, protein ve lif numuneleri (50 mg), 1,5 mL'lik bir santrifiij
tipiinde su ile karistinlmigtir. Karigim 30 dakika siiresince oda sicakliginda
bekletilirken 10 dakikada bir vorteks karistiricida (Weightlab WN-V2800,
Weighlab Instruments, Tiirkiye) 30 saniye karistirilmistir. Karigim daha sonra 5000
g'de 5 dakika santrifiij edilmis ve ayrilmis olan suyun agirligi tartima alinmistir. Su
tutma deneyleri, ii¢ kopya halinde gergeklestirilip su tutma kapasitesi, drnekler
tarafindan emilen suyun agirlig1 olarak ifade edilmistir. Bos bir tiip ile hesaplanip

toplam agirliktan ¢ikarilmistir.
2.2.7.4 Emiilsiyon Aktivite ve Stabilitesi

12 mg oOrnek, 1,2 ml su ve 400 pg yag kanstirilmis ve bu karigim bir
homojenlestirici (IKA Ultra Turrax T25, Schott Iberica, S.A., Ispanya) kullanilarak
10000 rpm'de 90 saniye homojenlestirilmistir. 0. ve 12. saatte (h) olusan
emiilsiyonun tabanindan 50 pl numune alinip 5 ml %0,1 sodyum dodesil siilfat
(SDS) soliisyonu ile karigtirilmistir. Seyreltilmis ¢ozeltilerin absorbansi, bir UV
goriiniir spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1800 UV/VIS, Tokyo, Japonya)
kullanilarak 500 nm'de olciilmiistiir. Emiilsiyon Aktivite Indeksi (EAI) ve
Emiilsiyon Stabilite Indeksi'nin (ESI) belirlenmesi igin asagidaki formiiller

kullanilmistir:

T = 2,303 (4/) (2.11)

EAI = 2.T.(r/c.V) (2.12)
T: Tiirbidite
A: 500 nm'de hidrolizatin absorbans1
l: kiivetin optik yolu (m)
r: Diliisyon faktorii

c: emiilsiyon olusumundan 6nce birim hacim bagina diisen protein agirligi
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V: hacim kesri

Emiilsiyon stabilitesini 6lgmek i¢in hidrolize emiilsiyonlar 4°C'de 12 saat siireyle
depo edilmis ve emiilsiyon aktivitesi yukaridaki formiil kullanilarak 6lgiilmiistiir.
Hesaplama 0 ve 12 saat arasindaki fark, Emiilsiyon Stabilite Indeksi'i (ESI) temsil

eder ve asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

ESI = (T.At/AT) (2.13)
AT: 12 saat boyunca bulaniklik degisimi
At: iki 6l¢iim arasindaki zaman arali§i
2.2.1.5 Zeta Potansiyel

Zeta-potansiyel Ol¢timleri, Zetasizer ZSP adli cihaz (Malvern Instruments,
Worcestershire, Ingiltere) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu dlciimler, lif, protein
ve hidrolizatlarin %0,2 (w/v) konsantrasyonda 0,1 M fosfat tamponu (PBS) i¢inde
coziindiiriilerek yapilmistir. Daha sonra, dispersiyonlar 0,22 pm'lik bir siringa filtre
kullanilarak siiziilmiistiir. Siiziintii, cam bir kiivete alinmis ve 151k sagilmalarini
onlemek i¢in 100 kat seyreltilmis PBS ile karigtirtlmistir. Ardindan, zeta-potansiyel
Ol¢iimleri yapilmistir.

Zeta-potansiyel, bir dispersiyonun yiizeyindeki yiiklenme durumunu ve bu
yiiklenmenin dispersiyonun kararlilig1 izerindeki etkisini belirlemek i¢in kullanilan
bir parametredir. Zetasizer cihazi, lazer 15181 kullanarak parcaciklarin hareketini
izler ve bu hareketten zeta-potansiyel degerini hesaplar. Olgiimler, ¢dzeltinin 151k
sacilmast Ozellikleri iizerinden gerceklestirilir ve sonuglar, dispersiyonun yiizey

yiiklenmesi ve stabilitesi hakkinda bilgi saglar.
2.2.7.6 Kopiiklestirici Etki

KK (Kopiiklesme Kapasitesi) degeri, (Sze-Tao & Sathe, 2000) agiklanan bir
yontemle belirlenmistir. Koplik olusumu i¢in Ultra Turrax (Daihan, HG15D)
kullanilmistir. 20 mg/mL 6rnek iceren 20 mL soliisyonu alinmistir. Bu soliisyon,

10.000 rpm'de 1 dakika boyunca homojenize edilmistir.

KK degeri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

KK (%) = (V1 — V2)/V2x 100 (2.14)

53



Burada, V1 kopiik olusumundan sonraki hacmi ve V2 baslangi¢c hacmini temsil

eder.

KS (Kopiik Stabilitesi) degeri ise kopiik olusumundan 30 dk sonra toplam hacim
(V3) olgiilerek degerlendirilmistir. (Yuliana vd., 2014) tarafindan Onerilen

asagidaki denklem kullanilarak KS hesaplanmistir:

FS% = (V3 — V2) / (V1 — V2) x 100 (2.15)

Bu yontemler koplik olusumu ve stabilitesini degerlendirmek igin kullanilan
standart yontemlerdir. KK, kopilik olusumu i¢in baslangi¢ hacmi ve sonraki hacim
arasindaki farki ylizde olarak ifade ederken, KS kopiik stabilitesini 6lgmek igin
baslangi¢c hacmi ve 2 saat sonra dl¢iilen hacim arasindaki farki ylizde olarak ifade

eder.
2.2.7.7 SDS Page

SDS-PAGE (Sodyum Dodekil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) analizi,
(Laemmli, 1970) tarafindan belirtilen yonteme goére gergeklestirilmistir. HPOB
protein ve hidrolizatlar1 10 mg/mL konsantrasyonda saf su i¢inde ¢oziindiirme
islemi yapilmigtir. Numune ¢dzeltileri, numune tamponu ile 1:1 oraninda
karistirtlmistir. Numune tamponu 0,5 M Tris-HCI (pH 6.8), gliserol, %10 SDS
(w/v), %0,5 bromofenol mavisi, B-merkaptoetanol icermektedir. Karisim, 95 °C'de
3 dakika boyunca 1sitilmistir. Elektroforez tanki, 25 mM Tris, %0,1 SDS, 192 mM
glisinden olusan elektrolit tamponu ile doldurulmustur. %4 istifleme jeli (w/v) ve
%7,5-30 gradyan poliakrilamid jeli (w/v) lizerine 10 uL 6rnek mikro siringa ile
yiklenmigtir. Jel, dikey bir elektroforez sisteminde (Mini-PROTEAN® System,
Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories, Inc, ABD) 20 mA sabit akimda c¢alismasi
gercekletirilmistir. Daha sonra jel, %0,25 (w/v) oraninda Coomassie Brilliant Blue
kullanilarak boyanmistir. Boyama isleminden sonra, jel, su/metanol/asetik asit
(6/3/1, v/v/v) karisimi ile boyanin giderilmesi i¢in islem gérmiistiir. Son olarak, jel
bir jel goriintiileme sistemi (Biorad Gel Doc EZ, Bio-Rad Laboratories Inc, ABD)
kullanilarak fotografi ¢ekilmistir. Bu islem, proteinlerin ayrilmasin1 ve
goriintiilenmesini saglayan bir elektroforez yontemidir. SDS-PAGE analizi, protein
orneklerinin boyutlarini ve bant yogunluklarini belirlemek i¢in kullanilan yaygin

bir tekniktir.
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2.2.7.8 Kimyasal Karakterizasyon

Ham lif, protein ve hidrolizatlarin FTIR analizi her spektrum i¢in 16 tarama
yapilacak sekilde toplanmis olup, her tarama 4 cm™ ¢oziiniirliikte yapilmistir. Tiim
spektrumlar 4000-650 cm™ kizilétesi bolgede 3 tekrarli olarak taranmustir. FTIR
(Bruker Tensor 27, Almanya) spektrometresi kullanilarak tiim &lglimler
gerceklestirilmistir. Her Ol¢iimden 6nce hava Olglimii yapilarak zemin taramast
alinmistir. Numunelerin FTIR 6l¢iimleri toz formunda oldugu i¢in ATR aksesuari
tizerinde numunelerin sikistirilmasiyla elde edilmistir. Cihaz kontrolii ve dlgiim
taramast i¢in OPUS versiyon 7.2 (Bruker, Almanya) yazilimi kullanilmistir.
Hidrolizatlarin ikincil yapisindaki degisiklikleri belirlemek i¢in, Origin 2020b
(Originlab Corporation, MA, ABD) yazilimi kullanilarak amid I (1600-1700 cm™)

bolgesindeki tiim spektrumlara dekonvoliisyon islemi uygulanmaistir.

Bu FTIR analizi, 6rneklerin molekiiler yapisi ve kimyasal baglar hakkinda bilgi

saglamak i¢in kullanilan bir spektroskopik tekniktir.
2.2.7.9 Termal Davranis

Ham lifinin termal davranisini incelemek igin diferansiyel tarama kalorimetrisi
(DSC) kullanilmistir. Bu amagla, TA Instruments, Inc. tarafindan tiretilen bir DSC
Q20 cihaz1 kullanilmistir. Analizde 5 mg agirligindaki lif numunesi bir aliiminyum
tava igerisinde tartilmistir. Numune 20 mL/dak akis hizina sahip nitrojen gazi
altinda 10 °C/dak 1sitma hizinda 20 ila 300°C arasinda 1sitilmistir. Referans olarak,
bos bir aliminyum tava kullanilmistir. Bu deney sayesinde, lif numunesinin termal
davranigi ve 1s1l gecisleri (6rnegin, erime veya kristallesme gibi) incelenebilir. DSC
yontemi, numune ve referans arasindaki 1s1 farkini 6lgerek termal degisiklikleri

belirler ve lifin termal ozelliklerini analiz eder.
2.2.7.10 Antioksidan Aktivite

HPOB protein, hidrolizat ve lif 6rneklerinin antioksan aktivitelerini belirlemek i¢in

ABTS, FRAP ve DPPH yontemleri kullanilmistir.

ABTS radikal siiptirme aktivitesini hesaplamak i¢in ilk olarak 2,45 mM potasyum
persiilfat igeren 7 mM ABTS soliisyonu hazirlanmistir. Soliisyon oda sicakliginda
12-16 saat bekletilerek ABTS+ radikalleri olusturulmustur. Analize baslamadan
once 1 mL ABTS+ radikal soliisyonu alinarak absorbans degeri 734 nm'de 0,700 =

0,02 olarak seyreltilmistir. Seyreltilen ABTS+ radikal soliisyonundan 2 mL mikro
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kiivete alinmigtir. Mikrokiivete lif i¢in 62,5 mg/ml, kontrol protein ve alkalaz i¢in
83,33 mg/ml, savinaz ve flavourzyme i¢in 250 mg/ml derisimlerde hazirlanan 100
ul hidrolizat soliisyonu eklenmistir. Karanlikta 6 dakika bekletilmis ve ardindan
spektrofotometre (Shimadzu UV-1800 UV/VIS, Tokyo, Japonya) kullanilarak
Olctimler alinmistir. TE (Trolox Esdegeri) bir antioksidan standardidir ve sonuglar

Trolox'e esdeger miktarlarda ifade edilmistir.

DPPH analizi i¢in her numune igin 0,1 ml miktarinda DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) soliisyonu kullanilmistir. Numunelerin absorbansi, 60 dakikalik
inkiibasyon siiresinden sonra 517 nm dalga boyunda bir spektrofotometre
(Shimadzu UV-1800, Japonya) kullanilarak olgiilmiistiir. Sonuglar % inhibisyon
olarak verilmistir. DPPH radikal siiplirme aktivitesini hesaplamak icin asagidaki

denklemi kullanilmastir:

% Inhibisyon = [(Akontrol — Aérnek) / Akontrol] x 100 (2.16)
Akontrol: Kontrol numunesinin absorbans degeri
Adrnek: Ornek numunesinin absorbans degeri

Denklem (2.16)’daki Akontrol, DPPH soliisyonunun absorbans degeridir. Bu deger
kontrol numunesidir. Adrnek ise 6rnek numunesinin 6lgiilen absorbans degeridir.
Denklem (2.16) kullanilarak numunelerin DPPH radikal siipiirme aktivitesi %
inhibisyon olarak hesaplanmistir. Bu deger, DPPH radikallerini yakalama

yetenegini ve antioksidan aktiviteyi gosterir.

FRAP analizinde, lif i¢in 62,5 mg/ml, kontrol protein ve alkalaz i¢in 83,33mg/ml,
savinaz ve flavourzyme i¢in 250 mg/ml’lik konsantrasyonlar 1 mL PBS tamponu
i¢inde ¢oziindiiriildii. Ardindan, bu karistmdan 100 pL alinip tizerine 900 uL PBS
eklendi. Karisim, 2 mL taze FRAP reaktifi karisimiyla karistirtlarak 37 °C'de 15
dakika su banyosunda (Memmert WNB45, Schwabach, Almanya) inkiibasyona
birakilmigtir. Sonra ¢dzeltinin absorbansi1 593 nm'de spektrofotometre yardimiyla
(Shimadzu UV-1800 UV/VIS, Tokyo, Japonya) 6l¢iildii. Sonuglar, mg TE/g olarak
ifade edilmistir.

56



2.2.8 HPOB Protein ve Lif ilaveli Salata Sosu

2.2.8.1 Salata Sosu Hazirlanisi

Salata sosu Bolim 2.2.2°deki gibi hazirlanmistir. Formiilasyon ise Tablo 2.3’te

gosterildigi sekildedir.

Tablo 2.3 HPOB protein ve ham lif ilaveli salata sosu formiilasyonu

Su Yag HPOB HPOB  Sirke EYP Tuz KG
(%) (%) Protein ~ ham lif (%) (%) (%) (%)
(%) (%)

K1 58,65 30 - 7 3 1 0,35
K2 78,65 10 - 7 3 1 0,35
1P1L 76,65 10 1 1 7 3 1 0,35
1P2L 75,65 10 14 2 7 3 1 0,35
1P3L 74,65 10 1 3 7 3 1 0,35
2P1L 75,65 10 2 1 7 3 1 0,35
2P2L 74,65 10 2 2 7 3 1 0,35
2P3L 73,65 10 2 3 7 3 1 0,35

2.2.8.2 Salata Sosu Analizleri

Salata sosu reolojik analizleri Boliim 2.2.3.1, emiilsiyon stabilitesi Boliim 2.2.3.2,
zeta potansiyel ve damlacik boyutu dlgiimleri Bolim 2.2.3.3, optik goriintiileri
Bolim 2.2.3.4 ve oksitest analizi Bo6lim 2.2.3.5’te aciklandig1 gibi
gergeklestirilmistir.

2.2.9 istatistiksel Analiz

Verilerinizin istatistiksel analizlerin gergeklestirilmesi icin JMP 9 (SAS, NC, ABD)

program kullamlmustir. Ilgili degiskenler igin aritmetik ortalama ve standart
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sapmalar hesaplanmistir. Degiskenler arasinda anlamli bir fark olup olmadigini
belirlemek icin tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi kullanilmistir. Analiz
sonuglarma gore, p<0,05 anlamlilik diizeyinde (genellikle 0.05 anlamlilik diizeyi
kabul edilir), degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu

tespit edilmistir.
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3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 Soguk Pres Aci Biber Yag Yan Uriin Karakterizasyonu

Ac1 biber yag yan iiriiniin karakterizasyonu Tablo 3.1°de gosterilmistir. HPOB’ nin
bilesimine bakildiginda %6,69 nem, %?20,2 protein, %11,2 yag, %31,9 ham lif,
%3,83 kiil ve %57,7 karbonhidrat olusturmaktadir. Bu sonuglar, HPOB'nin yiiksek
protein ve lif igerigine sahip oldugunu gostermektedir. Ote yandan, HPOB'nin yag
igerigi diigiiktlir. Ayrica baska bir ¢alismada, yagsiz biber soguk sikim yan {iriiniin
bilesimi %8,89 nem, %19,3 protein, %2,86 yag ve %6,28 kiil olarak belirlenmistir.
Bu c¢aligmada, diisiik yag miktarinin soguk preslemeye bagli olabilecegi ifade
edilmektedir (Yilmaz vd., 2017). Benzer bir ¢alismada yagi alinmis kirmizibiber
tohumu ununun bilesimi %10,7 nem, %26,0 protein, %4,10 kil ve %>55,1
karbonhidrat olarak rapor edilmistir. Ham lif miktar1 ise %34,9 olarak belirlenmistir
(Azabou vd., 2017; Firatligil-Durmus & Evranuz, 2010). Aci biberin g¢esidi,
olgunlagma agsamasi ve yetistirme kosullart gibi faktorlerin bilesim tlizerinde etkili
oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle, literatiirde incelenen aci biberler arasinda

kiictik farkliliklarin olabilecegi vurgulanmaktadir.
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Tablo 3.1 HPOB Karakterizasyonu

HPOB

Nem (%) 6,69+0,03
Protein (%) 20,25+0,18
Yag (%) 11,24+0,13
Karbonhidrat (%) 57,72+0,04
Ham Lif (%) 31,91+0,28
Kiil (%) 3,83+0,07
TPC (mg GA/100 g) 317,5+£19,17
IpprH (%) 81,87+0,01
CUPRAC (mg Trolox/100 g) 6952,8+170,01
Capsaicin (ng/g) 175,8+1,65
Dihidrocapsaisin (pg /g) 71,00+1,46
Total carotenoids (ng/g) 106,3+2,31

HPOB'"in TPC, IDPPH (%) ve CUPRAC degerleri sirasiyla 317,4 mg GAE/100 g,
%81,8 ve 6952,8 mg Trolox/100 g olarak belirlenmistir. Kapsaisin (CAP),
dihidrokapsaisin (DHC) ve toplam karotenoid igerigi sirastyla 175,8 mg/100 g, 71,0
mg/100 g ve 106,3 ug/g oldugu goriilmiistir. HPOB ile ilgili CAP ve DHC
miktarint gosteren calismalar smirhidir. Yang ve Mandal (Yang vd., 2010)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ac1 biber tohumu yaginin CAP ve DHC miktarlar
sirastyla 0,16 mg/mL ve 0,07 mg/mL olmustur. Ayrica Chouaibi ve Rezig
(Chouaibi vd., 2019), soguk presleme yoluyla ekstrakte edilen kirmizibiber tohumu
yaglarimin TPC, toplam karotenoidler, CAP ve DHC igeriklerinin 8,27 mg/100 g,
4,39 mg/100 g, 3,45 mg/kg ve sirasiyla 2,81 mg/kg oldugunu bildirmislerdir.

CUPRAC yontemiyle elde edilen ac1 biber tozunun antioksidan potansiyeli 3626
mg Trolox/100 g ve ac1 biber tozunun TPC'si 1682 mg GAE/g belirtilmistir (Della
Valle vd., 2020). Cok ¢esitli ac1 biber gesitlerinin varligi, biyoaktif bilesiklerin
miktarlarinda  kompozisyon farkliliklarina yol ac¢maktadir. HPOB, 4-
hidroksibenzoik asit ve m-kumarik asit disinda tiim standart fenolik bilesikleri
icermektedir. Bu ¢alismada mirisetin (87,61 pg/g kuru agirlik) ve gallik asit (66,02
ug/g kuru agirlik), HPOB'da bol miktarda bulunan bireysel fenolik bilesenler olarak
tanimlanmistir. HPOB yag asit bileseni incelendiginde C18:2 (78,29) agisindan

zengin oldugu goriillmiistiir.
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Tablo 3.2 HPOB yag asit ve fenolik profili

Yag Asit Kompozisyonu (%)

C12:0 0,01+0,00
C16:0 13,51+0,36
C18:0 2,54+0,03
C18:1 6,87+0,06
C18:2 73,29+0,41
C18:3 2,75+0,03
C20:0 0,05+,003
Fenolik Bilesen pg/g kuru agirhk
Gallic acid 66,02+0,72
Protocatechuic acid 15,05+0,35
Catechin 16,73+0,51
4-Hydroxy-benzoic acid nd
Syringic acid 3,85+0,50
Ellagic acid 41,85+0,61
m-Coumaric acid nd
0-Coumaric acid 8,03+0,37
Chrysin 1,60+0,03
Caffeic acid 17,19+0,32
p-Coumaric acid 5,88+0,02
Ferulic acid 6,56:0,04
Myricetin 87,61+0,43
Quercetin 48,09+0,52
Kaempferol 30,57+0,15
Chlorogenic acid 36,87+0,62
Rutin 29,52+0,18
Sinapic acid 3,30+0,02
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3.2 HPOB Salata Sosu Analizleri

3.2.1 Akis Davrams Reolojik Analizler

Sekil 3.1A, numunelerin siirekli kesme reolojik 6zelliklerini gostermektedir. Bu
grafikte, salata sosu numunelerinin viskozite degerleri artan kayma hiziyla birlikte
azalmaktadir. Bu durum, artan kayma hiziyla birlikte kayma gerilimi egrisinin
azalan egimine karsilik gelir. Bu akis modeli, salata soslar1 gibi emiilsiyonlarin
ortak bir reolojik 6zelligidir. Emiilsiyonlarda, molekiiller arasindaki zayif baglar ve
uygulanan kesme kuvveti, bilesenler arasindaki zayiflamis temasi ve viskozitenin
artan kesme hiziyla azalmasina neden olabilir (Bortnowska vd., 2014). Bu nedenle,
salata sosu numunelerinin viskozitesi artan kesme hiziyla azalmaktadir. Ayrica, tim
numunelerin, salata sosu benzeri emiilsiyonlarin spesifik bir reolojik 6zelligi olan
Newton olmayan akis davranisi sergiledigi belirtilmistir (Fernandez vd., 2012; Y.
Kumar vd., 2021). Newton olmayan akis, viskozitenin akis hizina bagli olarak
degistigi bir akis modelidir. Bu durum, salata sosu numunelerinin viskozitesinin

kesme hizina bagli olarak degistigini gostermektedir.

Stirekli kayma reolojik analiz verileri, salata sosu numunelerinin akis davranigi
ozelliklerini degerlendirmek i¢in Power Law modeline uygulanmistir. Tablo 3.3’te
salata sosu drneklerinin Power Law model 6zellikleri gosterilmektedir. R? degerleri
0,97'den biiyiik oldugu icin, Power Law modelinin numunelerin siirekli kayma
reolojik Ozelliklerini etkili bir gsekilde modelledigi sonucuna varilmistir.
Numunelerin K degerleri, iirlin bilesimlerine bagli olarak farklilik gostermistir. Bu
degerler, 4,10 Pa.s" ile 7,79 Pa.s" arasinda degismektedir. Diistik yagh kontrol
numunesi (C2) 4,10 Pa.s" K degerine sahipken, yiiksek yagli kontrol numunesi (C1)
7,79 Pa.sn K degerine sahiptir. HPOB ile zenginlestirilmis diisiik yagli numunelerin
K degerleri ise %]1'den %5'e kadar artarak 4,82 Pa.s" ile 7,25 Pa.s" arasinda
bulunmustur. HPOB (%5) ilavesiyle, az yagl salata sosu numunesinin K degeri,

ylksek yagli salata sosu numunesinin K degerine benzerlik gostermistir.

HPOB'nin eklenmesiyle, az yagli kontrol numunesinin K degeri 6nemli 6lgiide
artmistir. Bu bulgu, yag igerigindeki azalmanin neden oldugu zayiflamig yapinin,
HPOB eklenmesiyle telafi edilebilecegini gostermektedir. HPOB yapisindaki
protein ve liflerin su tutma O6zelligi, ayrica protein ile polisakkarit arasindaki

etkilesimler, stirekli fazin hareketliligini azaltmis ve numunelerin istenilen kivam
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diizeyine ulagsmasma yardimc1 olmus olabilir. Orneklerin n degerleri, 0,200 ile
0,231 arasinda degismektedir. Tiim numunelerin n degeri 1'den kiigiiktiir, bu da
numunelerin Newton olmayan akis davranisi sergiledigini gosterir. Salata sosu
numuneleri i¢in n degerinin 0'a yakin olmasi, yani giiclii psddoplastik akis
Ozelligine sahip olmasi beklenir. Bu nedenle, salata sosu orneklerinin ¢ogunun n
degerinin n 0,25'ten kiiciik oldugu sdylenebilir, yani istenilen degerlere yakindir
(Ma & Boye, 2013; Sikora vd., 2008). Tablo 3.3’te gosterildigi gibi, k ve n degerleri
arasinda negatif bir iligski bulunmustur. Daha 6nce bahsedilen n degerindeki diisiis,
psodoplastik akis davranisindaki artis ve siki bir yapmnin olusturulmasiyla
aciklanabilir. Bu calismada, HPOB ilavesinin, yag igerigi azaltilmis numunelerin K

degerlerini biiyiik dl¢iide artirdig1 goriilmiistiir.
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Salata sosu gibi emiilsiyonlarin reolojik 6zelliklerini etkileyen dnemli faktorlerden
biri yag oranmidir. Bu veriler, yag oraninin salata sosu numunelerinin akis
Ozelliklerini etkiledigini ve HPOB ilavesinin diisiik yagli numunenin K degerini
artirdigimi  gostermektedir. Yag, Y/S (yag/su) emiilsiyonlarmin tutarliligini
korumada 6nemli bir rol oynamaktadir. Yag miktarinin azaltilmasiyla kalori
azalttim1 saglanabilir. Ancak, silirekli fazin hareketliligi kontrol edilerek ve
HPOB'nin lif ve proteinin su tutma o&zelligi sayesinde kivam yeniden

saglanabilmektedir. Bu sekilde, diisiik yagli salata sosu numunelerine istenilen

kivam ve tutarlilik verilebilir.

Tablo 3.3 Reolojik parametreler

C-1 C-2 HPOB-1 HPOB-3 HPOB-5
Steady Shear Reolojik Parametreleri
K(Pas") 779021  4,10£0,07°  4,82+0,15%  5,79+0,06"  7,45+0,17°
n 0,208 0,200 0,214 0,221 0,231
R? 0,993 0,982 0,987 0,991 0,995
Dinamik Reolojik Parametreleri
K'(Pas") 10,47+0,06° 2,21+0,088  2,72+0,15°  5,18+0,12°  10,47+0,02?
n' 0,359 0,589 0,553 0,440 0,359
R? 0,978 0,978 0,972 0,974 0,978
K" (Pas") 4,40+0,03° 1,710,047  1,81+0,02¢  2,74+£0,03°  4,76+0,05°
n" 0,263 0,300 0,311 0,269 0,209
R? 0,991 0,967 0,972 0,972 0,946
3-ITT Reolojik Parametreleri
Go' 19,80+0,05*  6,39+0,01° 8,99+0,119  10,69+0,02° 15,73+0,07°
Ge' 25,81+0,07%  8,24+0,02¢  10,91+0,01¢  13,44+0,03° 20,31+0,05°
Ge'IGo’ 1,303+0,02 1,290+0,01° 1,213+0,06% 1,257+0,03¢ 1,291+0,06°
kx1000  60,61+0,11° 53,52+0,21° 43,02+0,08° 52,73+0,09 57,39+0,22°
R? 0,997 0,998 0,994 0,995 0,997

HPOB: Aci biber yag1 yan {iriinii. C1: %30 yagh salata sosu (tam yagli). C2: %10 salata sosu (az
yagli). Ayni satirdaki farkli kiiglik harfler, 6rnekler arasindaki anlamliligi gosterir (p < 0.05).
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3.2.2 Dinamik Reolojik Analizler

Sekil 3.1B, salata sosu 6rneklerinin dinamik reolojik davranisini temsil etmektedir.
Tiim numunelerin G' (elastik modiil) degerleri, tiim frekans araliklarinda G" (kayip
modiil) degerlerinden daha yiiksekti. Ayrica, G' ve G" degerleri, agisal hiz arttikca
azalan bir oranda artmustir; yani agisal frekansin egimi diismistiir. Bu, viskoz
katilarin tipik bir hareket davranisi Ornegidir. Salata soslar1 viskoelastik kati
karaktere sahip oldugu icin, tiim salata sosu numunelerinin beklenen 6zelliklere

sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 3.3, Power Law modeli kullanilarak elde edilen K' (elastik modiil), K" (kayop
modiil), n' ve n" degerlerini gostermektedir. R? degerlerinin nispeten yiiksek olmas1
(R? > 0,97), modelin numunelerin dinamik reolojik davranigini etkili bir sekilde
tanimlayabildigini gosterir. Salata sosu orneklerinin K' ve K" degerleri bilesime
bagli olarak farklilik gostermistir ve sirasiyla 2,21-10,47 Pa.s" ve 1,71-4,76 Pa.s"
olarak tahmin edilmistir. Tiim 6rneklerde, K' degeri K" degerinden biiyiiktiir, bu da
viskoz kat1 davranisinin gézlendigini gosterir. Ayrica, C-1 numunesi (%30 yag) ve
HPOB-5 numunesi (%10 yag ve %5 HPOB), ayn1 K" degerine (10,47 Pa.s")
sahiptir. Bu durumda, C-1 ve HPOB-5 numunelerinin ayni viskoelastik kati
davraniga sahip oldugu ve %5 HPOB ile %20 yag igerigi elde edildigi sdylenebilir.
n' ve n" degerleri, numunelerin viskoelastik kati karakterinin bagka bir
gostergesidir. Bu degerler 0'a yaklastikca, numunelerin kati karakterinin daha
baskin oldugunu gosterir. HPOB ile zenginlestirme, K" degerini 6nemli 6lgiide
artirmig ve n" degerini diisiirmiistiir. Bu nedenle, salata sosu benzeri emiilsiyonlar
icin istenen viskoelastik kati karakter, HPOB'nin daha diisiik yag iceriginde

kullanilarak artirilabilmektedir.

3.2.3 3-ITT Reolojik Analizler

3-ITT testi, ani bir kuvvet veya deformasyonun gidanin reolojik 6zellikleri
tizerindeki etkisini gosteren ¢ok onemli bir testtir. Bu test, giinliik yasamda gida
tizerindeki sallama ve bastirma gibi hareketlerin etkisini taklit edebilir (Toker vd.,
2015). Sekil 3.1C'de, salata sosu orneklerinin G (depolama modulusu) degerinin
zaman i¢indeki degisimi gdosterilmektedir. Ani bir deformasyonun ardindan
numunenin geri kazanim derecesi de Sekil 3.1C'de gosterilmekte ve uygulanan

kesme hizina bagli olarak degistigi goriilmektedir. Her numunenin kendini
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yenileme kapasitesi, deformasyon degeri ylikseldik¢e azalmaktadir. Daha yiiksek
kesme hizina maruz kalan numuneler daha fazla yapisal deformasyona ugradigi i¢in
iirlinlin G' degerinde 6nemli bir diisiis gozlenmis ve tekrar baslangic G' degerine
ulagmak imkansiz hale gelmistir. Yapisal geri kazanimla ilgili parametrelerin dogru
bir sekilde elde edilmesi dnemlidir. Tablo 3.3, 3-ITT testinden elde edilen verilerin
ikinci dereceden yapisal kinetik modelle modellendigini ve elde edilen GO'
(baslangi¢c depolama modulusu), Ge' (geri kazanilan depolama modulusu) ve k
degerlerini gostermektedir. Tablo 3.3'te her bir G0' ve Ge' degeri farkli oldugu igin,
tirtinlerin geri kazanim derecesinin karsilagtirilmasi bu iki degerin oranina (Ge'/G0'")
dayanmaktadir (Alvarez & Canet, 2013). Tablo 3.3'te, Ge'/G0' degerleri 1,213 ile
1,303 arasinda degismektedir. Hem yag igeriginin hem de HPOB miktarmin
Ge'/GO' degerleri iizerinde etkisi oldugu goriilmiistiir (p < 0.05). Ge'/G0' degerleri,
tirtiniin geri kazanim derecesi hakkinda bilgi verirken, yag miktarinin artmasiyla
artmasi beklenen bir sonu¢ oldugu soylenebilir. HPOB'nin eklenmesi bu etkiyi

artirmistir.

3-ITT testinden elde edilen bir diger parametre olan k degeri, ani deformasyondan
sonra lirliniin geri kazanim oranini gosterir. Bu deger iriiniin yapisiyla ilgilidir.
Eger iriinde kalict bir deformasyon goriilmezse, iiriiniin toparlanma hizi daha
yiiksek olacaktir ve G' degeri daha hizli bir sekilde baslangi¢ degerine ulasacaktir.
Salata soslar i¢in elde edilen k degerleri, iiriin tipi ve uygulanan kesme hizi
degerinden 6nemli 6l¢iide etkilenmistir (p < 0.05). kx1000 degeri 43,02 ile 60,61
arasinda degismektedir. Tablo 3.3'te gosterildigi gibi, az yagl salata soslarinda
HPOB miktart arttik¢a k degeri de artmistir. Bu sonuglar, 3-ITT testinin az yagh

salata soslarinin HPOB zenginlestirmesi ile iiretilebilecegini gostermektedir.

3.2.4 Emiilsiyon Stabilitesi

O/W emiilsiyonlarinin stabilitesi, salata soslar1 gibi {iriinlerde 6nemli bir kalite
kriteridir. Emiilsiyon stabilitesi zayif olan salata soslari, depolama siirecinde faz

ayrimi yasayabilir, yani yag ve su ayrisabilir (Tekin vd., 2020).

Termal dongii testi, bir emiilsiyonun kararliligin1 degerlendirmek i¢in G*
(kompleks modulusu) degerlerindeki degisiklikleri kullanir. G* degerlerindeki
daha biiytik degisiklikler, termal dongiilerin emiilsiyonun kararliligini etkiledigini

gosterir. Salata sosu Ornekleri i¢in yapilan yiiksek sicaklik (25-45°C) dongil
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deneyleri, G* degerlerinde degisikliklere neden olmustur, bu da emiilsiyonun
stabilitesi hakkinda bilgi verir. Sekil 3.2A ve 2B'de, yiiksek sicaklik termal dongii
deneylerinin G* degerlerindeki degisiklikleri gostermektedir. Yiiksek sicaklik
termal dongili deneylerinde, Sekil 2'de gorildiigli gibi, sicaklik yiikseldikce G*
degeri azalir. Bu, emiilsiyonun kararsizlagtigin1 ve yapisinin bozuldugunu gosterir.
Yiiksek sicakliga maruz kalan emiilsiyon molekiilleri arasindaki etkilesimler
zayiflar ve stabilite azalir. Bu durum, emiilsiyonun daha az dayamikli hale

gelmesine ve faz ayriminin olugma riskinin artmasina neden olur.
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Sekil 3.2 Emiilsiyon stabilite grafigi

Sekil 3.2A'da, diisiik yagli kontrol numunesi 1'de tgilincii dongiiden sonra G*
degerinde onemli bir degisiklik goriilmesi, diigiik yagli kontrol emiilsiyonunun
stabilitesini  diistirdiigiinii  gostermektedir. Bu durumda, yag fazi hacim
fraksiyonunun artirilmasi genellikle emiilsiyon stabilitesini iyilestirir ¢iinkii yag
damlacig1 dolgu yiizdesi kremalagma/cokelme oranlarini diistiriir ve emiilsiyonun

yapisint korur (Ma vd., 2013).
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Sekil 3.2D'de goriildiigli gibi, HPOB-3 numunesi G* degerinde ¢ok az degisiklik
gostererek miilkemmel bir emiilsiyon stabilitesi sergilemistir. Ancak, HPOB-5
numunesinde 25 ile 45 °C arasinda 6nemli bir G* degeri artis1 goriilmiistiir. Bu
artis, su fazinda XG'nin ¢oziiniirliigiinde ve viskozitesindeki degisikliklerle birlikte
yayilmig fazdaki viskozitedeki bir degisiklik gibi gesitli faktorlere bagl olarak
aciklanabilir (Sekil 3.2E). Bu faktorlerin bir sonucu olarak bazi istikrarsizlik
siirecleri meydana gelmistir. Her numune, 10 1s1 donglisiinden sonra faz ayrimini
gozlemlemek icin incelenmistir. Sadece diisiik yagli kontrol ve HPOB-1
numuneleri, termal dongii testi ve gorsel analizden elde edilen emiilsiyon stabilitesi
testi sonuglar1 arasinda bir korelasyon gosteren faz ayrimi sergilemistir. Bu da
emiilsiyonun stabilitesini etkileyen faktdrlerin birbirleriyle baglantili oldugunu

gostermektedir.

3.2.5 Zeta () Potansiyeli, Parcacik Boyutu ve Optik Mikroskop

Goriintileri

Salata soslarinin Zeta () potansiyeli, uzun siire stabil olabileceklerinin énemli bir
gostergesidir. { potansiyel degeri sifirdan uzaklastikca, sistem negatif veya pozitif
bir yiikk elde eder ve bu, numunenin genisletilmis stabilitesini gosterir (Cano-
Sarmiento vd., 2018). Tablo 3.4'te belirtilen C1, C2, HPOB-1, HPOB-3 ve HPOB-
5 orneklerinin { potansiyel degerleri -40,17 = 1,50 mV ile -30,33 + 2,19 mV
arasinda degismektedir. Bu sonug, tiim numunelerin yiiksek { potansiyel degerleri
gosterdigini gosterir. Negatif yiik, yag damlaciklarinin etrafindaki negatif yiiklerin
hidrofobik baglarla polisakkaritlere baglanmasindan kaynaklanir. Bu nedenle,
soguk sikim ac1 biber tohumu yagi ve yan iiriinlerini i¢eren salata sosu drneklerinin
{ potansiyel degerlerinin -29,33 ila -35,67 mV araliinda olmasi, bu

formiilasyonlarin uzun siire stabil kalabilecegini gostermektedir.

Parcacik boyutu (d32), salata sosu numunelerinin emiilsiyon stabilitesini
belirlemede kritik bir faktordir. C1, C2, HPOB-1, HPOB-3 ve HPOB-5
orneklerinin parcgacik boyutlar1 (d32) sirasiyla 3,44 + 0,16 um, 3,94 + 0,24 um, 2,04
+ 0,48 pm, 2,82 £ 0,13 um ve 2,63 + 0,35 um olarak belirlenmistir. Tablo 3.4'te
goriildiigii gibi, yliksek mutlak degerlere sahip C potansiyeline sahip numunelerin
parcacik boyutlar1 daha diisiiktiir. { potansiyelindeki azalma, mobil faz

aktivitesinde bir azalmaya ve yag molekiilleri etrafinda daha kolay emiilgator ve
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protein lokalizasyonuna baglanmaya isaret etmektedir. Arastirmacilar, negatif
yiiklii polisakkaritlerin partikiil capini etkileyen bagka bir dnemli etken oldugunu
belirtmistir. Soguk preslenmis yag yan iriinleri, diisiik yagh triinlerin reolojik

ozelliklerini iyilestirmek i¢in dengeleyici bir madde olarak kullanilabilir.

Tablo 3.4 (-potansiyel ve damlacik boyutu

C-1 C-2 HPOB-1 HPOB-3 HPOB-5
(-potensiyel  -40,17+1,509 -38,97+2,17%  -29,33+0,68%  -32,20+0,59°  -35,67+0,55°
(mV)
ds2 (um) 3,44+0,16° 4,94+0,242 4,83+0,15P 4,44+0,08° 4,22+0,13¢
Pdl 0,95+0,042 0,85+0,22° 0,87+0,17° 0,92+0,152 0,93+0,262

HPOB: Act biber yagi yan triinii. C1: %30 yagl salata sosu (tam yagli). C2: %10 salata sosu (az
yagli). Ayni satirdaki farkli kiiiik harfler, drnekler arasindaki anlamliligi gosterir (p < 0.05).

Sekil 3.3, salata sosu Orneklerinin 151k mikroskobu goriintiilerini gostermektedir.
HPOB i¢eren numuneler, daha az yag icermelerine ragmen daha diisiik damlacik
boyutlarina sahiptir. Bu sonuglar, emiilsiyon stabilitesi analizi ve { potansiyeli
Ol¢iimleriyle uyumludur. HPOB, sulu fazdaki hareketliligi azaltarak yag
damlaciklarinin bir araya gelmesini engellemis olabilir. Emiilsiyon stabilitesi,
potansiyeli dl¢iimleri ve 151k mikroskobu verileri, HPOB'nin yag1 azaltilmis salata

sosunda emiilsiyon stabilitesini iyilestirebilecegini gdstermistir.

i

&
D

Sekil 3.3 Optik mikroskop gortintiileri

A: %30 yagl salata sosu (tam yagli). B: %10 salata sosu (az yagl), C,D,E: sirastyla %1, %2 ve %3
ac1 biber yag1 yan iiriin ilaveli soslar
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3.2.6 Oksidatif Stabilite ve Ucucu Bilesimi

HPOB igeren az yagli salata sosu numuneleri (%]1-3 ve %5) ile tam yagl ve az yagh
kontrol numuneleri (C1 ve C2), oksidasyon stabilitesi i¢cin OXITEST Cihazi
kullanilarak &l¢iilmiistiir. Orneklerin oksidatif stabilitesini degerlendirmek igin
indiiksiyon periyodu (IP) degerleri kullanilmistir. Tablo 3.5, ac1 biber ¢ekirdegi
yaginin IP degerinin 7,03 saat oldugunu gostermektedir. Ayrica, salata sosu
orneklerinin IP degerleri 90 °C'de 2,58 ile 8,33 saat arasinda degismistir (Tablo
3.5). HPOB igeren salata sosu orneklerinin IP degerleri (6,33 saat ile 8,33 saat
arasinda), kontrol 6rneklerinin IP degerlerinden (2,58 saat ile 3,20 saat arasinda)
daha yiiksektir ve bu da HPOB'nin salata sosu drneklerinin oksidatif stabilitesini
onemli 6l¢iide iyilestirdigini gostermektedir. Oksidasyon nedeniyle olusan ugucu
bilesenler, yagi azaltilmis kontrol 6rnegi (C2) i¢inde en yiiksek seviyededir. Yag/su
emiilsiyonlarindaki yag orani, oksidasyon stabilitesini etkileyen kritik bir faktordiir.
Yag fraksiyonu yiizdesi diistiik¢e, oksidasyon kararlilig1 azalir (Berton-Carabin vd.,
2014). HPOB igeren numunelerde, yagli kontrol numunesi (C1) ve yagi azaltilmig
kontrol numunesi (C2) ile karsilastirildiginda daha az oksidatif ugucu bilesen
olusmustur. Ozellikle, orta ve kisa zincirli aldehitler gibi oksidasyon belirtecleri,
HPOB igeren numunelerde 6nemli ol¢iide azalmistir. Hekzanal, nonanal ve 1-
okten-3-ol gibi oksidatif ugucu bilesenlerin olusumu ile IP degerleri arasinda uyum
vardir. Her 1ki sonu¢ da HPOB iceren salata sosu orneklerinin, yag azalmasina
ragmen kontrol numunelerinden daha yiiksek oksidatif stabiliteye sahip oldugunu
gostermektedir. Bu durum, HPOB'nin icerdigi kapsaisin, fenolik bilesikler ve
proteinlerle agiklanabilir. HPOB, fenolik bilesiklerin yag-su arayiiziinde
lokalizasyonunu saglayarak salata soslarinin oksidatif stabilitesinde artisa neden

olmustur.
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Tablo 3.5 Oksidatif ugucu bilesen ve IP degeri

Ornek
OVC and IP degeri
C1 Cc2 HPOB1 HPOB3 HPOB5
IP degeri (h) 3,2040,04¢ 2,58+0,05¢  6,33%0,03°  7,18+0,12° 8:33+0,06%
Depolama (giin) Pik alan (T1C birim-107%)
0. 7 0. 7. 0. 7. 0. 7. 0. 7
Aldehydes
Pentanal nd 0,33 0,34 nd nd 0,21 nd
Hexanal 2,77 6,42 1,52 0,85 0,75
2-Heptenal 0,45 0,43 nd nd nd
Octanal 0,60 0,82 nd 0,28 1,57
2-Octenal 0,61 0,26 nd 0,38 nd
Nonanal 0,78 1,17 0,29 0,86 0,74 027 0,69
2-Nonenal nd nd 0,72 nd nd
2-Decenal nd nd 0,81 nd nd
Decanal 0,17 nd nd nd nd
2,4-Decadienal nd nd nd 0,47 nd
Alcohol nd
1-Pentanol nd 0,31 nd nd nd
1-Heptanol nd 0,24 0,32 0,55 0,65
1-Octene-3-ol 0,99 152 0,26 088 031 0,71 0,64
1-Penten-3-ol nd nd nd nd nd
Ketone
2-Heptanone nd 0,27 0,35 nd nd
3-Heptanone-5- nd 0,23 nd nd 0,99
methyle
Hydrocarbons
Pentane nd nd nd nd 0,38
Heptane nd nd nd nd nd
Octane nd nd 1,98 nd nd
1-3-Hexadiene nd 0,48 nd nd nd
Furan
2-Pentylfuran 1,41 1,51 0,91 0,83 0,89
2-Ethylfuran nd 0,13 nd nd nd
Acids
Hexanoic acid nd nd nd nd nd
Propanoic acid nd nd 0,38 nd nd

HPOB: Aci biber yag yan iiriinii. C1: %30 yagl salata sosu. C2: %10 salata sosu (az yagl salata
sosu numunesi). Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gosterir (p <

0.05).
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(Della Valle vd., 2020)’e gore, derin kizartma sirasinda termal oksidasyonu
onlemek icin soya fasulyesi yagi yerine kirmizi biber tohumu yagi kullanilabilir ve
termal asitlenme ayrica antioksidanlar olarak kapsaisin veya tokoferol eklenerek
durdurulmustur. (Lee vd., 2008), act biber tohumu yaginin kapsaisin ve alfa-
tokoferol gibi antioksidanlar icermesi nedeniyle antioksidan etkisi oldugunu
bildirmislerdir. Bu nedenle, kapsaisin domuz yagindaki lipid oksidasyonunu inhibe
ettigi halde soya fasulyesi yaginda inhibe etmedigi belirtilmistir. Ayrica,
proteinlerin yag/su emiilsiyonlarinda oksidasyonu geciktirici 6zelliklere sahip

oldugu bilinmektedir.

Proteinler, serbest radikalleri ve karbonil gruplari igeren ugucu oksidatif bilesikleri
temizleme yeteneklerine sahiptir (Berton-Carabin vd., 2014). HPOB'deki yiiksek
protein icerigi, bu mekanizmalarin her ikisiyle etkili bir sekilde azaltilmis
oksidasyona katkida bulunabilir. Sonug olarak, bu ¢alismanin sonuglart, HPOB'nin
reolojik Ozellikleri iyilestirmenin yani sira yagir azaltilmig salata sosu

numunelerinin termal-oksidatif stabilitesini artirabilecegini gostermektedir.

3.2.7 Duyusal Analiz

Tablo 3.6’da goriinen sonuglara gore, Gortiniim, Tat, Renk, Yayilabilirlik, Doku ve
Genel Kabul Edilebilirlik gibi duyusal kalite kriterlerinin puanlari incelenmistir.
Tat kriteri digindaki tiim kalite kriterlerinde en yliksek puan HPOB 5 numunesinden
elde edilmisken, en diisiik puan C2 Ornegine aittir. Gorlinlim ve renk kalitesi
kriterlerinde, HPOB i¢eren numunelerin duyusal puanlari tam yagl ve diisiik yagl
kontrol numunelerinden (C1 ve C2) onemli 6lgiide daha yiiksektir. Bu yiiksek
puanlarin sebebi, HPOB igeren numunelerin turuncu renklerinin karotenoid
iceriginden kaynaklanabilir ve tiiketiciler tarafindan olumlu bir sekilde

algilanmastir.

Lezzet kalite kriterinde en yiiksek puan HPOB 3 numunesinden elde edilmistir.
Bunun nedeni, %3'ten fazla HPOB eklenmesinin asir1 aci bir tat olusturmasi ve
tiiketicilerin bu aci tadi olumsuz olarak degerlendirmesidir. Yayilabilirlik ve Doku
kalite Kkriterleri, reolojik analiz sonuglariyla paralel bir egilim gostermektedir. Bu
kalite kriterlerinin puanlari, HPOB igeren numunelerde kontrol numunelerine gore
daha yiiksektir. HPOB'deki protein ve karbonhidrat igerigi, salata sosu drneklerinin

doku ve kivam 6zelliklerini olumlu yonde etkilemistir.
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C2 numunesinin tekstiir ve yayilabilirlik kalite puanlarmin diismesi, yag iceriginin
azalmasiyla birlikte kivam degerlerinin diigmesinden kaynaklanabilir ve bu durum
duyusal kaliteyi olumsuz etkilemistir. Duyusal analiz sonuglari, yag azaltmanin
duyusal puanlarda diislise neden olabilecegini, ancak HPOB eklemenin bu diisiisii

telafi edebilecegini gdstermistir.

Tablo 3.6 Duyusal analiz

0] Goriiniim Tat Renk Yayilabilirlik  Tekstiir Genel
Kabul

C1 4,06+0,15>  4,20+0,13° 3,93+0,16*  4,26+0,17%  4,05+0,10°  4,20+0,10%

C2 3,85+0,16°  3,96+0,12°¢  3,81+0,19° 3,40+0,13¢ 3,26+0,18°  3,86+0,12°

HPOB1 4,33+0,11° 4,36+0,09% 4,28+0,10° 436+0,16°  4,20+0,15®  4,33+0,15°
HPOB3 4,53+0,15% 4,54+0,112 4,53+0,08%°  4.4040,18%  4,32+0,16® 4,46+0,08?

HPOB5  4,70+0,10° 4,300,142  4,78+0,162 4,53+0,09% 4,46+0,12%  4,65+0,182

HPOB: Aci biber yag yan iiriinii. C1: %30 yagl salata sosu. C2: %10 salata sosu (az yagl salata
sosu numunesi). Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gosterir (p <
0.05).

3.3 HPOB Protein ve Hidrolizat Analizleri

3.3.1 Ultrases Kosullarinin HPOB Protein Ekstraksiyonu Uzerine
Etkisi

Bu deneme calismasinda, farkli ultrases gii¢ ve siirelerinin ¢dziiniir protein
miktarlari tizerindeki etkisi incelenmistir. Tablo 3.7'de ¢oziiniir protein igerikleri %
75,60 ile 96,25 arasinda protein verimleri ise %18,53 ile 30,15 arasinda degismistir.
Verilere gore, ultrases giiclinlin artmastyla ¢oziiniir protein miktarinin arttigr ve
kontrol drnegiyle (1s1l islem uygulanan 6rnek) karsilastirildiginda ultrasesin protein
¢Oziinlirliliglini artirmada anlamli bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Ancak, ultrases
gliciiniin ve siiresinin artmasiyla birlikte ¢oziiniir protein igeriginde bir azalma

meydana gelmistir. Sekil 3.4, bu degisimi grafiksel olarak gostermektedir.
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Sekil 3.4 Farkli ultrases kosullardaki protein izolatlar1

Ultrases uygulamasinda giiciin ve siirenin artmasi, proteinlerin yapilarinda
bozulmalara neden olabilir. Bu bozulmalar, proteinlerin agilmasina veya
denatiirasyonuna yol acar (Wang vd., 2020). Denatiire olan proteinler, normal ii¢
boyutlu yapilarin1 kaybeder ve daha az ¢oziiniir hale gelir. Ayrica, proteinlerin
acilmasi1 veya denatiirasyonu, proteinler arasinda agregasyona (birlesme) neden
olabilir. Bu da ¢0ziiniir protein miktarinda azalmaya ve ¢oziliniirliikte azalmaya yol

acabilir (Belwal vd., 2018; M. Kumar vd., 2021; Zhang vd., 2019).
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Tablo 3.7 Deneysel tasarim sonuglari

Deneme Giic (W) Siire (dk) Protein (%) Verim (%)
Kontrol 0 60 75,60+0,39°¢ 20,35+1,33¢
1 300 3 96,25+0,45° 28,120,142
2 300 5 92,751,118 30,15+0,25°
3 300 7 87,85+0,87°  22,06+0,17*
4 400 3 85,75+0,63°  22,34+0,28"°
5 400 5 86,63+0,28"  26,86+0,87%
6 400 7 83,13+0,44°  22,83+1,21%
7 500 3 76,13£1,33°  20,66+1,27°
8 500 5 75,60+£1,12°  18,53+0,99°
9 500 7 77,70£1,08°  19,34+1,42°

Ultrason destekli ekstraksiyon, bir¢ok uygulamada ekstraksiyon verimliligini
artirma potansiyeline sahiptir. Ultrason enerjisi, dalga hareketi ve kavitasyon etkisi
gibi mekanik etkiler yoluyla hiicre duvarlarinin bozulmasini saglayarak icerik
maddelerinin ¢ikarilmasini kolaylastirir. Bunun sonucunda, ekstraksiyon siiresi ve
sicaklig1 diistiriilebilir. Ekstraksiyon verimi 300 ve 400 W gii¢lerinde siire arttik¢a
(3 ve 5 dk) arttig1 sonrasinda (7 dk) azaldig1 goriilmiistiir. 300 W ile 500 W giiciinde
3 - 5 dk ultrases uygulamasi kontrol 6rnegine gore ekstraksiyon siiresini azalttig
goriilmiistiir. 500 W giicteki uygulanan ultrases islemlerinde ise ekstraksiyon

veriminin kontrol drnek ile anlamli bir fark gézlenmemistir.

Yag1 alinmis yer fistig1 protein tozu ile kiitle transferi gergeklestirilen bir sistemde,
250 W -20 dk ultrason destekli ekstraksiyon, protein tozu ve alkali soliisyon

arasindaki temas alanini artirdigi rapor edilmistir (Sun vd., 2020).
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Protein (%)

B: Sare (dk)

A: Gug (W)
Sekil 3.5 Maksimum ¢0ziiniir protein grafigi

Maksimum ¢oziiniir protein miktart 300 W - 3 dk uygulamasinda saptanmistir. Bu
noktadan sonra, daha yiiksek gilic ve siirelerin uygulanmasiyla protein
¢cozlinirliigiiniin  azaldigi gorilmistir (Sekil 3.5). Ultrasonik ekstraksiyon
stirecinde, zaman ve gii¢ (genellikle ultrasonik enerji yogunlugu olarak ifade edilir)

kavitasyon olugsumunu etkileyen 6nemli faktorlerdir.

Zaman, ekstraksiyon siiresini ifade eder ve ultrasonik islem siiresi arttikga daha
fazla kavitasyon olusumu gerceklesebilir. Ancak, uzun siireli ultrasonik islem,
kavitasyonun siddetini azaltabilir veya engelleyebilir. Bu durum, islem sirasinda
ultrasonik transduserin 1sinmasina ve ses enerjisinin kaybedilmesine neden olabilir.
Bu yiizden, optimum ekstraksiyon verimliligi i¢in uygun bir siire belirlenmelidir.
Glig, ultrasonik enerji yogunlugunu temsil eder. Daha yliksek gii¢ seviyeleri, daha
yogun kavitasyon olusumuna yol acar. Ancak, asir1 yiiksek gii¢ seviyeleri, 6rnegin
yogun kavitasyon nedeniyle sicaklik artis1 gibi yan etkilere neden olabilir. Bu da
ekstraksiyon siirecini etkileyebilir. Dolayisiyla, uygun giic seviyelerinin
belirlenmesi 6nemlidir. Optimum ultrasonik ekstraksiyon kosullarini belirlemek
icin farkli siireler, gii¢ seviyeleri ve islem parametreleri test edilerek en iyi

ekstraksiyon verimliligi elde edilmeye ¢alisilir. Bu sekilde, kavitasyonun etkin bir
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sekilde kullanildig1 ve ekstraksiyon siiresinin kavitasyon itici giiciinii engellemedigi

uygun islem kosullar1 belirlenebilir (Li vd., 2021).

Susam kepeginden proteinin geri kazanildigi bir ¢alismada standart alkali
ekstraksiyona kiyasla VU (ultrason 6n islemli vakum) ve VUE (enzimatik ultrason
on iglemli vakum) ile sirasiyla %31.0 ve %41.6 arttig1 rapor edilmistir (Gorgiig vd.,
2020).

Ultrases gilicii ve siiresinin protein miktari tizerindeki etkisi 2FI (2 faktor 2 seviye)
modeli kullanilarak modellenmistir. Model sonuglarma gore, R?> ve Adj. R?
degerleri 0,99 ve 0,98 olmasi ultrases kosullarinin protein miktari tizerinde anlamli
bir etkisi oldugu ve 2FI modelinin bu etkiyi basarili bir sekilde agikladigini
gostermistir. Tablo 3.8'de yer alan p-value degerleri, gii¢ ve siirenin lineer etkileri

ve 2FI etkilerinin anlamli oldugunu gdstermektedir.

Optimize edilmis deney kosullarina gére, HPOB i¢in maksimum ¢6ziiniir protein
miktarint elde etmek igin Onerilen glic degeri 301,34 W ve siire degeri 3,03
dakikadir. Desirability degeri 1.00 olarak tespit edilmistir. Bu bulgular, ultrases
isleminin protein ¢oziiniirliiliigii tizerinde kritik bir parametre oldugunu ve uygun
kosullarin belirlenmesinin {iriiniin istenen 6zelliklere sahip olmasini sagladigini

gostermektedir.

Tablo 3.8 Model parametreleri

ANOVA - 2FI model

Response 1: Protein

Source  Sum of Squares df Mean Square F-value p-value

Model 414,61 3 138,20 113,06 < 0.0001 significant
A-Giig 374,86 1 374,86 306,64 <0.0001

B-Siire 14,88 1 14,88 12,18 0,0175

AB 2488 1 2488 20,35 10,0063
Residual 6,11 5 1,22

Cor Total 420,73 8
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3.3.2 HPOB Proteinin Hidroliz Derecesi

Bu calismada, HPOB protein ornekleri li¢ farkli ticari enzimle (Flavourzyme,
alkalaz ve savinaz) muamele edilmistir. Sekil 3.6’da gosterilen sonuglara gore,
farkli enzimlerin kullanimiyla HPOB proteinlerinin  hidroliz ~ dereceleri
degismektedir. Alkalaz ile muamele edilen HPOB protein orneginin hidroliz
derecesi %0,46 ile %2,93 arasinda degigsmektedir. Flavourzyme uygulanmis HPOB
protein 6rneginde ise hidroliz derecesi %2,63 ile %8,46 arasinda degismektedir. En
yiiksek hidroliz dereceleri ise savinaz enzimi ile muamele edilen Ornekte
gozlenmektedir. 240 dakika hidroliz sonucunda savinaz ile muamele edilen 6rnegin

hidroliz derecesi %33,71 olarak saptanmustir.

Enzimlerin aktivite stiresi arttik¢a, hidrolizatlarin hidroliz dereceleri de artmaktadir.
Ozellikle savinaz ile muamele edilen drnekte ilk bir saat boyunca hizli bir hidroliz
gerceklesmistir, ancak sonrasinda hidroliz siireci daha yavaslamistir. Alkalaz ve
flavourzyme ile hidroliz edilen 6rneklerde ise savinaz ile muamele edilen 6rnege

kiyasla daha yavas bir hidroliz gézlenmistir.

40 1 —e— Flavourzyme

35 —&— Alkalaz
—— Savinaz
g 30
D
L 25
L
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Sekil 3.6 Zamana bagl hidroliz derecesi

Hidroliz isleminde kullanilan enzimlerin spesifikligi ve aktivitesi, hidrolizatlarin
derecesi ve kalitesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Enzimler, proteinlerin ve

peptidlerin hidrolizi i¢in kullanilir ve farkli ph, zaman ve sicaklik araliklarinda

79



calismaktadir (Ashaolu, 2020). Bu nedenle, hidroliz islemi i¢in uygun enzimlerin

se¢ilmesi ve kullanilmasi onemlidir.

Benzer ¢aligmalar incelendiginde mor piring kepegi proteini, flavourzyme, alkalaz
ve notraz enzimleri kullanilarak hidrolize edildiginde, hidroliz derecesi %7,4 ile
%14,0 arasinda degismistir. Calisma bulgularina goére flavourzyme enziminin
alkalaz ve nétraz enzimlerine kiyasla daha etkili oldugu ortaya cikmistir

(Thamnarathip vd., 2016).

Diger bir ¢alismada ac1 bakla proteinin farkli enzimler ile 2 saatlik hidrolizi sonucu
% 9,05 ve % 6,90 hidroliz dereceleri ile en yiiksek alkalaz ve flavourzme oldugu
goriilirken en disik % 2,38 hidroliz derecesine Proteaz N-O1 sahip oldugu
bildirilmistir (Schlegel vd., 2019). Sonuglar literatiirdeki diger calismalar ile
uyumludur ((Garcia Arteaga vd., 2020).

Flavourzyme, Aspergillus oryzae kaynakl ticari olarak iiretilen hem ekzo-peptidaz
hem de endo-peptidaz aktivitesine sahip bir enzimdir. Alkalaz ve savinaz enzimi
sirastyla Bacillus licheniformis ve Bacillus sp. bakterisinden elde edilmistir.
Alkalaz ile savinaz enziminin ana enzim bileseni bir alkalin serin proteazi olan
subtilisin A'dir. Flavourzyme enzimin alkalazdan daha yiiksek hidroliz derecesi ile
sonuglanmasi beklenen bir durum iken savinazin alkalazdan yiiksek olmas1 alkalaz

enziminin ¢apraz bagli agregatlardan olusmasindan kaynaklanmaktadir (Fadimu

vd., 2021; Garcia-Mora vd., 2014; Sivri vd., 1999; Vogelsang-O’Dwyer vd., 2023).

Hidroliz derecesi, bir proteinin enzimler tarafindan parcalanma veya ayrigsma
derecesini ifade eder. Yiiksek hidroliz dereceleri, daha kiigiik peptitlerin ve serbest
amino asitlerin olustugu anlamina gelir (Ma vd., 2014). Bu peptitlerin molekiiler
kiitleleri genellikle daha diisiiktiir ve hidrofobiklikleri ile ytiklii gruplarinin miktari
da degiskenlik gostermektedir. Bu yapisal ozellikler, protein hidrolizatinin
islevselligini etkilemektedir. Daha kiigiik peptitler, daha iyi sindirilebilirlik, emilim
ve biyoyararlanim saglarken hidrofobik peptitler, emiilsiyon stabilizasyonu, kopiik
olusturma veya yag tutma gibi islevsel 6zellikler sergilemektedir. Ayrica, yiikli
gruplarin miktar1 antimikrobiyal, antioksidan veya emiilsifikasyon gibi belirli

islevlerin varligin1 etkilemektedir (Wouters, Rombouts, Fierens, vd., 2016).

Bu nedenle, protein hidrolizatlarinin islevsel 6zelliklerini belirlemek i¢in molekiiler

kiitle, hidrofobiklik ve yiiklii gruplarin miktar1 gibi peptitlerin yapisal 6zellikleri
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dikkate alinmaktadir. Hidroliz derecesi, bu yapisal 6zelliklerin bir gostergesi
olabilmekte, ancak direk bir baglanti kurulmasi 6nerilmemektedir (Vogelsang-
O’Dwyer vd., 2023).

3.3.3 Coziiniirliiliik

Protein ve hidrolizatlarin ¢6ziiniirliigiiniin hidroliz islemiyle nasil etkilendigi Tablo
3.9’da gosterilmistir. Sonuglar, hidrolizatlarin ¢oziiniirliigiinii 6nemli Olglide
artirdigini gostermistir (p<0,05). Savinaz ile hidroliz edilen ornekte en yiiksek
protein ¢ozinirligi (%95,94) elde edilirken, islem gormemis HPOB protein

orneginde en diisiik ¢oziiniirlik saptanmistir.

Enzimatik hidroliz, protein molekiillerinin daha kii¢iik peptit bilesenlerine
ayrilmasini saglayarak hidrolizatlarin tiretilmesine olanak tanir. Hidrolizatlar, daha
kiigiik molekiil agirhigina ve boyuta sahip olup, daha yiiksek ¢oziiniirliige sahip
olabilmektedir. Hidroliz islemi, hidrofilik gruplarin ve amino asitlerin salinmasina
katkida bulunur, boylece hidrofobiklik azalir ve suda ¢oziiniirliikk artar (Lam vd.,
2018).

Yiizey aktif (koplirme ve emiilsifiye edici) ozelliklere ve jellesme Ozelliklerine
sahip proteinler genellikle c¢oOziinlir proteinlerdir. Coziinmeyen proteinlerin
gidalarda kullanim potansiyelleri smirhidir. Proteinler, hidrofobik ve iyonik
etkilesimler gibi cesitli kuvvetler araciligiyla c¢oziiniirliiklerini belirleyen
etkilesimlere sahiptir. Hidrofobik etkilesimler, proteinin hidrofobik (suda
¢Oziinmeyen) bolgelerinin bir araya gelerek ¢oziinmez agregatlara veya ¢okelti
olusturmasina neden olmaktadir. Bu etkilesimler, proteinin ¢oziiniirliigiinii azaltir.
Diger yandan, iyonik etkilesimler proteinin su ile etkilesimini saglayarak
¢Oziiniirliigl artirabilir. Su molekiilleri, proteinin yiizeyindeki yiiklenmis gruplarla
etkilesime girer ve proteinin ¢oziinmesini saglar (Belitz vd., 2008; Walstra, 2003;
Wouters, Rombouts, Fierens, vd., 2016).

Yapilan bir calismada islenmemis bezelye proteini izolat1 yaklagik %2 oraninda
¢oziiniirliiliige sahipken farkli enzimler ile hidrolize edildiginde esperaz, savinaz ve
alkalaz hidrolizatlar1 sirasiyla %78, %68 ve %64 oraninda protein ¢oziintrliligi

gdstermistir.
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Alkalaz ve savinaz gibi serin endopeptidazlarinin protein ¢oziiniirliiliigii iizerinde

olumlu etkilerini rapor etmislerdir (Garcia Arteaga vd., 2020).

Ultrason destekli biber proteinin tekno-fonksiyonel ozelliklerinin incelendigi
calismada pH'a bagh ¢oziintirliligi pH 1,0-,.0 araliginda azaldig1 ve pH 4,0-12,0
araliginda arttig1 goriilmiistiir. izoelektronik noktaya yakin olan pH 4,0 ile 5,0
arasinda ise %10 ile 20 arasinda degisen ¢oziiniirliiliik gézlenmistir (Li vd., 2018).
Arastima bulgular ile kiyaslandiginda izole protein olan HPOB proteinin
izoelektronik noktasindaki (pH 5,5) %13,33 ¢oziiniirlilik orani ile uyumludur (Li
vd., 2018; Vogelsang-O’Dwyer vd., 2023).

Enzimatik hidrolizin proteinlerin ¢dzlnirliigiinii artirma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir (Tablo 3.9). Hidroliz islemi, protein yapilarinin
pargcalanmasi ve peptit bilesenlerinin olusmasiyla birlikte hidrofobik 6zelliklerin
azalmasina ve ¢Oziiniirliigiin artmasina yol agcmistir. Sonuglar incelendiginde ise
hidrolizatlarin, proteinlerden daha iyi ¢oziinebilen ve daha islevsel bilesikler olma
potansiyelini ortaya koymustur (Alahmad vd., 2023; Wouters, Rombouts, Fierens,
vd., 2016).

Tablo 3.9 Cozinirlilik degerleri

Coziiniirliilik (%)
HPOB protein 13,33+0,30¢
Alkalaz 66,66+1,40°
Savinaz 95,94+0,16%
Flavourzyme 90,84+0,83°

Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gosterir (p < 0.05).

3.3.4 Yag Baglama Kapasitesi

Protein ve hidrolizat 6rneklerinin yag baglama kapasitesi (YBK) degerleri, 0,80 ile
8,10 (g yag/g ornek) arasinda degismektedir (Sekil 3.7). En yiiksek YBK degeri,
alkalaz ile muamele edilen hidrolizatlarda bulunurken, en diisiik deger herhangi bir

islem uygulanmamis kontrol 6rneginde saptanmustir.
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Bu sonuglar, hidroliz isleminin yag baglama kapasitesini etkileyen 6nemli bir faktor

oldugunu gostermektedir.

Hidrolizatlarin yaga baglanma afinitesi, hidroliz derecesi ve amino asit
kompozisyonuna bagli olarak degisiklik gosterir. Hidroliz derecesi arttikga,
esnekliklerini kaybederek daha fazla iyonlasabilir gruplar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
durum, yag baglama kapasitesinde azalmaya yol agmaktadir. Hidroliz islemiyle
birlikte protein yapisi acildigindan, proteinlerin tersiyer yapisinda bulunan polar
olmayan ve/veya yiiklii yan zincirler ortaya ¢ikar. Bu durum hidrofobiklikte artisa
neden olur. Ayn1 zamanda kismi hidroliz sonucu olusan hidrofobik gruplarin sayis1
da artarak yag molekiilleri ile etkilesim kurmaktadir (Haque, 1993; Kristinsson &
Rasco, 2000; Price vd., 1987).

YBK (g yag/g ornek)
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8,10+2,132
8,00 A
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100 { 080002
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Sekil 3.7 Yag baglama kapasitesi (YBK)
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Bu bulgular, hidroliz isleminin yag baglama kapasitesini etkiledigini ve
hidrolizatlarin yaga baglanma 6zelliklerinin protein hidroliz derecesi ve bilesimine

bagli oldugunu gostermektedir (Sekil 3.7).

Hidrolizatlarin YBK degerleri, belirli bir hidroliz derecesine kadar artig gosterir ve
daha sonra azalir. Bu durum, hidroliz isleminin protein yapisinin agilmasi ve
hidrofobik gruplarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle gergeklesir. Baslangicta hidrofobik
gruplarin artmasi, yag molekiilleriyle etkilesimi kolaylastirir ve yag baglama
kapasitesini artirir. Ancak hidroliz igslemi devam ettikg¢e, proteinlerin asir1 hidrolizi
nedeniyle esnekliklerini kaybederler ve daha fazla iyonlasabilir gruplar ortaya
¢ikar. Bu durum, hidrofobik etkilesimleri azaltir ve yaga baglama kapasitesinde

azalmaya yol agar (Bao vd., 2017).

Kanola proteinin yag baglama kapasitesinin incelendigi ¢alismada ultrason siiresi
arttikca 2,84 ile 3,26 g yag/g Ornek arasinda degiskenlik gosterirken bezelye
proteininin yag baglama kapasitesi ultrason 6n islemli alkali ekstraksiyonunda 6,2

g yag/ g ornek olarak rapor edilmistir (Flores-Jiménez vd., 2019; Wang vd., 2020).

Ayrica ¢ogu yazar hidroliz derecesinin artmasi ile yag baglama kapasitesini ilk
olarak artiracagini daha ileri hidroliz derecesinde ise azaltacagini bildirmistir. Artan
hidroliz derecesinde polar iyonlasabilen gruplarin serbest kalmasi proteinin
¢cozlnlirliigi artirarak hidrofobik bolgelerin etkisini azaltmaktadir. Dolayisiyla
yiiksek hidroliz diisiik yag baglama kapasitesi sergileyecegini vurgulamislardir
(Chabanon vd., 2007; del Mar Yust vd., 2010; Taha & lbrahim, 2002). Kolza
tohumunun hidrolize albiiminler ve globulinleri sirastyla diisiik ve yiiksek YBK’ne

sahip olmasi bu durumu agik¢a ifade etmektedir (Chabanon vd., 2007).

Sonug olarak, hidrolizatlarin yaga baglama afinitesi, protein yapisinin agilmasi,
hidrofobik gruplarin sayisi, hidroliz derecesi ve diger faktorlerden etkilenir. Bu
faktorlerin  kombinasyonu, hidrolizatlarin  yaga baglanma 6zelliklerini

belirlemektedir.
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3.3.5 Su Tutma Kapasitesi

Protein ve hidrolizat 6rneklerinin su tutma kapasitesi (STK) degerleri, 2,80 ile 0,03
(g su/g ornek) arasinda degismektedir (Sekil 3.8). En yiiksek STK degeri, HPOB
protein ve alkalaz ile muamele edilen hidrolizatta bulunurken, en diisiikk degerleri

hidroliz derecesi yliksek olan savinaz ve flavourzyme hidrolizat 6rneginde

saptanmuistir.
STK (g su/g ornek)
3,00 7 2,800,022
2,49+0,302
2,50 A
2,00 A
1,50 o
1,00 o
0,50 1 0,270,260
0,00 -
HPOB Protein Alkalaz Savinaz Flavourzyme

Sekil 3.8 Su tutma kapasitesi (STK)

Protein molekiiliiniin su tutma yetenegi molekiiliin boyutu, sekli, hidrofilik ve
hidrofobik etkilesimleri gibi bir dizi faktérden etkilenmektedir. Proteinin boyutu ve
sekli, su molekiillerinin proteinin yiizeyine baglanma ve etkilesime girmesi i¢in
onemlidir. Daha biiyiik proteinler daha biiyiik bir ylizey alanina sahip olacagindan
genellikle daha fazla su molekiiliinii baglama kapasitesine sahiptir. Hidrofilik (suda
¢Oziinen) amino asit kalintilari, su molekiilleriyle etkilesime girme ve suyu tutma

kapasitesini artirma egilimindedir.

85



Ote yandan, hidrofobik (suda ¢dziinmeyen) amino asit kalintilar1, su molekiillerinin
proteinin yiizeyine baglanmasini engelleyebilmekte ve su tutma yetenegini

azaltabilmektedir (Bai vd., 2018; Biswas & Sit, 2020).

Enzimatik hidroliz silirecinde polar amino asitlerin su ile temasa ge¢cmesi ve
iyonlasabilir gruplarin agiga ¢ikmasi, proteinin su tutma kapasitesinin artmasina yol
acmaktadir. Bu siiregte protein molekiilii pargalandik¢a hidrofilik bolgeler daha
fazla ortaya cikar ve su molekiilleriyle etkilesime girer, bu da suyu tutma
kapasitesini artirmaktadir (Vioque vd., 2000; Zuniga-Salcedo vd., 2019). Ancak
analiz sirasinda uygulanan santrifiij islemi, su ¢ozeltisinde bulunan peptitleri ve
diger ¢oziiniir bilesikleri uzaklagtirabilmektedir. Bu durumda, suda ¢6ziiniir hale
gelen peptitlerin bir kismi1 analiz sirasinda ortamdan uzaklasir ve su tutma
kapasitesine olan katkilar1 azalabilmektedir. Guan ve arkadaslar1 (2007) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, su tutma kapasitesinin hidroliz sirasinda azalmasina dikkat
cekilmistir. Bu durum, hidroliz sonucunda olusan suda ¢6ziiniir peptitlerin analiz

sirasinda uzaklagmasi ve 6rnek kaybiyla iliskilendirilmistir (Guan vd., 2007).

Benzer diger calismada ac1 biber protein izolatinin su tutma kapasitesinin 2,78 g
su/g 6rnek olarak bulunmustur (Li vd., 2018). Calisma sonuglari artan hidrolizasyon
derecesi ile proteinlerin su tutma kapasitelerinin azaldigi goriilen ¢aligsmalar ile
uyumludur (Drago & Gonzalez, 2000; Kamani vd., 2021; Mir vd., 2019; Zuniga-
Salcedo vd., 2019).

3.3.6 Emiilsiyon Aktivite ve Stabilitesi

Emiilsiyon aktivitesi (EA) ve emiilsiyon stabilitesi (ES), protein ve hidrolizatlarin

emiilsifiye edici 6zelliklerini gdsteren dnemli parametrelerdir.

Orneklerin emiilsiyon aktivitesi degerleri, farkli enzimlerle muamele edilen
hidrolizatlarda degiskenlik gosterir. En yiiksek EA degerleri alkalaz ile muamele
edilen hidrolizatlarda bulunurken, en diisiik deger savinaz hidrolizatinda tespit
edilir. Bu durum, enzim spesifikligi ve hidrolizatin bilesimine bagli olarak farkl

emiilsifiye edici 6zelliklerin ortaya ¢ikabilecegini gosterir.

Emiilsiyon stabilitesi ise protein ve hidrolizatlarin emiilsiyonlarin istikrarini

koruma yeteneklerini yansitir.
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Bu parametre, orneklere bagli olarak degiskenlik gdsterir ve 42,51 ile 221,62
arasinda degerlere sahip oldugu goriilmistiir (Tablo 3.10).

Alkalaz hidrolizatinin EA ve ES sonuclari arasinda pozitif bir korelasyon
goriiliirken, savinaz hidrolizatinin diisik EA degerine ragmen yliksek stabiliteye

sahip oldugu saptanmaistir.

Proteinlerin emiilsifiye edici Ozellikleri, bir¢ok faktdrden etkilenebilir. Bunlar
arasinda enzim spesifikligi, molekiiler agirlik dagilimi, hidrofobik 6zellikler, ylizey
aktif madde igerigi ve hidroliz derecesi gibi faktorler yer alir. Bu faktorler,
proteinlerin yiizey 0Ozelliklerini ve emiilsiyon olusturma ve stabilizasyon
yeteneklerini etkileyerek emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesini belirler (Chen vd.,

2019; Wouters, Rombouts, Fierens, vd., 2016).

Proteinler, emiilsiyon olusumu sirasinda 6nemli bir rol oynarlar ve emiilgator olarak
kullanilirlar. Emiilsiyonlar, iki ayr1 faz olan yag ve suyu bir arada tutan
karigimlardir. Emiilsiyonlar, 6rnegin salata soslari, mayonez, siit gibi bircok gida
iiriiniinde yaygin olarak kullanilir. Proteinlerin emiilsiyon olusumundaki rolii,
hidrofobik ve hidrofilik taraflarini kullanarak arayilizey gerilimini diistirmektir.
proteinlerin emiilsiyon olusumu sirasinda hidrofobik ve hidrofilik taraflarini
kullanarak araytizey gerilimini diislirmeleri, emiilsiyon bazli gidalar i¢in 6nemli bir
ozelliktir. Proteinler, yag ve su fazlarimin kararli bir sekilde bir arada kalmasini

saglar ve Uriiniin tekstiirli, kivami ve stabilitesini etkilemektedir (Bai vd., 2018).

Tablo 3.10 Emiilsiyon aktivite (EAI) ve stabilite (ESI) indeksleri

EAI(m?/g) ESI(sa)
HPOB protein 13,23+1,52° 51,96+0,43¢
Alkalaz 19,56+0,04 221,62+5,032
Savinaz 9,18+0,13¢ 123,72+1,76°
Flavourzyme 13,33+0,17° 42,51+0,31°

Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gosterir (p < 0.05).
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Misir (Zheng vd., 2015), ac1 bakla (Lqari vd., 2005; Schlegel vd., 2019), piring
kepegi (Bandyopadhyay vd., 2008) ve kabak (Popovi¢ vd., 2013) gibi gesitli
kaynaklardan elde edilen proteinlerin hidrolizi sonucunda emiilsiyon aktivitesi
indeksinde artis gortildigi belirtilmistir. Bu artig, protein hidrolizinin hidrofobik ve
hidrofilik bolgelerin yapisal degisikliklere ugramasina ve emiilsiyon stabilitesini

artiracak etkili bilesenlerin agiga ¢ikmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiirde proteinlerin hidrolizasyonu sonucunda molekiiler yapilarinin ve
boyutlarinin degismesiyle iligkilendirilerek hidroliz derecesi ile emiilsifiye etme
kapasitesi arasinda negatif korelasyonlar belirtilmistir (Achouri vd., 1998; Klost &
Drusch, 2019).

Benzer ¢alismada daha yiiksek molekiiler agirliga ve daha biiyiik hidrodinamik
capa sahip proteinlerin emiilsifiye etme kapasitesini artirabilecegi belirtilmistir.
Bunun nedeni, daha biiyiik protein molekiillerinin emiilsiyon olusumunda daha
fazla etkilesime girebilecegi ve araylizey stabilizasyonuna daha fazla katkida

bulunabilecegi diistiniilmektedir (Peng vd., 2016).

Mevcut ¢alismaya paralel olan diger bir ¢aligmada yiiksek molekiiler agirlikli
agregatlarin emiilsifiye etme kapasitesini azalttig1 ancak daha kararli emiilsiyonlar
olusturdugu bildirilmistir. Bu durumda, yiiksek molekiiler agirlikli agregatlar,

emiilsiyon stabilitesini artirabilirken, emiilsifiye etme kapasitesini azaltmaktadir

(Barac vd., 2012).

3.3.7 Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyeli, protein ve hidrolizat 6rneklerindeki ylizey yiiklerinin dagilimina
bagl olarak degiskenlik gosterir. Partikiil ylizeyindeki katyon ve anyonlarin
dagilimi, zeta potansiyelini belirler. Enzimatik hidroliz siirecinde peptid sayisinin
artmas1 ve iyonlasabilir amino asitlerin serbest hale ge¢mesi, zeta potansiyelindeki
degisimi etkilemektedir. Iyonlasabilir amino asitler, proton aligverisi yapabilen
veya verebilen ozelliklere sahiptir. Bu nedenle, hidroliz siirecinde iyonlagabilir
amino asitlerin ortaya ¢ikmasi, zeta potansiyelinde degisiklige yol a¢gmaktadir

(Mahmoud vd., 1992; Song vd., 2013).
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Protein kontrol 6rnegi, alkalaz, flavourzyme ve savinaz hidrolizatlari i¢in dlgiilen
zeta potansiyel degerleri 0,13 ile -10,52 mV arasinda degismistir (Tablo 3.11).
Hidroliz derecesi yiiksek olan savinaz hidrolizatlarinin diger 6rneklere kiyasla daha

diisiik zeta potansiyeline sahip oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 3.11 Zeta potansiyel degerleri

Zeta Potansiyel (mV)

HPOB protein -9,85+0,41%
Alkalaz -10,31+0,522
Savinaz 0,13+0,44°

Flavourzyme -10,52+0,21?

Aynu siitundaki farkli kiigiik harfler, 6rnekler arasindaki anlamliligt gésterir (p < 0.05).

Sonuglar incelendiginde pH 9°da islem goren savinaz hidrolizatinin zeta potansiyel
degerinin diisiik olmasit benzer ¢alismada pH degeri ile iliskilendirilmistir.
Calismada yumurta aki proteinin pH degeri 6,5 civarinda iken, enzimatik hidroliz
sirasinda pH degeri 7,0 olarak tutulmustur. Bu pH degisikligi, hidrolizat
numunelerinin pH degerinin izoelektrik noktadan uzaklagsmasina neden olmasina

atfedilmistir (Lyu vd., 2023).

3.3.8 Kopiiklestirici Etki

HPOB protein ve hidrolizatlarina ait kopiik kapasitesi (KK) ve kopiik stabilitesi
(KS) sonuglar1 Tablo 3.12’de verilmistir. Kopiik kapasitesi % 9,18 ile % 19,56
arasinda degiserek en yliksek deger alkalaz, en diisiik deger ise savinaz hidrolizatina
ait oldugu goriilmiistiir. Koptiik stabilitesi degerleri incelendiginde %42,51 ile %
221,51 arasinda degismistir. Alkalaz hidrolizati kopiik kapasitesi ile pozitif
korelasyon gostermistir. Savinaz hidrolizatinin kopiik kapasitesi diisiik olmasina

ragmen alkalazdan sonra en yiiksek kopiik stabilitesine sahip oldugu gézlenmistir.
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Tablo 3.12 Kopiik kapasitesi (KK) ve stabilitesi (KS)

KK(%) KS(%)
HPOB protein 13,23+1,52° 51,96+0,43°
Alkalaz 19,560,042 221,625,032
Savinaz 9,18+0,13¢ 123,72+1,76°
Flavourzyme 13,33+0,17° 42,51+0,31¢

Aynu siitundaki farkli kiiglik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gésterir (p < 0.05).

Kopiikler, siirekli bir sivi veya sulu faz ile dagilmis bir gaz veya hava fazindan
olusan iki fazli koloidal sistemlerdir. Kopiiklerin olusumu genellikle ylizey aktif
maddelerin (emiilgatorlerin) varligiyla gergeklesir. Kopiik olusumunda, yiizey aktif
maddeler, hidrofobik gruplarim1 gaz fazina dogru yonlendirerek kopiik
kabarciklariin sivi iginde stabil bir sekilde dagilmasini saglar. Bu hidrofobik

gruplar, gaz kabarciklarinin ylizey gerilimini diisiirerek kopiik stabilitesini artirir

(Panyam & Kilara, 1996).

Bitki proteinlerinin kompakt yapilar1 veya diisiik ¢oziintirliikleri nedeniyle sinirl
kopiirme ozelliklerine sahip oldugu bilinmektedir (Day, 2013). Nohut protein
izolatinin alkalaz ile hidrolizi sonucu kopiik kapastiesini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi
bildirilmistir (Yust vd., 2010). Ancak bazi durumlarda hidroliz isleminin kopiik
kapasitesini iyilestirmedigi goriilmistir (Jamdar vd., 2010; Yin vd., 2008).
Kopiirme, hidroliz ve kopiirme kosullarmin yani sira, numunenin 6n isleme
kosullarina, protein bilesimine, enzim se¢imine, hidroliz derecesine, pH, ve

konsantrasyon gibi faktorlere baglidir.

Peptitlerin hidrofobikligi, molekiiler yapilarindaki hidrofobik amino asitlerin
miktarina baglidir. Hidroliz sonucunda ortaya ¢ikan peptitlerin hidrofobik amino
asitler icermesi, kopilirme kapasitesini etkilemektedir. Hidrofobik amino asitlerin
varligi, kopiik stabilizasyonunda Onemlidir ¢iinkii hidrofobik gruplar, kopiik
kabarciklarinin sivi i¢inde stabil kalmasini saglamaktadir. Ancak, hidroliz derecesi

ile kdpiirme kapasitesi arasinda her zaman anlamli bir iliski olmamaktadir.
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Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada ¢oziiniirliiliigiin hidroliz derecesi ile iligkili
olmasina ragmen kopiik kapasitesi ile anlamli bir korelasyon goriillmemistir (Lam

vd., 2018). Bu sonuglar mevcut ¢alisma ile uyumludur.

Yapilan diger bir ¢alismada bezelye protein izolatlarinin alkalaz, papain ve esperase
ile hidroliz edildiginde hidroliz siiresi arttikca kopilik kapasitesinin azaldigi
bromelain, tripsin ve kimotripsin ile hidrolize edildiginde arttig1 goriilmistiir. En
yuksek kopiik kapasitesi 120 dk tripsin hidrolizatinda goriiliirken en yliksek kopiik
stabilitesi 120 dk papain hidrolizatinda tespit edilmistir (Garcia Arteaga vd., 2020).

Hidrolizin kopiirme stabilitesi iizerindeki etkisi, farkli protein hidrolizatlart igin
farklilik gosterebilmektedir. Diistik hidroliz derecesine sahip hidrolizatlar
genellikle yliksek hidroliz derecesine sahip hidrolizatlardan daha iyi kopiirme
stabiliteye sahiptir. Bunun nedeni, daha biiyiik peptitlerin, daha kiigiik peptitlere
gore gaz kabarciklari etrafinda daha yogun bir sekilde etkilesime girmesi ve daha
giiclii bir elastik film olusturmasidir (Wouters, Rombouts, Fierens, vd., 2016).
Hidroliz sonucunda proteinin i¢ kismindan hidrofobik gruplarin ortaya ¢ikmasi,
protein-protein etkilesimlerini arayiizde artirmaktador. Bu da hidrolizin koplirme
stabilitesi lizerinde olumlu bir etkiye sahip olabilecegi anlamina gelmektedir.
Ancak, hidroliz sonucunda iyonik gruplardaki artisin arayiiz stabilitesi iizerinde
negatif veya pozitif bir etkiye sahip olabilecegi gdsterilmistir. Elektrostatik ¢ekim,
bazi durumlarda hidrolizin k&pilirmeyi olumsuz etkileyebilecegi ve diger
durumlarda ise olumlu etkileyebilecegi anlamina gelir. Bu durum, hidrolizin
ozellikle kopiik stabilitesi tizerindeki etkisinin kompleks oldugunu gostermektedir

(Wouters, Rombouts, Legein, vd., 2016).

3.3.9 SDS-Page

HPOB protein hidrolizatlarina ait SDS-Page goriintiisii Sekil 3.9’da sunulmustur.
HPOB protein izolatina ait en yogun bantlar 14,4 kDa ile 43 kDa arasinda
saptanmistir. Enzimatik iglem, proteinin cogunun hidrolizine neden olarak bantlarin
kismen veya tamamen kaybolmasina ve daha diisilk molekiiler agirliginda yeni
bantlarin ortaya ¢ikmasina yol agmustir. En sag taraftaki serit, ham aci biber
proteinine aittir. 39-52 kDa araligindaki alt birimler, proteinin glutelin
fraksiyonunu temsil etmektedir (Li vd., 2018; Marcone vd., 2002).
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Sekil 3.9 Protein ve hidrolizatlarin SDS PAGE goriintiileri

Alkalaz ve flavourzyme ile muamele edilen hidrolizatta, yiiksek molekiiler agirlikli
bantlarin ¢ogunun kayboldugu ve diisiik molekiiler agirliga sahip proteinlerin
biiyilk bir kisminin hidroliz ile pargalandigi gozlenmistir. Bununla birlikte,

bantlarin tamamen kaybolmadig: belirlenmistir.

Savinaz enzimi ile muamele edilen numunelerde ise yiliksek molekiiler agirlikli
bantlarin tiim fraksiyonlarinin kayboldugu goriilmiistiir. Jelin alt kisminda sadece
bir kiiciik ve zay1f goriiniir protein bandinin var oldugu tespit edilmistir. Bu durum,
Savinaz enziminin hidrolizde daha kapsamli bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir, yani yiiksek molekiiler agirliga sahip proteinlerin daha fazla
parcalandig1 ve daha az taninabilir bantlarin olustugu anlamina gelir.

Hidroliz derecesi arttik¢a, elde edilen peptidlerin boyutunun azaldigi ve peptid
boyutunun kullanilan enzim tiiriine bagl olarak degistigi gdzlemlenmistir. Savinaz
ile muamele edilen 6rneklerde en diisiik peptid boyutlar: bulunmustur (<14,4 kDa).
Bununla birlikte, kismen daha diisiik hidroliz derecesine sahip olan alkalaz ve
flavourzyme ile muamele edilen 6rneklerde daha yiiksek molekiiler agirliga sahip
peptidler elde edilmistir. Bu sonuglar, enzim tiiriiniin hidroliz sonucunda elde edilen
peptidlerin boyutunu etkiledigini ve hidroliz derecesi ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Savinaz, daha kii¢lik peptid boyutlarina neden olurken, alkalaz ve
flavourzyme ile elde edilen orneklerde daha biiyiik peptidler bulunmustur. Bu
farkliliklar, enzimlerin farkli hidrolitik aktivitelerine ve substrat spesifikliklerine

bagl olarak acgiklanabilir.
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Elde edilen SDS-Page sonuglarinin literatiirle uyumlu oldugunu belirtmek
onemlidir. Yapilan hidroliz ¢alismasinda, bugday gluteni ticari alkalaz, savinaz,
flavourzyme ve subtilisin enzimleri kullanilarak hidrolize edilmistir. Sonuglar,
hidroliz derecesinin artmasiyla birlikte daha kiigiik polipeptidlerin biiyiik miktarda
olustugunu gostermektedir (Bozkurt vd., 2021).

Bu bulgular, hidrolizin proteinleri parcalayarak daha kiigclik peptidlere
dontistiirdiiglinii ve hidroliz derecesinin bu doniisiimiin yogunlugunu etkiledigini
dogrulamaktadir. Literatlirde yapilan ¢alismalarla tutarli olan bu sonuglar, hidroliz
yontemlerinin proteinlerin polipeptid bilesimini degistirerek daha kiiciik peptidlerin

olusumuna yol agtigin1 géstermistir (Barac vd., 2012; Guan vd., 2007) .

3.3.10 Kimyasal Karakterizasyon

HPOB protein ve hidrolizatlarina ait FTIR sonuglar1 Sekil 3.10°da verilmistir.
HPOB protein drneginde 1640 cm™ ve 1530 cm™ dalga sayilari arasinda iki ayr
keskin pik oldugu goriilmiistiir. Ancak enzimlerle yapilan hidroliz islemi
sonucunda bu piklerin yayildigi ve birlestigi gézlemlenmistir. Bu durum, enzimatik

hidroliz siirecinde proteinlerin ikincil yapilarinin degistigini gostermektedir (X. Liu
vd., 2020).
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Sekil 3.10 Protein ve hidrolizatlarin FTIR spektrumlari
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HPOB protein érneginde 1394 cm™ dalga sayis1 band alaninin diisiik iken hidroliz
islemi sonucunda ise serbest COO- gruplarinin pargalanma nedeniyle ortaya ¢iktigi
vet pik alaninin arttigi gozlemlenmistir. Hidroliz derecesi yiiksek olan savinaz ve

flavourzyme hidrolizatlarinda en biiyiik artisin oldugu belirtilmektedir.

Bu sonuglar, daha once yapilan benzer g¢aligmalarla uyumlu oldugunu ifade

etmektedir (Bozkurt vd., 2021).

Amid I ve Amid II bolgelerindeki dalga sayilari, proteinin ikincil yapilarini temsil
eder (Aboul-Enein vd., 2014). Hidroliz siireci, bu ikincil yapilarin degismesine ve
proteinlerin par¢alanmasina yol agabilir. Serbest COO- gruplariyla iligkili dalga
sayilarindaki degisiklikler de hidroliz islemi sonucunda ortaya ¢ikabilir (Aboul-
Enein vd., 2014).

1640-1620 cm-1 ve 1695-1690 cm-1 bolgelerindeki bantlar, proteinin B-yapilarini
gosterir. 1654 ve 1658 cm-1 arasindaki bantlar ise proteinin a-heliks yapisini ifade
eder. Ayrica, 1670, 1683, 1688 ve 1694 cm-1 civarinda goriinen bantlar ise
proteinin B-dongii yapisini temsil eder. Bu bantlar, a-heliks ve B-dongii yapisinin

karakteristik titresimlerini gosterir (Yang vd., 2015).

Tablo 3.13 Protein ve hidrolizatlarin ikincil yapilari

o Heliks B tabaka B dongii Rastgele
(%) (%) (%) sarim (%)
HPOB protein 4,50 51,00 37,5 7,00
Alkalaz 16,49 37,89 28,77 16,84
Savinaz 11,68 33,83 36,53 17,96
Flavourzyme 32,54 32,54 35,83 11,52

HPOB protein ve hidrolizastlarin % ikincil yap1 igerikleri Tablo 3.13’te
sunulmustur. HPOB protein numunesinin ikincil yapist % 4,50 a-heliks, %51,00 B-
tabaka, %37,50 B-dongii ve %7,00 rastgele sargidan olugmustur. Hidrolizatlarin a-
heliks icerikleri %11,68 ile %32,54 arasinda degismektedir.
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Hidroliz isleminden sonra alkalaz, savinaz ve flavourzyme ile muamele edilen
numunelerde a-heliks ile iliskili 1654 cm™ bantlarin igeriginin énemli 6l¢iide artt1g:
gbzlenmistir. Bu durum yapinin kararli halinin artigim gdstermektedir. Ozellikle
flavourzyme hidrolizatinda a-heliks igerigi, HPOB proteinine gore yaklasik 8 kat
artmistir. Ayrica, hidrolizatlarin B-tabaka icerikleri %32,54 ile %37,89 arasinda
degismektedir ve her hidrolizat 6rnegi i¢in HPOB proteinine kiyasla daha diisiik
bulunmustur. Genel olarak, tiim hidrolizatlarda B-dongii igerigi, HPOB proteinine
gore daha diisiik bulunmustur. Tiim hidrolizatlarda, rastgele sarim yapilarini ifade
eden 1640 ile 1650 cm™ arasindaki bantlarmn arttig1 gdzlenmistir. Rastgele sarim

daha yumusak ve daha esnek protein yapilarini ifade etmektedir (Jiang vd., 2019).

Bu bilgiler, hidrolizatlarin protein yapilarinda degisikliklere neden oldugunu ve bu
degisikliklerin a-heliks, pB-tabaka ve rastgele sarim gibi farkli yapisal 6gelerin
iceriklerinde degisikliklere yol actigini1 gostermektedir. Proteinlerin a-heliks ve -
tabaka yapilar1 kararli yapiy1 sergilemektedir (Misra vd., 2015; Wu vd., 2017).
Endopeptidaz aktivite gosteren savinaz ve alkalaz proteazlarina kiyasla hem
endopeptidaz hem ekzopeptidaz aktivite gosteren flavourzyme kararligi daha da

artirmigtir.

3.3.11 Antioksidan Aktivite

HPOB protein ve hidrolizatlarinin ABTS degerleri 2,40 ile 23,74 mg TE/g arasinda
degismektedir (Tablo 3.14). En yiiksek ABTS degeri, hidroliz derecesi en yiiksek
olan savinaz hidrolizatlarinda bulunurken, en diisitk ABTS degeri hidroliz derecesi
en diisiik olan alkalaz hidrolizatlarinda saptanmistir. Ayrica, hidroliz derecesi
yiiksek olan savinaz ve flavourzyme hidrolizatlarinin FRAP ve DPPH analizlerinde
yuksek degerlere sahip oldugu belirtilmektedir. Bu sonuglar arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu gostermektedir. FRAP degerleri Trolox Esdegeri (TE) olarak
ifade edilirken, ABTS degerleri mg TE/g olarak verilmistir. Hidroliz iglemi
sonucunda elde edilen 6rneklerden savinaz ve flavourzyme hidrolizatlari hidrolize
edilmeyen HPOB proteinin ABTS radikal yakalama aktivitesini sirasiyla 9,89 ve
6,95 kat artirdigi goriilmiistir. DPPH sonuglarma bakildiginda ise hidrolize
isleminin antioksidan aktivitesini alkalaz, savinaz ve flavourzyme ile sirastyla 6,57,

19,46 ve 26,13 kat artird181 tespit edilmistir.
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Hidroliz islemleri FRAP degerlerini de sirasiyla 1,79, 6,30 ve 8,98 kat artirmustir.

Sonuclar, hidroliz derecesi ve kullanilan enzimler arasinda farkliliklar

gostermektedir.
Tablo 3.14 Antioksidan kapasitesi
ABTS DPPH FRAP

(mg TE/g) (% inh) (mg TE/g)
HPOB Protein 2,40+0,03¢ 2,69+0,54¢ 4,710,07¢
Alkalaz 3,72+0,15°¢ 17,66+0,81° 8,43+0,30°
Savinaz 23,7440,75° 52,35+0,06° 29,67+0,46"
Flavourzyme 16,68+0,89" 70,30+0,062 42,31+0,18?

Aynu siitundaki farkli kiiglik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gésterir (p < 0.05).

Literatiirde benzer calismalarin antioksidan sonuglarina bakildiginda dolmalik
biberden (Capsicum annuum L. var. annuum) izole edilen proteinler alkalaz ve
flavourzyme ile hidrolize edilerek antioksidan etkileri incelenmistir. Flavourzyme
hidrolizat1 maksimum %41,89 ile alkalazdan ¢ok daha yiiksek DPPH degeri
sergilemistir. ABTS degerleri ise alkalaz hidrolizastinin hidroliz derecesi arttik¢a
%87,84’e flavourzyme ise %10 hidroliz derecesinde %97’e ulasmistir. Calisma
biber proteininin antioksidan yetenegi hidroliz ile 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini

vurgulamustir (Li vd., 2018).

Diger bir ¢aligmada ise Riceberry kepeginden elde edilen protein hidrolizatlarinda
alkalaz (9,69 mg GAE) ve nétraz (9,06 mg GAE), hidrolize olmamis protein (9,95
mg GAE) kiyasla ABTS radikal yakalama aktivitesini iyilestiremedigi goriiliirken

flavourzyme hidrolizatinda olumlu etkisi goriilmistiir (Thamnarathip vd., 2016).
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3.4 HPOB Ham Lif Analizleri

3.4.1 HPOB Ham Lif Karakterizasyonu

Soguk pres ac1 biber yagi isleme yan iiriiniinden geri kazanilan diyet lifin yeni bir

lif kaynagi olarak tekno-fonksiyonel 6zellikleri Tablo 3.15’te sunulmustur.

HPOB ham lifi %80,84 saflik oranina sahip oldugu belirlenmistir. Literatiirde
incelendiginde misir lifi %34,01 ile %75,56 saflik arasinda degistigi goriilmiistiir.
Ham lifi seviyeleri %70'in iizerinde olan fraksiyonlar, hemiseliiloz ve seliilloz
ekstraksiyonu i¢in uygun malzemeler olarak degerlendirilmistir (Bazan-Colque vd.,

2023).

Liflerin su emme, ¢oziniirlik ve yag tutma kapasitesi, nihai endiistriyel
uygulamasini tanimlayan énemli 6zelliklerdir. Tablo 3.15 incelendiginde HPOB
ham lifi ¢oziintirliligi %70,24 olarak tespit edilmistir. Su tutma kapasitesi 3,70 g
su/g ornek, yag tutma kapasitesi ise 0,99 g yag/g drnek degerindedir. Bezelye lifinin
su tutma kapasitesine bakildiginda 2,7-2,9 g/g, yag tutma kapasitesi ise yag tutma
kapasitesinin 0,5-0,7 g/g arasinda degismesi ile mevcut ¢alisma ile uyumluluk
gostermistir (Webb vd., 2023). Calismalarda gesitli yan tirinlerden geri kazanilan
liflerin su tutma kapasitesinin 2,1 ila 49,7 (g su / g katt madde), yag tutma
kapasitesinin 0,9 ile 56 g/g arasinda degistigi bildirilmistir (Sharma vd., 2016).
Yulaftan elde edilen diyet lifinin su tutma kapasitesinin incelendigi benzer diger
caligmadada STK degeri 1,10 ile 1,46 g/g, YTK 0,96 ile 1,46 g/g arasinda
degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir (Ibrahim vd., 2022). Diyet lifi genellikle
yuksek su tutma kapasitesine sahiptir. Lifin polar bilesenlerinin suyla birlesmesi,
lifin yiiksek su sisme kapasitesinden sorumlu olabilir. Bu nedenle, bol miktarda
SDF (¢Oziiniir diyet 1ifi) varligi, lifin suyu emme ve sigsme yetenegini artirir (Zheng
& Li, 2018). Bu ozellik, birgok gida iiriiniinde pisirme verimini artirmada, kalori
azaltmada, stabiliteyi artirmada, buz kristali olusumunu kontrol ederek ¢oziilme
isleminde triiniin kalitesinin muhafaza etmede 6nemli bir rol oynar (Pathania &
Kaur, 2022). Ayrica diyet liflerinin yag tutma kapasitesi, bagirsak liimeninde yag
emerek serum kolesterol seviyesini diigiirme yetenegiyle iliskilidir. Yiiksek oranda
diyet lifi iceren lifler, gida emiilsiyonlarini stabilize etmek ve bagirsak sisteminde

yag sindirimini ve emilimini azaltmak i¢in kullanilabilir. Diyet liflerinin kiitle
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yogunlugu, ylizey ozellikleri ve hidrofobikligi de yag tutma kapasitesine katkida
bulunur (Cui vd., 2019).

Zeta potansiyel degeri -12,17 mV olan HPOB ham lif literatir ile
karsilastirildiginda nispeten daha diisiik bulunmustur (Gu vd., 2020; J. Liu vd.,
2020; Niu vd., 2018; Ullah vd., 2018). Zeta potansiyeli ({), pargaciklarin sulu
ortamda bulunduklar1 arayiizdeki elektriksel potansiyeli dlgen bir yontemdir. Bu
potansiyel, siispansiyonun stabilitesini tahmin etmek i¢in kullanilmaktadir. Zeta
potansiyelinin azalmasi, polimer matrisin bozunmasi ve hemiseliilozlarin
cozlinmesine bagli olarak yiizeydeki anyonik yiikte (hidroksil gruplari) artisiyla
iligkilidir. Ayrica, sicaklik artiginin zeta potansiyelini artirdigi bildirilmistir. (Ullah
vd., 2018). Ancak, bu ¢aligmada sicaklik literatiire gére diisiik tutulmustur.

Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesine bakildiginda ise sirastyla 39,77 m?/g ile 227,36
sa olarak bulunmustur. Emiilsiyon aktivitesi, bir molekiiliin karigmayan iki siviy1
¢ozme veya dagitma yetenegini ifade eder. Emiilsiyon stabilitesi ise bir
emiilsiyonun korunma yetenegi ve kirtlmaya kars1 direncidir (Wang vd., 2015). Ek
olarak emiilsifiye edici aktivite, ince bagirsakta safra asitlerinin adsorpsiyonunu
geciktirme yetenegiyle ilgilidir. Bu, karacigerde kolesteroliin pargalanmasina ve
kandaki seviyelerinin daha da diismesine neden olmaktadir (Lan vd., 2012).
Calisma sonugclar1 literatiir ile uyumluluk gostermektedir. Farkli islemlere tabi
tutulan mor etli patates diyet liflerinin emiilsifiye edici aktivitesi (EA) ve emiilsiyon
stabilitesinin (ES) degerlendirildigi c¢alismada EA degerleri 16,8 ile 44,8
mL/100mL arasinda, ES degerleri ise 14,5 ile 39,6 mL/100mL arasinda degismistir
(Xie vd., 2017). Turunggil meyvelerinin atiklarindan elde edilen lif 6rneklerinin
emiilsifiye edici aktivite (EA) degerleri %29,06 ile %40,68 arasinda degisen orta
dereceli bir emiilgator oldugunu gostermistir. Ayni drneklerde emiilsiyon stabilitesi

ise %72,12 ile %96,30 arasinda degismistir (Abirami vd., 2014).

Kopiik stabilitesi, gida triinleri i¢in ¢oziiniir diyet lifinin 6nemli bir islevsel
ozelligidir HPOB ham lifin kopiik kapasitesi ve stabilitesi incelendiginde ise
strastyla %12,5 ve %84 oldugu goriilmiistiir. Yapilan calismada geleneksel bir Cin
bitkisi olan Angelica keiskeinden elde edilen diyet lifin baslangi¢ kopiik hacmi 19,1
mL olarak 1 saat sonunda % 94,7 oranda stabil kaldig: bildirilmistir (Xie vd., 2016).

98



HPOB ham lifinin antioksidan aktiviteleri ABTS, DPPH ve FRAP yontemleri
kullanilarak tespit edilmistir. Sirasiyla bu degerler 1,01 mg TE/g, %15,74
inhibisyon ve 2,64 mg TE/g seklindedir (Tablo 3.15). Sonuglar litaratiir ile
uyumludur (Gan vd., 2021; Ibrahim vd., 2022). Bununla ilgili yapilan benzer bir
arastirmada mor patates diyet lifinin antioksidan 6zellikleri incelenmistir. ABTS
degerleri 0,67 ile 0,89 mg Troloks/g arasinda, DPPH degerleri 2,15 ile 2,65 mg
Troloks/g arasinda, FRAP degerleri ise 1,96 ile 3,39 mg Troloks/g arasinda
degistigi rapor edilmistir. FRAP, ABTS ve DPPH gibi reaksiyon sistemleri, mor
etli patates diyet lifindeki antioksidan bilesenlerin hidrofilik oldugunu ve yiiksek

basingli homojenlestirme isleminin bu bilesenleri artirabilecegini gostermektedir

(Xie vd., 2017).

Tablo 3.15 HPOB ham lifin tekno-fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikleri

Saflik % 80,84+0,08
Coziindrliilik % 70,24+3,07
Zeta potansiyel (mV) -12,17+0,61
Yag baglama kapasitesi (g yag/g 6rnek) 0,99+0,14
Su tutma kapasitesi (g su/g 6rnek) 3,70+0,17
Emiilsiyon aktivitesi (m?/g) 39,77+1,35
Emiilsiyon stabilitesi (sa) 227,36+19,42
KK (%) 12,50+0,00
KS (%) 84,00+0,00
Antioksidan Aktivite

ABTS (mg TE/g) 1,01+0,07
DPPH (% inh) 15,74+0,14
FRAP (mg TE/g) 2,46+0,04

3.4.2 Termal Davrams

DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetri), 6rneklerdeki gecislerle iligkili sicaklik
ve entalpi gibi belirli termodinamik bilgileri saglamak i¢in kullanilan bir tekniktir.
Sekil 3.11'deki DSC termogramlarinda, HPOB ham lifin endotermik bir pikle
birlikte tepe sicakligi gozlenmistir (123,55 °C).
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Bu pik, HPOB ham lifinin kisa zincirli ¢6ziiniir ham lifi oldugunu gdsteren
caligmalar tarafindan desteklenmektedir (Wang vd., 2015). Bu sonug, soya
fasulyesi atigindan ve portakal kabugundan elde edilen ham lifi sonuglariyla

uyumlu bir sekilde bulunmustur (Chen vd., 2014; Wang vd., 2015).
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Sekil 3.11 HPOB ham lifin termal davranigi

3.4.3 Kimyasal Karakterizasyon

HPOB ham lifine ait FTIR sonuglar1 Sekil 3.12°de verilmistir. HPOB ham lif
orneginde 2853,15 cm™ ve 2922,04 cm™ dalga sayilar1 arasinda iki ayr1 keskin pik
oldugu gériilmiistiir. 2900-2800 cm™ arasindaki sinyaller C-H gerilmelerini temsil
eder (Sain & Panthapulakkal, 2006; Yan vd., 2015). 1741 cm™'deki belirgin bant
ise tek bagli ham lif spektrumunda hemiseliilozun asetil grubunun ¢ift bag ve uranik
ester gruplarinin CO gerilmelerine veya lignin ve/veya hemiseliilozun ferulik ve p-
kumarik asitlerindeki karboksilik grubun ester bagina atandigini gostermektedir
(Nagalakshmaiah vd., 2016). 1093-1017 cm™ arasindaki absorpsiyon tepe noktalar
ise piranoz tek bag halka iskeletinin C-O esneme ve C-H tek bag titresimlerine
baglanir (Alemdar & Sain, 2008; Qadir & Wani, 2022; Salahi vd., 2022). Bu
bilgiler, literatiirdeki benzer g¢alismalara dayanarak verilmistir ve elde edilen

orneklerin spektrumlarini agiklamak i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.12 HPOB ham lifin FTIR spektrumlari

3.5 HPOB Protein ve Lif ilaveli Salata Sosu Analizleri

3.5.1 Akis Davranis Reolojik Analiz

Sekil 3.13'te, salata sosu numunelerinin siirekli kesme reolojik Ozellikleri
gosterilmektedir. Grafikte, numunelerin stress degerleri, kayma hizinin artmasiyla
birlikte azalmaktadir. Bu, kayma hizinin artmasiyla kayma gerilimi egrisinin
egiminin azaldigma isaret eder. Tim numunelerin, salata sosu benzeri
emiilsiyonlarin spesifik bir reolojik ozelligi olan Newton olmayan akiglardan

psodoplastik davranisi sergilemistir.

Tablo 3.16'daki Power Law modeli sonuglari, salata sosu numunelerinin akis
davranis1 6zelliklerini degerlendirmek igin kullanilmistir. R? degerlerinin 0,97'den
biiyiik olmasi, Power Law modelinin numunelerin siirekli kayma reolojik
ozelliklerini etkili bir sekilde modelledigini gostermektedir. Numunelerin K
degerleri, liriin bilesimlerine bagli olarak degisiklik géstermistir. Bu degerler, 3,64
Pa.sn ile 22,32 Pa.s" arasinda degismektedir. Diisiik yagli kontrol numunesi (K2)
3,64 Pa.s" K degerine sahipken, yiiksek yagli kontrol numunesi (K1) 6,82 Pa.s" K

degerine sahiptir.
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Sekil 3.13 Akis davranis grafigi

HPOB protein ve lif ile zenginlestirilmis diisiik yagl numunelerin K degerleri ise
9,26 Pa.s" ile 22,32 Pa.s" arasinda degismektedir. Disiik yagl tiim numuneler,
kontrol numunelerinden daha yiiksek K degerlerine sahiptir. HPOB protein ve ham
lifinin eklenmesiyle, az yagli kontrol numunesinin K degeri onemli dSlgiide
artmistir. Bu bulgu, yag icerigindeki azalmanin neden oldugu zayiflamis yapinin,
HPOB protein ve ham lifin eklenmesiyle telafi edilebilecegini gostermektedir.
1P2L ve 2P2L orneklerinin akis davranis indekslerinin diger 6rneklere kiyasla daha

kiiciik olmas1 daha yiiksek kesme inceltici davranis sergiledigini gostermektedir.

Ekzopolisakkarit (EPS) ile peynir alti suyu protein izolatinin (WPI) etkilesimi
incelendigi diisiik yagli mayonez g¢aligmasinda %1, 2 ve 3 EPS ile %10 WPI
konsantrasyonlarindaki 6rneklerin tam ve az yaglh kontrol 6rnegine gore daha
yiiksek kivam sagladigi goriilmiis ve bunu protein-polisakarit agregalar1 veya

partikiillerinin etkilesimine baglamiglardir (Yalmanci vd., 2023).

Benzer diger bir ¢alismada peynir alt1 suyu proteini-pektin kompleksi ile farkli yag
igeriklerinde yapilan mayonez Orneklerinin tutarlilik katsayisinin (K) yag ikame
oraninin artmasiyla 6nemli 6l¢iide azaldig1 gbzlemlenmistir. Protein-polisakkarit
kompleksli mayonezler, tam yagl orneklere kiyasla daha giiglii kesme-inceltme

davranisi sergilemektedir (daha kiiciik n degerleri).
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Bunun sebebi, mekanik enerji tarafindan yonlendirilen mikro pargacikli protein
agregalarinin parcalanmasi ve daha sonra daha kii¢iikk olanlara yeniden
agregasyonun gerceklesmesine baglamiglardir. Az yagh ve yagsiz mayonezlerde
pektin aginin varhigi, biiyiik protein agregasyonunun olusumunu engelledigi i¢in

daha diisiik n degerlerine yol agtigini vurgulamislardir (Sun vd., 2018).

3.5.2 Dinamik Reolojik Analiz

Sekil 3.14, salata sosu O6rneklerinin dinamik reolojik davranigini gostermektedir.
Tiim numunelerin G' (elastik modiil) degerleri, tiim frekans araliklarinda G" (kay1ip
modiil) degerlerinden daha yiiksektir. Bu, salata soslarinin viskoelastik kati
karaktere sahip oldugunu gosterir ve tiim numunelerin beklenen 6zelliklere sahip

oldugunu gosterir.

Tablo 3.16 Power Law modeli kullanilarak elde edilen K' (elastik modiil), K" (kayip
modiil), n' ve n" degerlerini gdstermektedir. R? degerlerinin nispeten yiiksek olmas1
(R? > 0,94), modelin numunelerin dinamik reolojik davramisim etkili bir sekilde
tanimlayabildigini gosterir. Salata sosu orneklerinin K' ve K" degerleri bilesime
bagl olarak farklilik gosterir ve sirasiyla 4,95-55,18 Pa.s" ve 2,72-15,42 Pa.s"
oarasinda degismistir. Tiim numunelerde, K' degeri K" degerinden daha biiytiktiir,
bu da viskoelastik kat1 davraniginin gozlendigini gosterir. Ayrica, 2P2L 6rnegi K2
numunesinin (%10 yag) K' degerini (4,95 Pa.s") 11 kat artirmistir. n' ve n" degerleri,
numunelerin viskoelastik kat1 karakterinin bagka bir gostergesidir. Bu degerler 0'a
yaklastik¢a, numunelerin kati karakterinin daha baskin oldugunu gosterir. HPOB
protein ve lif ile zenginlestirme, K degerlerini 6nemli 6lgiide artirirken n degerini
diigiirmektedir. Bu nedenle, HPOB protein ve ham lif kullanilarak daha diigiik yag
icerigine sahip salata sosu benzeri emiilsiyonlar i¢in istenen viskoelastik kati

karakter elde edilebilmektedir.
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Tablo 3.16 Reolojik parametreleri

K1 K2 1P1L 1P2L 1P3L 2P1L 2P2L 2P3L
Akis Davranis Reolojik Parametreleri
K (Pas") 6,82+0,75° 3,64+0,10° 9,75+0,46° 19,36+0,08° 16,50+0,64¢ 9,26+0,07% 22,32+1,712 20,34+0,012
n 0,23+0,042 0,19+0,00% 0,20£0,01® 0,16+0,00° 0,20£0,01® 0,21£0,00% 0,17+0,01° 0,21=0,00%
R? 0,992 0,993 0,989 0,977 0,983 0,990 0,970 0,980
Dinamik Reolojik Parametreleri
K" (Pas") 10,16+0,22f 4,95+0,229 15,50+0,00° 45,42+0,64¢ 28,56+0,13¢ 14,23+0,32¢ 55,18+0,562 49,89+0,14°
n' 0,36+0,01° 0,47+0,012 0,30:£0,00° 0,22+00° 0,26+0,00¢ 0,31+0,01¢ 0,21+0,00¢ 0,22+0,00°
R? 0,977 0,983 0,994 0,997 0,993 0,992 0,990 0,996
K" (Pas") 3,89+0,02° 2,72+0,07° 6,69+0,04¢ 13,40+0,08" 9,92+0,06° 6,62+0,23¢ 15,42+0,39? 15,13+0,21°
n" 0,28+0,00P 0,320,012 0,210,008 0,22+0,00% 0,24+0,01° 0,19+0,00f 0,20+0,00¢" 0,230,00%
R? 0,995 0,942 0,998 0,995 0,996 0,979 0,968 0,993
3-1TT Reolojik Parametreleri
Go' 16,23+0,34° 6,19+0,98f 19,22+0,06° 34,15+0,38" 28,36+0,88° 20,210,101 45,34+0,69° 46,17+0,432
Ge' 22.11+0,50f 8,07+1,17¢ 25,54+0,12¢ 50,90+0,92¢ 41,76+1,55¢ 26,57+0,59¢ 65,97+0,06° 69,30+0,222
Ge'l Go' 1,36+0,00°° 1,31+0,02¢ 1,33+0,00¢ 1,49+0,042 1,47+0,012 1,32+0,04¢ 1,46+0,02% 1,50+0,022
kx1000 31,64+3,48% 34,17+1,662 27,42+0,600° 21,23+0,32¢ 22.20+0,28% 27,94+0,20b° 20,83+1,32¢4 20,86+0,20¢
R? 0,996 0,998 0,997 0,998 0,995 0,996 0,997 0,998

K1: %30 yagli salata sosu. K2: %10 salata sosu (az yagli salata sosu numunesi). Ayni satirdaki farkl kiigiik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gosterir (p < 0.05). P:protein,

L:lif




Yapilan bir ¢alismada peynir alt1 suyu protein izolatt (WPI) ve arabik gam (GA)
ikili komplekslerinin, WPI'nin amino gruplari ile GA'min karboksil gruplar
arasindaki elektrostatik etkilesim nedeniyle ticari mayonez iiriinlerine gore daha
gliclii jel benzeri davranis sergiledigi ve G' degerleri, tiim frekans araliginda her
zaman G" degerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. WPI-GA kompleksleri
daha yiiksek GA igerigine ve koaservat verimine sahip olmasi proteinlerin
polisakkaritlerle birlesmesine fibrilizasyonun katkida bulundugunu
diistindiirmiistiir. Kat1 benzeri bir 6zellige sahip mayonez analoglari hazirlamak i¢in
protein-polisakkarit kompleksi kullaniminin yapiy1 iyilestirdigi gosterilmistir (Sun
vd., 2021).
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Sekil 3.14 Dinamik reolojik davranis1 grafigi

3.5.3 3-ITT Reolojik Analiz

Sekil 3.15, salata sosu orneklerinin G' (depolama modulusu) degerinin zaman
icindeki degisimini gostermektedir. Numunenin uygulanan kesme hizina bagl
olarak ani deformasyon sonrasi geri kazanma derecesi de Sekil 3.15°te
goriilmektedir. Yapisal geri kazamimla ilgili parametreler Tablo 3'te

gosterilmektedir.
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Tablo 3.16°da, 3-ITT testinden elde edilen verilerin ikinci dereceden yapisal kinetik
modelle modellendigi ve GO' (baslangi¢ depolama modulusu), Ge' (geri kazanilan
depolama modulusu) ve k degerlerini gosterdigi belirtilmistir. Her bir GO' ve Ge'
degeri farkli oldugundan, geri kazanma derecesinin karsilastirilmasi1 Ge'/G0'
oranina dayanmaktadir. Tablo 3.16'da, Ge'/GO' degerleri 1,31 ile 1,50 arasinda
degismektedir. Hem yag iceriginin hem de HPOB protein ve lif miktariin Ge'/G0'
degerleri iizerinde etkisi oldugu gozlenmistir. Ge'/G0' degerleri, Uriiniin geri
kazanim derecesi hakkinda bilgi verirken, yag miktarinin artmasiyla birlikte artmasi
beklenen bir sonu¢ oldugu sdylenebilir. HPOB protein ve lifinin eklenmesi bu

etkiyi artirmigtir.

3-ITT testinden elde edilen bir diger parametre olan k degeri, ani deformasyondan
sonra lirliniin geri kazanma oranin1 gosterir. Bu deger {irliniin yapisiyla ilgilidir.
Eger iirlinde kalic1 bir deformasyon goriilmezse, {iriiniin toparlanma hizi1 daha
yiiksek olacaktir ve G' degeri daha hizli bir sekilde baslangi¢ degerine ulagacaktir.
Salata soslar1 i¢in elde edilen k degerleri, lriin tipi ve uygulanan kesme hizi
degerinden 6nemli dlgiide etkilenmistir. kx1000 degeri 20,83 ile 34,17 arasinda
degismektedir. Bu sonuglar, 3-ITT testinin az yagh salata soslarinin HPOB’den

elde edilen protein ve liflerin zenginlestirmesi ile tiretilebilecegini géstermektedir.
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Sekil 3.15 Tiksotropik davranis grafigi
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3.5.4 Emiilsiyon Stabilitesi

Termal dongii testi, emiilsiyonlarin kararliligini degerlendirmek i¢in G* (kompleks
modulus) degerlerindeki degisiklikleri kullanir. Daha biiyiikk G* degeri
degisiklikleri, termal dongiilerin emiilsiyonun kararliligini etkiledigini gosterir.
Salata sosu Ornekleri icin yapilan yiiksek sicaklik (25-45 °C) termal dongii
deneyleri, G* degerlerinde degisikliklere neden olmustur, bu da emiilsiyonun
stabilitesi hakkinda bilgi verir. Her numune, 10 termal dongiisiinden sonra faz
ayriminin olusumunu goézlemlemek i¢in incelenmistir. Sekil 3.16, yiiksek sicaklik
termal dongli deneylerinin G* degerlerindeki degisiklikleri gostermektedir.
Sicaklik ytikseldik¢e, G* degeri azalir. Bu, emiilsiyonun kararsizlasgtigini ve
yapisinin bozuldugunu gosterir. Yiiksek sicaklifa maruz kalan emiilsiyon
molekiilleri arasindaki etkilesimler zayiflar ve stabilite azalir. Bu durum,
emiilsiyonun daha az dayanikli hale gelmesine ve faz ayriminin olugma riskinin
artmasina neden olur (Tekin vd., 2020). Sekil 3.16, yiiksek yagli kontrol numunesi
ticiincli dongiiden sonra G* degerinde dnemli bir degisiklik gdsterdigi i¢in, yiiksek

yagli kontrol emiilsiyonunun stabilitesinin diisiik oldugunu gdostermektedir.

IPIL ve 1P2L numuneleri G* degerinde ¢ok az degisiklik gostererek yiiksek
emiilsiyon stabilitesi sergilemistir. Ancak, 2P2L ve 2P3L numunelerinde 25 ile 45
°C arasinda 6nemli bir G* degeri artig1 goriilmiistiir. Bu artis, su fazinda protein ve
lif miktarindaki degisikliklere bagli olarak ¢oziiniirlik ve viskozitedeki
degisikliklerle agiklanabilir. Bu faktorlerin bir sonucu olarak, bazi istikrarsizlik

stirecleri meydana gelmistir.

Protein ve polisakkarit kompleksinin az yagli mayonezde yag ikamesi olarak
kullanildig1 bir ¢alismada %60’a kadar yag ikamesi ilavesinin damlaciklarin
birlesmesini ve topaklanmasin1 Onleyebilecegi ve bdylece mayonezlerin

stabilitesini artirabilecegi bildirilmistir (Sun vd., 2018).
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Sekil 3.16 Emiilsiyon stabilitesi grafigi
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3.5.5 Zeta Potansiyeli, Parcacik Boyutu ve Optik Mikroskop

Goriintuleri

Salata soslarinin Zeta ({) potansiyeli, uzun siire stabil olabilme yeteneklerinin
onemli bir gostergesidir. { potansiyel degeri sifirdan uzaklastikca, sistem negatif
veya pozitif bir yiik elde eder ve bu, numunenin genisletilmis stabilitesini gosterir.
Tablo 3.17'de belirtilen K1 ve K2 6rneklerinin { potansiyel degerleri -39,78 mV ile
-36,52 mV arasinda degismektedir. Bu sonug, tiim numunelerin yiiksek C potansiyel
degerlerine sahip oldugunu gosterir. Negatif yiik, yag damlaciklariin etrafindaki
negatif yiiklerin hidrofobik baglarla polisakkaritlere baglanmasindan kaynaklanir.
Bu nedenle, protein ve lif ilaveli salata sosu orneklerinin { potansiyel degerleri,

formiilasyonlarin uzun siire stabil kalabilme yetenegini gostermektedir.

Parcacik boyutu (d32), salata sosu numunelerinin emiilsiyon stabilitesini
belirlemede kritik bir faktordiir. K1 ve K2 6rneklerinin parcacik boyutlar: (d32)
sirastyla 3,65 pum ve 4,59 pum'dir. Protein ve lif ilaveli soslarda ise pargacik
boyutlart (d32) 0,59 um ile 3,16 pm arasinda degismistir. Arastirmacilar, negatif
yiiklii polisakkaritlerin partikiil capini etkileyen baska bir 6nemli etken oldugunu
belirtmistir (Tekin vd., 2021). HPOB’den geri kazanilan protein ve ham lif diisiik
yagl {irtinlerin reolojik 6zelliklerini iyilestirmek i¢in dengeleyici bir madde olarak

kullanilabilir.

Sekil 31.7, salata sosu 6rneklerinin 151k mikroskobu goriintiilerini gostermektedir.
HPOB protein ve lif igeren numuneler, daha az yag igermelerine ragmen daha
kiigiik damlacik boyutlarina sahiptir. Bu sonuglar, emiilsiyon stabilitesi analizi ve
potansiyeli 6l¢iimleriyle uyumludur. Ozellikle 1P2L 6rnegi diger 6rneklere kiyasla
protein ve lifin etkilesimi, sulu fazdaki hareketliligi azaltarak yag damlaciklarinin
bir araya gelmesini engellemistir. Sonuglar optik goriintiiler, emiilsiyon stabillite
sonuglar1 ile uyumludur. Emiilsiyon stabilitesi, { potansiyeli dl¢timleri ve 151k
mikroskobu verileri, HPOB'den elde edilen protein ve lifin yag1 azaltilmis salata

sosunda emdiilsiyon stabilitesini iyilestirebilecegini gostermistir.

109



Sekil 3.17 Optik mikroskop goriintiileri

110



11T

Tablo 3.17 Zeta potansiyel ve damlacik boyutu degerleri

K-1 K-2 1P1L 1P2L 1P3L 2P1L 2P2L 2P3L
C'pOtenSiyEI b cd a d bc a cd cd
(mv) -39,78+0,12°  -36,52+0,15 -45,53+0,25%  -34,70£0,26%  -38,10+0,10 -46,70+0,44%  -36,33+0,68 -37,20+0,92
ds2 (nm) 3,65+0,22% 4,59+0,18%  3,16+£0,47%¢  0,9140,15¢  1,95+0,42%¢  2.4340,91%  1,51+0,88"° 0,59+0,07¢
Pdl 0,95+0,042 0,88+0,12%  0,60+0,06%° 0,20+0,09° 0,37+0,15" 0,15+0,07¢ 0,58+0,42%¢  0,88+0,12%°

K1: %30 yaglh salata sosu. K2: %10 salata sosu (az yagh salata sosu numunesi). P:Protein ve L:lif. Ayni1 satirdaki farkli kii¢iik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gosterir

(p <0.05).



3.5.6 Oksidatif Stabilite

Az yagl salata sosu numuneleri ile tam yagh ve az yagli kontrol numuneleri (K1
ve K2), oksidasyon stabilitesi i¢in OXITEST Cihazi kullanilarak olg¢iilmiistiir.
Orneklerin oksidatif stabilitesini degerlendirmek igin indiiksiyon periyodu (IP)
degerleri kullanilmistir. Tablo 4'te, salata sosu 6rneklerinin IP degerleri 90 °C'de
2,51 ile 7,04 saat arasinda degismektedir. HPOB protein ve lif igeren salata sosu
orneklerinin IP degerleri (5,11 saat ile 7,04 saat arasinda), kontrol 6rneklerinin IP
degerlerinden (2,51 saat ile 3,33 saat arasinda) daha yiiksektir ve bu, HPOB'den
elde edilen protein ve lifin salata sosu drneklerinin oksidatif stabilitesini 6nemli

Olciide iyilestirdigini gostermektedir.

Tablo 3.18 Oksidatif stabilite

IP (Sa)
K1 03:33+0,06°
K2 02:51+0,04f
1P1L 05:57+0,04°
1P2L 06:14+0,05°
1P3L 05:11+0,1d
2P1L 05:1540,07¢
2P2L 06:25+0,11°
2P3L 07:04-0,032

K1: %30 yagh salata sosu. K2: %10 salata sosu (az yagli salata sosu numunesi). P:protein ve L:lif.
Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler, 6rnekler arasindaki anlamlilig1 gosterir (p < 0.05).
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Bu calismada, soguk sikim ac1 biber yag iiretimi sirasinda elde edilen yan iiriiniin
ve bu yan iiriinden geri kazanilan protein ve ham lif bilesenlerinin degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Ozellikle, bu yan f{iriiniin, protein ve lifin diisiik yagl salata
soslarinda kullanimi {izerine odaklanilmistir. HPOB yiiksek fenolik bilesikler,

kapsaisin, dihidrokapsaisin, lif ve protein i¢eren bir yan iiriindiir.

Arastirmada, yagi azaltilmig salata soslarmin reolojik Ozellikleri, emiilsiyon
stabilitesi ve oksidatif stabilite gelistirme potansiyeli incelenmistir. HPOB, protein
ve lifinin salata soslarina eklenmesi, psodoplastik, viskoelastik kati ve geri
kazanilabilir karakterlerini iyilestirmistir. Bu da diisilk yagl salata soslarimin

kalitesini artirmistir.

Termal dongii testi, zeta potansiyeli ve partikiil boyutu dagilimi gibi analizler,
HPOB ile zenginlestirilmis numunelerin emiilsiyon stabilitesini ve mikroyapisal
Ozelliklerini artirabilecegini gostermistir. Bunun yan1 sira, HPOB, protein ve lifi ile
zenginlestirilmis Orneklerin oksidatif stabilitesi artmis ve wugucu oksidatif
bilesenlerin miktar1 azalmistir. Bu da HPOB'nin salata soslarinin raf émriini

uzatabilecegini ve oksidatif bozulmanin etkilerini azaltabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, bu arastirma, diisiik yagli salata soslarinin reolojik 6zelliklerini
tyilestirmek ve oksidatif stabilitesini artirmak i¢in HPOB ve geri kazanilan protein
ve lifinin kullanilabilecegini gostermektedir. Ozellikle %3 oraninda HPOB
ilavesiyle miikemmel emiilsiyon stabilitesine sahip diisiik yagli salata soslari
uretilebilecegi belirlenmistir. Bu ¢alismanin bulgulari, soguk sikim yag
ireticilerinin yan triinleri daha degerli bir sekilde kullanim potansiyelini ortaya

koymustur.

Aci biber tohumu yag yan tirlin ve yan iriiniinden protein ve lifin geri kazanimi ile
salata soslarinda dogal antioksidan, stabilizatér ve kivam verici ajan olarak
kullanim potansiyeli ortaya konulmustur. %1 protein ve % 2 ham lif ilave edilen

salata sosu 0rnegi yiiksek islevsellik sergilemistir.
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Calismanin diger kisminda ise HPOB’den geri kazanilan lifin tekno-fonksiyonel
karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica HPOB’den geri kazanilan proteinin 3 farkl
proteaz ile enzimatik hidrolizi gergeklestirilmistir. Enzimatik hidroliz sonucu elde
edilen hidrolizatlarin teknolojik ve biyoaktif Ozellikleri iizerine yapilan
calismalarda, HPOB'nin hidroliz derecesinin farkli enzim tiirlerine bagli olarak
onemli Ol¢lide degistigi goriilmiistiir. Enzim aktivite siiresinin artmasiyla birlikte,
hidrolizatlarin hidroliz derecelerinin de arttifi gézlenmistir. En yiiksek hidroliz
derecesi savinaz ile islenen hidrolizatlarda saptanmisken, en diisiik deger alkalaz
hidrolizatlarinda bulunmustur. SDS Page sonuglari, hidrolizatlarin hidroliz derecesi
arttikga bant sayisinin ve yogunlugunun azaldigini ve savinaz hidrolizatlarinda en
diisitk molekiiler agirlikli peptid fraksiyonlarinin olustugunu goéstermistir. Diisiik
hidroliz derecesine sahip hidrolizatlarin, yiiksek hidroliz derecesine sahip olanlara
gore Ustlin teknolojik 6zelliklere (yag baglama kapasitesi, emiilsiyon aktivite ve
stabilite indeksi) sahip oldugu belirlenmistir. Protein hidrolizatlarinin genel olarak
yag baglama kapasitesinin belirli bir hidroliz derecesine kadar arttig1 ve daha sonra
azaldig1 saptanmistir. Emiilsiyon stabilite indeksi de benzer bir korelasyon
gostermistir. Enzimatik hidroliz sonrasinda, proteinlerin ikincil yapilarinda
farkliliklar ortaya ¢ikmistir. HPOB hidrolizatlarinda B-tabaka igerigi azalmis, a-
heliks igerigi ise protein izolatina gore artmistir. Rastgele sarim igerigi ise
hidrolizatlarin hidroliz derecesi arttikga artmistir. Tiim hidrolizatlar ABTS radikal
stipiirticii  aktivitesi sergilemistir. Hidrolizatlarin FRAP aktivitesi, enzimatik
hidroliz ile 6nemli 6l¢iide artmistir. En yliksek FRAP aktivitesi, nispeten daha
yiiksek hidroliz derecesine sahip savinaz ve flavourzyme hidrolizatlarinda

gozlenmistir.

Bu arastirma alaninda, yeni yan {riinlerin ve bu yan lriinlerden elde edilen nihai
driinlerin ~ glivenligini  dogrulamak i¢in yeni stratejilerin  uygulanmasi
gerekmektedir. Arastirmamiz ayrica, geri doniistim ve ¢esitli gida endiistrilerinde
yeniden kullanim i¢in yeni yesil yontemler tanimlamaktadir. Bu yesil yaklagim,
cevrenin ve insanlarin korunmasini saglamanin yani sira, malzemelerin tedarik
zincirinde yeniden kullanimina olanak taniyarak maliyetleri diigiirme, ekonomik
biliylimeyi destekleme ve atik bertarafindan kaynaklanan riskleri azaltma gibi

avantajlar da saglamaktadir.
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Kiispe, yagin tohumlardan ¢ikarilmasindan sonra elde edilen bir yan iiriindiir. Izole
edilebilen ve gidalarda kullanilabilen yiiksek miktarda biyoaktif bilesik icerir, bu
nedenle hem hayvan hem de insan beslenmesinde kullanilmaktadir. Bu kalintilar
diisiik maliyetli katma degerli iirlinlerin iiretiminde bir substrat gorevi gorebilir,
ornegin yakit, yiizey aktif maddeler, enzimler, antibiyotikler, vitaminler, dogal
pigmentler, aroma bilesenleri gibi iiriinlerin yani sira diyet lifleri, amino asitler gibi
saglig1 tesvik eden bilesenlerin iiretiminde de kullanim potansiyeli bulunmaktadir.
Bu yan iirtinlerden geri kazanilan biyoaktif bilesenler, fonksiyonel bilesenlerin
tiretiminde kullanilabilecek temel bilesenler olarak hizmet eder, bu da etkili atik
kullannmmi ve sifir attk ve dongiisel ekonomi kavramlarinin basariyla

gerceklestirilmesini saglamaktadir.

Dongiisel ekonomi anlayisinda, atiklarin degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayni
zamanda malzemelerin tedarik zincirinde yeniden kullanilmasina izin verdigi,
gidalara daha fazla deger kattigi, maliyetleri diisiirdiigli, ekonomik biiyiimeye

olanak sagladig1 ve ¢evreye yonelik riskleri azalttigi i¢in biiylik bir firsattir.
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