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Oz

Bu ¢alismada nohuttan protein eldesi i¢in pH ve ultrasesin
es zamanl sistematik yaklasgimi ve yamit yiizey
metodolojisi (RSM) ile optimizasyon gergeklestirilmistir.
Protein Oziitleme asamasinda oOziitleme siiresi, ultrases
cihaz genligi ve solvent pH’sinin protein tozu verimine
etkisi degerlendirilmistir. Optimum 06ziitleme kosullart
(protein tozu verimi: %9.55) oziitleme siiresi 42.41 dk,
genlik %61.39 ve pH:8.38 olarak belirlenmistir. Nohut
protein tozunun karakteristik yapisi Fourier doniisiimii
kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile dogrulanmigtir. Nihai
tozun tekno-fonksiyonel 6zellikleri detayli arastirilmustir.
Proteinin su tutma kapasitesi (STK) %240.24, yag baglama
kapasitesi (YBK) %213.68, kopiirme kapasitesi %37.50,
kopiik stabilitesi (10-30. dk) %73.33-60.00 bulunmustur.
Emiilsiyon 6zellikleri ise emiilsiyon aktivite indeksi (EAI)
ve emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) (10-30. dk), stabilite
katsayisi (R) ve santrifiij ¢okme orani (CPR) dahil olmak
iizere sirastyla 15.36 m?/g, 62.24-181.30, 0.68 ve %14.60
bulunmustur. Sonug olarak, proteinlerin hammaddelerden
Oziitlenmesinde ultrases ve pH es zamanli uygulamasi
yenilik¢i ve umut verici bir yontem olabilir.

Anahtar kelimeler: Nohut proteini, Ultrases destekli
Oziitleme, FTIR  spektroskopisi, Tekno-fonksiyonel
ozellikler, Emiilsiyon

1 Giris

Toplumlarda zaman igerisinde ortaya ¢ikan problemlere
bagli olarak son yillarda diinya genelinde bitkisel kaynakli
proteinlere olan talep artmistir. Bu problemlerden ilki ve en
onemlisi artan kiiresel niifusun beslenme gereksinimlerinin
karsilanmas ile ilgilidir. Vegan/vejetaryen tiiketicilerin ve
popiilasyonlarda ¢olyak hastaliginin artisi ise diger goz ardi
edilmemesi gereken nedenler olarak verilebilir [1,2]. Bitkisel
proteinler her ne kadar belirtilen gereksinimlere dogrudan
cevap verme potansiyelleri olsa da hayvansal kaynakli
proteinlerle kiyaslandiginda tekno-fonksiyonel ozellikler
acisindan  sergilemis olduklar1 davramiglar istenilen

Abstract
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seviyelerde degildir [3]. Ayrica, pazarda yer alan soya
proteini gibi bitkisel kaynaklarin tiiketimine bagli olarak
alerjenite problemlerinin ortaya ¢iktig1 yapilan ¢alismalarda
rapor edilmistir [4]. Belirtilen noktalar halihazirda piyasada
var olan bitkisel kaynakli proteinlerin endiistride dogrudan
kullanimini siirlamaktadir. Bu yiizden alternatif bitkisel
kaynakl1 proteinlerin pazara sunulmasi bilimsel literatiiriin
ve endiistrinin oncelikli hedefleri arasinda yer almaktadir.
Dogada var olan bitkisel materyallerin tamamindan protein
elde etmek mantikli bir yaklagim olarak goriilmemektedir.
Proteinlerin elde edilecegi ham maddenin bazi 6zelliklere
sahip olmasi bu noktada 6nem arz etmektedir. Iyi bir
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kaynagin olabildigince yiliksek oranda protein icermesi ve
alerjen  oOzelliklerin ~ minimum  seviyelerde  olmasi
gerekmektedir. Belirtilen noktalar géz Oniine alindiginda
icermis oldugu protein miktar1 (%13-31) ve diisiik alerjen
icerigi nedeniyle nohut 6n plana ¢ikmaktadir [5]. Ayrica
nohut diinyanin farkli bolgelerinde yetistirilmekte ve yillik
bazda en fazla yetistirilen ilk ii¢ baklagil tiirinden birisidir ki
bu durum hammaddeye ulagim noktasinda olusabilecek
problemlerin minimum seviyelerde oldugunun agik bir
gostergesidir [6].

Nohut proteinlerinin de i¢inde yer aldig1 farkli bitkisel
kaynakli proteinlerin dziitlenmesinde alkali uygulamalarin
bagaris1 Onceki ¢alismalarda not edilmistir [7]. Kenevir
tohumu [8], kayisi ¢ekirdegi [9] ve bezelye [10] proteinleri
alkali kosullarda elde edilen bitkisel kaynakli proteinlere
birer ornektir. Calismalarda oziitleme solventi olarak ya
dogrudan sodyum hidroksitin farkli konsantrasyonlar1 ya da
farkli pH degerlerine sahip saf su kullanilmistir [11,12]. Bu
calismalarda kullanilan solventin pH degeri basta 6ziitleme
verimi olmak {izere nihai protein tozlarmin karakteristik
Ozellikleri izerine etkisinin 6nemli oldugunu vurgulanmistir.
Ayrica 6ziitleme igin uygun pH degerinin ham maddeye gore
degisiklik gosterdigi not edilmistir. Dolayisiyla tesadiifi
secilen bir alkali pH degerinde protein 6ziitleme isleminin
efektif bir sekilde yiirtitiilebileceginin kesinligi s6z konusu
degildir.

Gida endiistrisinde yenilik¢i teknolojilerin (mikrodalga,
enzim ve ultrases destekli vb.) kullammmi ile alkali
yontemlere kiyasla daha yiiksek protein verimi elde edildigi
yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir [13,14]. Son yillarda
cevre dostu teknolojiler arasinda yer alan ultrases destekli
Oziitleme sistemleri de bitkisel kaynaklardan proteinlerin
elde edilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
sistemlerde oOziitleme isleminde kullanilan ¢oziici ham
maddeye daha iyi niifus eder, kiitle transferi daha hizli olur
ve hiicre duvari bozulan ham maddeden Oziitlenecek
materyaller daha yiiksek oranlarda salinirlar [15]. Sonug
olarak ultrases destekli oziitleme sistemlerinde proses
yiiksek verimde neticelendirilir [16]. Literatiir verilerinde bu
verimin, 6ziitleme zamani, cihaz genligi, cihaz giicli, ham
maddenin pargacik boyutu, 6ziitleme sicakligi ve sivi-kati
orant gibi g¢esitli parametrelere bagli oldugu ortaya
konulmustur [17].

Belirtilen hususlar dikkate alindiginda bitkisel kaynakli
proteinlerin 6ziitlenmesinde kullanilan yontemlerden olan
alkali ve ultrases destekli 6ziitleme kosullarinin optimize
edilmesi gerekliligi net bir sekilde goriilmektedir.
Optimizasyon isleminde tek degisken yaklagimi zaman alici,
pahali ve verimsizdir [18]. Bu yiizden tek degisken yerine
sinirli sayida ¢alisma ile daha fazla bilgiye ulagsmak igin
deneysel tasarim yaklasimlarini kullanmak daha makul
goriilmektedir [19].

Solvent olarak farkli pH degerlerine sahip su kullanilarak
nohuttan proteinlerin ultrases destekli sistemler yardimiyla
Oziitlemesine yonelik literatiirdeki veri setleri sinirlidir. Bu
ylizden bu ¢alismada ilgili bitkiden proteinlerin eldesi i¢in
Oziitleme siiresi, ultrases cihaz genligi ve solvent pH’s1 es
zamanl olarak sistematik yaklasimla optimize edilmistir.
Optimum kosullarda iiretilen protein tozlarinin karakteristik

yapis1 FTIR spektroskopisi ile aragtirilmistir. Ayrica tozlarin
detayli tekno-fonksiyonel 6zellikleri su tutma kapasitesi
(STK), yag baglama kapasitesi (YBK), kopiik
kapasitesi/stabilitesi, Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI),
emiilsiyon stabilite indeksi (ESI), stabilite indeks, stabilite
katsayis1 (R) ve santrifiij ¢okme oran1 (CPR) analizleri ile
ortaya konmustur.

2 Materyal ve metot

2.1 Materyal

Protein eldesinde ham madde olarak kullanilan nohut
ornekleri Sanlwrfa’da faaliyet gosteren yerel firmalardan
temin edilmistir (Protein orani: 18.2 g/100g). Oziitleme
oncesi ham maddenin ylizey alani laboratuvar tipi bir
ogitici  (DMS253, Demsan, Tirkiye) kullanilarak
arttirilmugtir (Partikiil ¢api: 1-2 mm). Calismada Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, ABD) ve Merck (Darmstadt,
Almanya) firmalarindan temin edilen analitik safliga sahip
kimyasallar kullanilmustir.

2.2 Protein oziitlemesi

Protein o6ziitleme deney tasariminda oOziitleme siiresi,
ultrases cihaz genligi ve solvent pH’s1 bagimsiz degiskenler
olarak belirlenmistir. Bu degiskenlerin protein verimi
tizerindeki etkileri yanmit yiizey metodolojisi (RSM)
kullanilarak merkezi tiimlesik tasarim ile arastirilmustir.
Deney tasarimi, merkez noktasinda 6 tekrar olmak iizere 20
denemeden olusmustur.

Protein oziitlemesi i¢in, 6gitiilmiis nohut 6rnekleri ve
distile su 1:10 (w/v) oraninda karistirilmistir. Deney
tasarimina gore farkl 6ziitleme stiresi (5-60 dk), farkl genlik
(%20-100) ve 1M NaOH ve/veya 1M HCl ile farkli pH (2-
10) degerlerine ayarlanan soliisyonlar ultrases cihazinda
(Wiseclean WUC-D10H) es zamanli olarak 6ziitlemeye tabi
tutulmustur. Belirlenen siireler sonunda solventler 4 °C'de
4000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra, siipernatantlar
toplanmis ve pH degerleri 1M HCl ile 4.5’ e ayarlanmistir.
Daha sonra proteinlerin tamamen ¢okmesi i¢in ilgili
soliisyonlar bir gece boyunca 4 °C'de bekletilmistir. Siire
sonunda santrifiijleme (4 °C'de 4000 rpm’de 15 dk) islemine
tabi tutulan orneklerden siipernatantlar uzaklastirilmig ve
dipte kalan ¢okeltiler (proteinler) dondurarak kurutma cihazi
(CoolerMed, Tiirkiye) ile kurutulmustur. Elde edilen tozlar
analizler gergeklestirilinceye kadar 4 °C’de muhafaza
edilmistir.

2.3 FTIR spektroskopisi

Optimum noktada elde edilen protein tozlarinin
spektrumlari1 FTIR cihazi (Shidmadzu, Japonya) kullanilarak
500-4500 cm? araliginda, 32 sn tarama siiresi ve 1 cm
¢Oziiniirliigiinde dlgiilmiistiir [20].

2.4 Tekno-fonksiyonel ozellikler

2.4.1 Su tutma ve yag baglama kapasitesi

Proteinin STK ve YBK o6zellikleri 6nceki bir ¢aligmaya
gore belirlenmistir [21]. Bir gram numune santrifiij tiipiine
almarak STK i¢in 10 mL saf su, YBK i¢in 10 mL aygicek
yagi ile karistirilmistir. Numuneler 1 sa boyunca belli
araliklarla vortekslendikten sonra 24 °C'de 5000 rpm'de 10
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dk santrifiijlenmisgtir. Siire sonunda tiipler 45 °C agiyla 30 dk
boyunca filtre edilerek siipernatant siiziilmiig ve nihai tartim
not edilmistir. Numunelerin son agirliklarinin baslangictaki
agirliklarina orani ile STK ve YBK degerleri hesaplanmustir.

2.4.2 Kopiirme kapasitesi ve stabilitesi

Kopiirme kapasitesi i¢in, %1°lik protein (pH 7.0)
sollisyonu hazirlanmistir. Yiiz mL’lik 6lglim silindirine
aktarilan soliisyonun ilk hacmi not edilmistir. Daha sonra
homojenizator (IKA-T18 Basic, Japonya) ile 12.000 rpm’de
1 dk boyunca karistirilmis ve siire sonunda olusan hacim
kaydedilmistir. Kopiirme stabilitesi igin 10. ve 30. dk’lardaki
hacimler kaydedilmistir. K&piirme kapasitesi ve stabilitesi,
agagidaki denklemlere gore hesaplanmustir (Denklem (1) ve

).

Ké&piirme kapasitesi (%) = VaV_be*lOO 1
Kopiirme stabilitesi (%) = ~-*100 )

V.= Homojenlestirmeden sonraki soliisyon hacmi, Vp=
Homojenlestirmeden onceki  sollisyon hacmi, V=
Homojenlestirmeden sonra ilgili zamandaki soliisyon hacmi.

2.4.3 Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi

Emiilsiyon hazirlamak i¢in, 100 mL 10 mM potasyum
fosfat tampon (pH 7.0) igerisinde 0.5 g protein
¢oOziindiiriilmiistiir. Su i¢inde yag emiilsiyonlart (%25 v/v)
olusturmak i¢in bir behere alinan protein soliisyonu (7.5 mL)
ve musir yagi (2.5 mL) 12.000 rpm’de 1 dk boyunca Ultra-
Turrax homojenizator (IKA-T18 Basic, Japonya) ile
karigtirilmigtir [22].

Taze hazirlanan emiilsiyon (50 pL) ve % 0.1 (w/v)’lik
sodyum dodesil siilfat (5 mL) bir tip igerisinde
karigtirilmistir.  Emiilsiyon aktivitesini  belirlemek i¢in
karisimin absorbansi 500 nm’de UV-Vis spektrofotometre
(Model UV-1280, Shimadzu, Japonya) ile okunmustur.
Emiilsiyon stabilitesi i¢in ise hazirlanan karisimin 10. ve 30.
dk’da absorbans degerleri kaydedilmistir. Emiilsiyon
aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi degerlerini hesaplamak
icin asagidaki denklemler kullanilmistir (Denklem (3) ve

(4)).

Emiilsiyon aktivitesi (mé/g) = 2222240 (3)
Emiilsiyon stabilitesi (dk) = A(;q_OAt *t 4)

Ai: homojenizasyon isleminden hemen sonra okunan
absorbans degeri; SF: Seyreltme faktorii; C: Protein
konsantrasyonu; ¢: Optik yol; 8: Yag hacim fraksiyonu; Ay
Homojenizasyon isleminden sonra ilgili zamanda okunan
absorbans degeri.

2.4.4 Stabilite indeksi

Taze hazirlanan 10 mL emiilsiyon, 15 mL lik santrifiij
tiipline ilave edilerek 4000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme siiresi sonunda emiilsiyonun tiip igerisindeki

faz  aymm  gozlemlenerek stabilitesi

yorumlanmustir. [23,24].

emiilsiyon

2.4.5 Stabilite katsayisi

On mL taze emiilsiyon, 2000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmistir. Siire sonunda siipernatantin baglangi¢ hali ve 100
kat seyreltilmis hali UV—-Vis spektrofotometre kullanilarak
750 nm’de okunmustur. Stabilite katsayisi asagidaki
denklem kullanilarak hesaplanmistir (Denklem (5)) [25].

Stabilite katsay1si (R) = == (5)

Aq: Siipernatantin orijinal halinin absorbans degeri; As:
Stipernatantin seyreltilmis halinin absorbans degeri.

2.4.6 Santrifiij ¢cokme orani

Taze hazirlanan 10 mL emiilsiyon, 2500 rpm’de 40 dk
santrifiijlenmistir. Daha sonra sivi kisim uzaklastirilarak
igerisinde tortu bulunan santrifiij tiipleri 30 dk boyunca ters
tutulmustur. Siire sonunda santrifiij tiipiinde kalan ¢okeltinin
agirhig: tartilarak asagidaki denkleme gore santrifiij ¢okme
orant hesaplanmstir (Denklem (6)).

Santrifiij ¢6kme oran1 = 2—?*100 (6)
my: Baslangictaki emiilsiyon agirligi; ma: Cokelti agirligi.

2.4.7 Istatistiksel analizler

Analizler ¢ tekerrlirlii yiriitilmiis ve sonuglar
ortalama+standart sapma seklinde ifade edilmistir. Datalar
tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
degerlendirilmistir. Ortalama degerler arasindaki istatistiki
farklar SPSS 22 paket programi (SPSS Inc., Sikago, IL,
ABD) TUKEY HSD kullanilarak degerlendirilmistir.
Oziitlemenin optimizasyonunda, tekli ve ¢oklu dereceden
model denklemlerini arastirmak amaciyla Design-Expert
yazilimi (Stat Ease, Design Expert 7.0, ABD) kullanilmustir.

3 Bulgular ve tartisma

3.1 Oziitleme optimizasyonu

Ultrases destekli 6ziitleme, bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan proteinleri 6ziitlemek igin kullanilan, yesil
cevre dostu popiller bir tekniktir. Yontem, numuneye yiiksek
frekansli ses dalgalarinin uygulanmasini icermekte ve bu da
hiicrelerin pargalanmasina ve igeriklerinin salinmasina
neden olmaktadir. Boylelikle elde edilen proteinlerin verimi
ve kalitesi artirilabilmektedir [26]. Ultrases destekli
oziitleme etkinligi, 6ziitleme siiresi ve ultrases cihaz genligi
gibi parametreler ile tespit edilmektedir [27]. Ayrica protein
oziitlemede pH faktoriiniin etkisi de yapilan c¢aligmalarda
rapor edilmistir [28]. Nohut proteinin ultrases destekli
oziitlemesi ile ilgili literatiirde ¢aligmalar olmasina ragmen,
Oziitleme stiresi, ultrases cihaz genligi ve solvent pH’si
parametrelerinin nohut protein tozu verimini nasil
etkiledigini gosteren sistematik c¢alismalarin  eksikligi
bulunmaktadir. Toz iirliniin verimini maksimum seviyeye
¢ikarmak i¢in nohut proteininin ultrases destekli 6ziitlemesi
yanit yiizeyi metodolojisi (RSM) kullanilarak optimize
edilmigtir. Merkezi tiimlesik tasarimina gore, Oziitleme
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stiresi, ultrases genligi ve ¢Oziici pH’smin toz verimi
tizerindeki etkilerini arastirmak igin 6 tekrarli 20 deneme
yapilmis ve deneysel sonuglar Tablo 1’de sunulmustur.
Deneysel plana ait toz verimi degerlerinin %1.20-10.90
araliginda degistigi belirlenmistir (Tablo 1). Toz veriminin
pH, genlik ve siireden etkilendigi tespit edilmistir. Tablo 1
incelendiginde toz verimi yanitinin 6ziitleme siiresi, genlik
ve pH degiskenleri arttikca arttigini gostermistir.

Tablo 1. Nohut proteini ultrases destekli 6ziitleme deney
tasarimi

Bagimli

Bagimsiz degiskenler degiskenler

Oziitleme siiresi

oldugu deneme noktasinda belirlenmigtir. Optimum nokta
belirlendikten sonra elde edilen 6ziitler dondurarak kurutma
ile toz forma doniistiiriilmiis ve analizlerde kullanilmistir.

Tablo 2. Nohut proteininin ultrases destekli 6ziitlemesine ait
yanit yiizey istatistikleri

Bagimli Std. 2 5 s Uyum
degisken Modeller p. R R%Adj p-degeri cksikligi

Dogrusal 1.85 0.5650 0.4835 0.0033** 0.0150
Toz 2F1 197 05975 0.4117 0.0367* 0.0095
verimi Kuadratik ~ 1.17  0.8917  0.7941  0.0009*** 0.0846
Kiibik 1.02  0.9499 0.8413 0.0071** 0.0565
Istatistiksel farkliliklar * (p<0.05), ** (p<0.01), *** p<(0.001) olarak
belirtilmistir.

(dK) Genlik (%) pH Toz verimi (%)

16 89 8.38 6.95 Tablo 3. Nohuttan protein 6ziitleme optimizasyonuna ait
33 100 6.00 6.14 model katsayilar

49 89 3.62 3.42 _

16 36 3.62 1.20 Model katsayilary/Deger Toz verimi
16 89 3.62 347 p—
49 36 8.38 8.06 fo _ 713

16 36 8.38 4.78 Kuadratik

48 36 3.62 1.97 B (Siire) 0.94*
33 60 6.00 5.66 i

60 60 6.00 764 S (Genlik) 0.85*
33 20 6.00 1.94 B3 (pH) 1.86%**
33 60 6.00 7.62 Lo

33 60 6.00 7.44 | Eddlegiml;

33 60 6.00 7.19 Pz (Siire x Genlik) -0.54
33 60 10.00 10.90 s (Siire x pH) 0.29
33 60 2.00 5.33 )

49 89 8.38 6.70 fea (Genlik  pH) 037
33 60 6.00 7.69 Ikinci derece

5 60 6.00 2.22 P (Siire x Siire) -0.99*
33 60 6.00 7.01 Paz (Genlik x Genlik) -1.30%*

Pas (PH *x pH) 0.14

Toz verimi tahmin edilen degerleri regresyon modelleri
kullanilarak ~ hesaplanmis ve  deneysel degerlerle
karsilagtirtlmigtir  (Tablo 2). Dogrusal, 2FI ve kiibik
modellemelerin istatistiksel analiz sonuglarinin birbiriyle
uyumsuz olmasi sonucunda Kuadratik modele ait R? ve R%;
degerlerinin yiiksek olmasi, uyum eksikliginin Onemsiz
olmas1 ve p-degerinin olduk¢a 6nemli olmasindan dolay1 en
uygun model olarak secilmistir (Tablo 2). Tablo 2'de yer alan
varyans analizi (ANOVA) sonuglart incelendiginde,
belirleme katsayisi (R?) ve diizeltilmis belirleme katsayist
(R%qj), p ve uyum eksikligi degerleri model belirlemede
belirleyici rol oynamuglardir. R? ve RZqj degerleri sirasiyla
0.8917 ve 0.7941 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, modelin
test verileri i¢in dogru bir sekilde yorumlandigini ve verilerin
tahmin edilen degerlerle uyumlu oldugu saptanmistir. Ayrica
p-degerinin p<0.001 olmas1 modellemenin istatistiki agidan
oldukg¢a 6nemli oldugu belirlenmistir. Modellerin gegerliligi,
varyasyonu dogru bir sekilde tahmin etmek amaciyla
modellerin uygunlugunu gosteren uyum eksikligi testi
(p>0.05) kullanilarak dogrulanmustir [29]. Toz verimi yaniti
icin uyum degeri eksikliginin onemsiz olmasi (p>0.05),
modelin deneysel verilere uygunlugunu gostermistir. Toz
verimi iizerine pH p<0.001, siire ve genlik degiskenleri ise
p<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3). Ayrica toz
verimi {izerine siire x siire ve genlik x genlik
interaksiyonlarinin sirastyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde
onemli oldugu tespit edilmistir. En yiiksek toz verimi
Oziitleme stiresinin 42.41 dk, genligin %61.39 ve pH: 8.38

Model: Toz verimi (Bagimli degisken) = Po + Bi(Siire) + Bo(Genlik) +
ﬁ3(p[‘[) + ﬁlz(Siire X Genlzk) + ﬂlg(Siire X p]‘[) + ﬂzs(Genlik X pH) +
Pu(Siire x Siire) + fao(Genlik x Genlik) + Ba3(pH x pH)

"p<0.05; "p<0.01; ""p<0.001

3.2 FTIR spektroskopisi

Bir proteinin yapisindaki peptit baglart ve aminoasit yan
zincirleri gibi fonksiyonel gruplarin titresim hareketi sonucu
dipol momentumunun degisimi, spektrum olarak pik verir
[30]. Nohut proteini FTIR spektrumu Sekil 1’de
sunulmusgtur. FTIR spektrumlarinda amid I (1700-1600 cm-
1y amid I1 (1600-1500 cm™*) amid 111 (1300-1000 cm™*) amid
A (3000-3500 cm™) ve amid B (2850-2980 cm™) olarak
bilinen dalga boylar1 proteinlerin parmak izi bdlgesi olarak
tanmimlanir [31,32]. Sekil 1’e bakildiginda nohut proteini
karakteristik bantlarindan C=0 esnemesini belirten amid I
bandi 1649 cm™ dalga boyunda, N-H deformasyonunu
belirten amid I band1 1528 cm® dalga boyunda, C-N
esnemesini belirten amid III bandi ise 1046 cm™ dalga
boyunda goriilmiistiir. Ayrica N-H gerilmesi, H baglarinin
sayisina atfedilen amid A (3292 cm™) bandi ve =CH ve -NHs
gruplarinin asimetrik titresimine atfedilen amid B (2957 cm’
1) bandi da belirgin olarak goriilmektedir. FTIR
spektrumunda bu karakteristik bantlarin varligi, pH ve
ultrasesin es zamanli uygulamasi ile protein 6ziitlemesinin
basaril bir sekilde gergeklestigini dogrulamaktadir. FTIR
spektroskopisi  kullanilarak ketencik tohumu proteini
yapisini dogrulamak igin yapilan ¢aligmada amid grubunun
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proteinlerin karakteristik grubu oldugu bildirilmistir. Amid I
band1 1642 cm™, amid II band1 1544 cm™ ve amid I1I band:
1236 cm? ile tanimlanmustir  [33]. Calismada elde edilen
sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu ve protein yapisini
dogruladig1 saptanmustir.

w Amid A

Amid "Amid 1 #

Amid B

Amid ITI

T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Dalga boyu (cm-)

Sekil 1. Nohut proteini FTIR spektrumu

3.3 Tekno-fonksiyonel izellikler

Bitkisel proteinlerin  STK degerleri, protein tiird,
kimyasal bilesimlere, yapilara ve elde edildigi kaynaga goére
degisebilmektedir [34]. STK degeri, proteinlerin sekil,
biiyiikliik, proteinler {izerindeki amino asit dengesi,
¢oziintirliik ve pH gibi fizikokimyasal parametrelere baglidir
[35]. Bu ¢alismada elde edilen nohut protein tozunun STK
degeri %240.24 olarak belirlenmistir (Tablo 4). Farkh
kurutma tekniklerinin nohut proteini iizerine etkilerinin
aragtirildigr bir ¢aligmada STK degerleri 206.34-270.84
g/100g araliginda bildirilmistir [36]. Literatiirde iki farkli
nohut ¢esidi iizerine kavurma ve ¢imlendirme muamele
etkisinin incelendigi caligmada alkali 6ziitleme uygulanan
nohut 6rneklerinde STK degerleri %193 (Arerti) ve %180
(Natoli) olarak tespit edilmistir [37]. Bir baska ¢aligsmada ise
alkali oziitleme sonrasi elde edilen nohut proteinin STK
degeri yaklagik %120 olarak rapor edilmistir [38]. Yapilan
bir caligmada visne cekirdegi, nar cekirdegi ve bezelye
proteinlerinin STK degerleri sirasiyla %208, %191 ve %398
olarak bulunmustur [39]. Yiiksek STK degeri, daha az
miktarda ¢6ziiniir protein kaybindan ve yiiksek miktarda
polar amino asitlerin varligindan kaynaklanmaktadir [36].
Yiiksek STK'li proteinler daha fazla su tutabilmekte ve
tekstlirel ~ Ozellikler {iizerinde iyilestirici etkiye sahip
olabilmektedirler. Bir proteinin YBK’s1, belirli bir miktarda
protein tarafindan baglanabilen yag miktar1 olarak
tanimlanmigtir. ' YBK, protein igerigi, yiizey alani,
hidrofobiklik, yik ve topografya, yagin likiditesi ve
kullanilan ydntem gibi bir dizi faktérden etkilendigi
bildirilmigtir [40]. Yagin gida bilesenlerine, 6zellikle
proteinlere ve karbonhidratlara baglanmasi, dokusal ve diger
gida Kkalitesi ozelliklerini  etkilemektedir. Proteinlerin
YBK’s1, emiilsiyonlarda ve diger gida sistemlerinde lipitlerle
etkilesime girme yetenegi, gida formiilasyonlarinda énem
arz etmektedir [41]. Bu g¢aligmada 6rnegin YBK degeri

%213.68 olarak bulunmustur (Tablo 4). Kurutma
yontemlerinin nohut protein konsantrelerinin ~ fiziko-
kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerine etkisinin incelendigi
calismada YBK degerleri %191.39-277.05 arasinda rapor
edilmigtir [36]. Ultrases uygulamadan alkali 6ziitleme ile
elde edilen nohut proteinlerinin YBK degeri %188 olarak
bildirilmistir [42]. Visne ¢ekirdegi, nar ¢ekirdegi ve bezelye
gibi farkli bitki bazli proteinlerin YBK degerleri sirasiyla
%162, %284 ve %92 olarak belirlenmistir [39]. Visne
¢ekirdegi  proteinin  tekno-fonksiyonel  &zelliklerinin
arastirildigt caligmada YBK degeri %155 olarak tespit
edilmigtir [43]. YBK’nin yiiksek olmasi, proteinlerin
geligsmis hidrofobik 6zelliklerine ve polar olmayan amino
asit yan zincirlerinin iistiin yag baglama performansina
baglanmistir [44]. Yiiksek YBK’nin, yagl gidalara ilave
edilerek daha iyi lezzet profili olusturdugu ve gida
riinlerinin raf dmriinii uzattig1 bildirilmistir [45]. Kopiirme
kapasitesi olusturulan bir kopiigiin hacmini, kopiik stabilitesi
ise siire boyunca kopiik hacmindeki degisimi 6lgmektedir
[46]. Kopiigin  kalitesi, proteinlerin  ¢oziiniirliikleri,
hidrofobiklikleri ve molekiiller arasi bag olusturma
yetenekleri gibi yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine baglidir.
Bitki proteinleri, amino asit bilesimlerine, molekiiler
agirliklarma ve diger faktorlere bagli olarak kopiirme
kapasiteleri ~ ve  stabiliteleri  bakimindan  farklilik
gostermektedir [47]. Calismada elde edilen kopilirme
kapasitesi %37.50, kopiik stabilitesi ise 10. ve 30. dk i¢in
sirastyla %73.33 ve %60.00 olarak belirlenmistir (Tablo 4).
Literatiirde yer alan bir ¢aligmada nohut proteinlerinin
kopiirme kapasiteleri %41.93-58.06 olarak saptanmistir [36].
Farkli bitkisel proteinler ile yapilan baska bir ¢aligmada
proteinlerin  kopiirme kapasiteleri incelenmistir (Visne
¢ekirdegi proteini: %39; nar ¢ekirdegi proteini: %46.50 ve
bezelye proteini: %92.50). Aynmi calismada proteinlerin
kopiik stabiliteleri de incelenmis ve visne ¢ekirdegi (%0.00),
nar ¢ekirdegi (%9.02) ve bezelye (%83.50) proteinleri rapor
edilmistir [39]. Ayrica dondurarak kurutma ile elde edilen
visne ¢ekirdegi proteinlerinin kopiirme kapasitesi ve kdpiik
stabilitesi degerleri sirasiyla %9.00 ve %4.00 olarak
bildirilmistir [43].

EAI, bir proteinin bir emiilsiyonu stabilize etme
yeteneginin bir lgiisiidiir. Belirli kosullar altinda belirli bir
miktarda su iginde yag emiilsiyonunu stabilize etmek igin
gereken protein miktarin1 belirtmektedir. ESI ise, bir
proteinin, bir emiilsifiye edici madde tarafindan bir arada
tutulan ve birbiriyle karigmayan iki stvinin (genellikle yag ve
su) karisimi olan bir emiilsiyonu stabilize etme yetenegini
ifade etmektedir [46]. Ornegin EAI degeri 15.36 m?/g, ESI
10. ve 30. dk igin sirastyla 62.24 ve 181.30 olarak tespit
edilmigtir. EAl’nin yiliksek olmasi, hidrofobik amino asit
kalintilarinin agiga ¢ikmasina yol agan ve sonug olarak
yiizey aktivitesini ve yag ve su arayiiziinde adsorpsiyonu
artiran  kiiresel proteinlerin  ayrismast ve kismen
agilmasindan kaynaklanabilecegine atfedilmistir [48]. Nohut
proteini izolat1 ile yapilan ¢alismada EAI degeri 1.08 m?/g
olarak tespit edilmistir [42]. Ayrica nohut proteini {izerine
yapilan baska caligmalarda EAI degerleri 5.7-253 m?/g
araliklarinda bildirilmistir [49-51].
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Tablo 4. Nohut proteininin tekno-fonksiyonel 6zellikleri

Parametreler Degerler

Su tutma kapasitesi (%) 240.24+2.47
Yag baglama kapasitesi (%) 213.68+1.96
Kopiirme kapasitesi (%) 37.50+0.91
Kopiik stabilitesi (%) (10 dk) 73.33£1.76
Kopiik stabilitesi (%) (30 dk) 60.00+1.25
Emiilsiyon aktivitesi indeksi (EAI) (m?%g) 15.3640.72
Emiilsiyon stabilite indeksi (ESI10) 62.24+1.45
Emiilsiyon stabilite indeksi (ESI30) 181.30+1.78

Veriler, ii¢ kopyanin (n=3) ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir.

3.4 Stabilite indeksi, stabilite katsayist ve santrifiij ¢okme
orani

Stabilite indeksi, su i¢inde yag emiilsiyonun kararligini
belirlemek amactyla santrifiij sonrasi olugan faz ayirimlarina
gore belirlenebilmektedir. Kararsiz bir yapr sergileyen
emiilsiyonlarda yag fazit ve serum fazi ayrilmakta,
dolayisiyla emiilsiyon stabilitesini koruyamamaktadir. Bu
yiizden faz ayiriminin en diisiik seviyede olmasi emiilsiyon
kararlilig1 agisindan tercih edilmektedir [52]. Nohut proteini
ile hazirlanan emiilsiyonlarin stabilite indeksi Sekil 2A” da
sunulmustur. Santrifiijleme islemi sonrasi olusturulan
emiilsiyonda yag fazi ayrimi goriilmemistir. Bu durum nohut
proteinin yiizey aktif madde 6zelligini ortaya ¢ikarmaktadir.
R ve CPR da su i¢inde yag emiilsiyonlariin kararliligimi
belirleyen parametrelerdendir. Bu degerler, emiilsiyon
kararlilig1 agisindan ters korelasyon gosterirler. Stabilitesi
yiiksek olan emiilsiyonlarin R degeri yiiksek, CPR degeri
diistik olur [25].

A B

10 16

Stabilite indeksi
Stabilite katsayisi (R)
T T T T T
®
Santrifiij c6kme oram (%)

0.2

0.0 -
Nohut proteini (CPR)

T
Nohut proteini (R)

Sekil 2. Nohut proteininin stabilite indeksi, stabilite
katsayis1 ve santrifilj cokme orani.

Nohut proteini ile hazirlanan emiilsiyon i¢in R degeri 0.68,
CPR degeri ise %14.60 bulunmustur (Sekil 2B). Li ve ark.,
(2019) kolza proteini ile olusturulan emiilsiyonun
stabilitesini arastirdiklart ¢aligmalarinda, O ile 1 arasinda
olan R degerinin 1’e yaklastikca emiilsiyonun kararliliginin
arttig1 ve daha stabil bir yap1 gosterdigi, kolza proteini igeren
emiilsiyonda R degerinin 0.40 oldugu, CPR degerinin ise
yaklasik %43 oldugu rapor edilmistir [25]. Nohut proteininin
R degerinin (0.68) daha yiiksek, CPR degerinin (%14.60) ise
diisiik olmasi, bu proteinin emiilsiyon icerisinde sergilemis
oldugu davranig1 ortaya koymaktadir. Ayrica emiilsiyon

aktivitesi, emiilsiyon stabilitesi analizleri sonug¢larinin da bu
durumu destekledigi goriillmiistiir.

4  Sonuclar

Son yillarda, ekolojik, saglik ve hayvan refahi lizerindeki
etkileri nedeniyle hayvansal protein kaynaklar1 yerini
bitkisel kdkenli proteinlere birakmaya baglamistir. Bitkisel
bazli proteinler arasinda soya, bezelye ve nohut gibi protein
kaynaklar1 6n plana ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmada, ultrases ve
¢oziicii pH’sinin es zamanli uygulama yaklagimi ile optimize
edilmis nohut proteininin  spektrofotometrik, tekno-
fonksiyonel ve emiilsiyon 6zellikleri arastirilmistir. Ultrases
ile 6ziitleme nohut proteininin emiilsifiye edici ve kopiik
olusturma o6zelliklerine sahip oldugu ve bu sayede cesitli
gida uygulamalar1 i¢in kabul edilebilir olabilecegi tespit
edilmistir. Ayrica yapilan bu ¢aligma, protein kaynaklarinin
cesitlendirilmesine, gida uygulamalarinda nohut proteininin
yiizey aktif madde ve dogal emiilgator olarak kullanimina
yonelik ¢aligmalara katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Cikar catismasi
Yazarlar ¢ikar ¢atigmast olmadigini beyan etmektedir.
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