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SULU ENZIMATIK EKSTRAKSIYON YONTEMI iLE AYCICEK YAGI VE
PROTEINI ELDESI

OZET

Cevre Kkirliliginin artmas1 ile birlikte gida kaynaklarinin korunmasi ve
stirdiiriilebilirligi 6nemli bir konu haline gelmektedir. Bu amagcla, giiniimiizde bir¢ok
alanda siirdiiriilebilir ve c¢evre dostu alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Solvent ekstraksiyonu, yag endiistrisinde en yaygin kullanilan geleneksel
yontemlerden biridir ve bu yontemle elde edilen yag verimi oldukga yiiksektir. Solvent
ekstraksiyonunda hekzan ve/veya n-hekzan gibi organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir.
Ancak kullanilan bu organik ¢oziiciiler toksik ve yanici olmasi gibi sebeplerden dolay1
bazi kisitlamalara sahiptir. Ayn1 zamanda ¢ok fazla ¢oziicii kullanilmasi da cevre
sorunlarin1 beraberinde getirmektedir. Sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi ¢oziicii
olarak su kullanilmasi sebebi ile ¢evre dostu bir yontemdir ve bu yontemle yiiksek
kalitede tiriinler ekstrakte edilebilmektedir. Bununla birlikte herhangi bir bozulma
olmadan yiiksek besin icerigine sahip yan iriinlerin de elde edilmesine olanak
saglamaktadir. Aycigegi, yag, kiispe ve biyodizel gibi kullanim alanlar1 agisindan
onemli bir yagli tohum bitkisidir. Gliniimiizde tiretilen aygigegi tohumunun biiyiik bir
kismi1 yag iiretimi i¢in kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, aygicegi tohumlarindan yag eldesinde, geleneksel solvent ekstraksiyonu
yontemi yerine sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi kullanilarak yag elde edilmesi ve
ayni zamanda yag ekstraksiyonu sonrasinda aygigegi proteinlerinin de es zamanh
olarak elde edilmesi amaglanmistir. Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda elde
edilen yagda verim hesaplanarak Soxhelet ekstraksiyonu ile elde edilen yag verimleri
ile karsilastirilmistir. Ayn1 zamanda, sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasi sulu fazda
alkali ekstraksiyon-izoelektrik ¢oktiirme ile protein izolati elde edilmistir ve protein
izolatlarinda bulunan klorojenik asitin uzaklastirilmasi i¢in yikama yapilmistir. Sulu
enzimatik ekstraksiyon i¢in Yiizey Tepki Metodolojisi (RSM) kullanilarak 31 adet
ornek deney tasarimi olusturulmustur. Optimum sulu enzimatik ekstraksiyon
kosullarin1 belirlemek icin 1:4, 1:7, 1:10 kat1 sivi oram1 ve 1,3,5 ml/100 g enzim
oranlar1 ve ekstraksiyon siiresi olarak 30, 60, 90 dk (Celluclast® ve Alcalase® icin
ayr1 ayr1) kullanilmistir. Yapilan denemeler sonucunda, optimum sulu enzimatik
ekstraksiyon parametreleri 4g/g kat1 sivi orani, 5mL/100g enzim konsantrasyonu,
Celluclast® siire 1,5 ve Alcalase® siire 1,5 saat olarak belirlenmistir. Bu kosullarda
gergeklestirilen SEE sonrasi elde edilen yag verimi %33,44 ve protein degeri %3,82
olarak bulunmustur. Elde edilen yagin serbest yag asidi degeri %0,7440,05, peroksit
degeri 1,55+0,175 megiv/kg bulunmustur. Sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen
yag verimi, solvent ekstraksiyonu ile elde edilen yag verimi ile kiyaslandiginda daha
diisiik bir yag verimi elde edilmistir.

Alkali ekstraksiyon-izoelektrik ¢oktiirme ile elde edilen protein izolati miktar
1,60+0,07g ve protein igerigi %54,99+1,12 olarak bulunurken klorojenik asit
uzaklastirma isleminden sonra elde edilen protein izolati miktar1 0,81+0,13g ve protein
icerigi %58,27+0,15 olarak elde edilmistir. Belirlenen optimum kosullarda HPLC
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kullanilarak izolatlardaki klorojenik asit miktarlar1 tespit edilmistir. Sulu enzimatik
ekstraksiyon sonucu elde edilen protein izolatlarindaki klorojenik asit miktar
2,43+0,56mg/g olarak tespit edilirken klorojenik asit yikama sonrasindaki protein
izolatlarindaki klorojenik asit miktarinin 3,66+0,84mg/g oldugu gozlemlenmistir ve
klorojenik asit uzaklastirma i¢in denenen yontemin etkili olmadig1 gézlemlenmistir.
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SUNFLOWER OIL AND PROTEIN OBTAINED BY AQUEOUS
ENZYMATIC EXTRACTION

SUMMARY

Sunflower seeds are one of the most important oil crops in the world and in Turkey.
Global production of sunflower seeds in the world ranks third after soybeans and
rapeseed. Sunflower seeds are produced in Europe and Turkey, especially in Ukraine
and Russia. Nowadays, most of the sunflower seeds produced are used for oil
production. Sunflower oil is generally considered a premium oil when compared to
other vegetable oils due to its light colour, mild flavor and rich components.

As a result of oil extraction of sunflower seeds, a valuable by-product called oil cake
is obtained. The oil cake obtained after extraction has a very rich content, especially
in terms of protein (20-60%), and it can be evaluated as an alternative protein source.
In addition, oil cakes are a source of bioactive compounds with beneficial properties
for health. Sunflower seed meal appears to have a balanced amino acid profile when
compared to other seed meals. However, the oil cake obtained as a result of oil
extraction by traditional methods such as solvent extraction is used only as animal
feed. Phenolic compounds, which are found in relatively high amounts in sunflower
seeds, are also considered among the factors limiting the use of sunflower proteins. In
particular, the presence of chlorogenic acid in sunflower seeds is an important
problem. This is because phenolic compounds reduce both the digestibility and
functionality of proteins as a result of their interaction with proteins. These reactions
lead to the destruction of essential amino acids and the formation of toxic compounds.
However, the presence of chlorogenic acid in sunflower seeds may cause undesirable
color and flavor changes in sunflower protein isolates.Solvent extraction is one of the
traditional methods of vegetable oil production and is widely used. Generally, solvents
such as hexane and/or n-hexane are used in solvent extraction. However, such organic
solvents have some limitations as they are toxic and flammable. At the same time, the
use of excess solvent in the process also causes serious environmental problems.

With the increase in environmental pollution, the protection and sustainability of food
resources becomes an important issue. Therefore, there is a need for sustainable and
environmentally friendly alternative methods in many areas. Due to the use of water
as a solvent in the aqueous enzymatic extraction method, it is an alternative to
traditional methods, reliable and environmentally friendly, and it is possible to obtain
high quality products with this method. In addition, by-products with high nutrient
content can be obtained without degradation of the material to be extracted.

In this study, it was aimed to obtain oil from sunflower seeds by using aqueous
enzymatic extraction method instead of traditional solvent extraction method. At the
same time, it was tried to obtain sunflower proteins simultaneously after oil extraction.
The yield of oil obtained after aqueous enzymatic extraction was calculated and
compared with the oil yields obtained by Soxhelet extraction. After the aqueous
enzymatic extraction, the protein isolate was obtained by alkaline extraction-
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isoelectric precipitation in the aqueous phase and washing was carried out to remove
the chlorogenic acid present in the protein isolates.

The efficiency of Celluclast®, Alcalase®, Viscozyme® and Pectinex® enzymes
individually and their combinations were evaluated in order to disrupt the cell wall
structure of sunflower seeds and to release the bound oil. As a result of aqueous
enzymatic extraction with Celluclast®, Viscozyme® and Pectinex® enzymes, no oil
phase was formed. The highest oil yield was obtained by aqueous enzymatic extraction
with Celluclast® -Alcalase® enzyme combination. In order to decide on the extraction
temperature beforehand, extraction trials were carried out at 50°C and 60°C. It was
observed that there was no significant difference between the oil yields obtained after
aqueous enzymatic extraction performed at 50°C and 60°C temperatures, but
considering that high temperatures may affect the quality parameters of the oil, it was
decided to perform the extraction at 50°C. Compared to traditional solvent extraction,
the oil yield obtained by the aqueous enzymatic extraction method is relatively lower.
For this reason, demulsification process is applied in the cream phase obtained at the
end of the extraction in order to increase the oil yield. For this step, demulsification
process was applied both with pH and by adding enzyme, and the efficiency of the two
methods was evaluated. The oil yield obtained after the demulsification process using
the enzyme was found to be relatively higher. However, due to the length of the
process, it was decided to perform the demulsification process by adjusting the pH.

In order to determine the optimum extraction parameters for aqueous enzymatic
extraction, 31 sample experimental designs were created by using the Surface
Response Methodology (RSM). In order to determine the optimum agqueous enzymatic
extraction conditions, 1:4, 1.7, 1:10 solid-liquid ratio and 1,3,5 mL/100 g enzyme
ratios and extraction time were determined as 30, 60, 90 min for Celluclast® and
Alcalase®. As a result of the experiments, the optimum agqueous enzymatic extraction
parameters were determined as 4g/g solid-liquid ratio, 5mL/100g enzyme
concentration, Celluclast® time 1.5 and Alcalase® time 1.5 hours. The oil yield after
SEE performed under these conditions was 33.44% and the protein value was 3.82%.
The free fatty acid value of the obtained oil was 0.74+0.05%, and the peroxide value
was 1.55+0.175 meqiv/kg. It was determined that the oil yield was lower when the oil
yield obtained by aqueous enzymatic extraction was compared with the oil yield
obtained by solvent extraction.

Protein isolate was obtained by alkaline extraction-isoelectric precipitation from the
aqueous phase after aqueous enzymatic extraction performed under optimum
conditions. For this purpose, the aqueous phase obtained after the aqueous enzymatic
extraction was collected and the pH was adjusted to 9 in order to extract the proteins
in alkaline medium and mixed for 1 h. It was then centrifuged and the aqueous
supernatant was collected and the same procedure was repeated. This time, it was
aimed to precipitate the proteins at the isoelectric point by adjusting the pH to 4.5. The
resulting precipitate was freeze-dried. In order to prevent the formation of green
pigment as a result of the interaction of chlorogenic acid with proteins after oxidation
in alkaline conditions, the aqueous phase obtained after aqueous enzymatic extraction
was subjected to acidic washing before obtaining the protein isolate. After the aqueous
phase obtained after the aqueous enzymatic extraction was collected, the pH of the
medium was adjusted to 5 and subjected to a 30-minute mixing process. Then it was
centrifuged and the same process was repeated by removing the precipitate from the
mixture. After the precipitate remaining after centrifugation was dispersed in water at
a ratio of 1:10 (w/v), protein isolate was obtained by alkaline extraction-isoelectric
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precipitation method. While the amount of protein isolate was 1.60+0.07g and the
protein content was 54.99+1.12%, the amount of protein isolate obtained after
chlorogenic acid removal was 0.81+£0.13g and the protein content was 58.27+0.15%.
The amount of chlorogenic acid in the isolates was determined using HPLC. While the
amount of chlorogenic acid in the protein isolates obtained as a result of aqueous
enzymatic extraction was determined as 2.43+0.56mg/g, the amount of chlorogenic
acid in the protein isolates after chlorogenic acid washing was observed to be
3.66+0.84mg/g.
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Giliniimiizde artan ¢evre sorunlar1 ile birlikte gida kaynaklarmin korunmasi ve
stirdiiriilebilir gida uygulamalar1 konusu olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Bu amagla
bitkisel yag iiretiminde yaygin olarak kullanilan gelencksel yontemlerin yerine
stirdiriilebilir ve cevre dostu yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu calismada,
diinyada ve lilkemizde en onemli bitkisel yag kaynaklarindan biri olan aygicegi
yagmin, slrdiiriilebilir, ¢evre dostu ve ayni zamanda iiriin kalitesini koruyan bir
yontem olan sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi ile elde edilmesinin yani sira bu
yontem ile gida bileseni olarak degerlendirilemeyen aycicegi proteinlerinin de es

zamanh olarak elde edilmesi amag¢lanmustir.

1.2 Literatiir Taramasi
1.2.1 Aycicegi, aycicegi yagi ve iiretimi

Aycigegi (Helianthus annuus L.) diinyada en yaygmn yetistirilen Onemli yag
bitkilerinden biridir. Ay¢igeginin cins adi, Yunanca helios (giines) ve anthos (gicek)
kelimelerinden tiiretilmistir (Fick ve Miller, 1997). Anavatani Giiney Amerika
olmasina ragmen giiniimiizde ay¢icegi Karadeniz Bolgesi basta olmak {lizere Akdeniz
Bolgesi’nde yetismektedir (Kaya ve ark., 2008). ilk olarak Hintliler tarafindan yiyecek
ve ilag olarak kullanilmasinin yami sira tdrenlerde viicut boyamasi i¢in de
kullanilmistir.  Aygigegi tohumlar1 genellikle corba ve yemeklerde un olarak
karistirilmis, hatta eski zamanlarda kahve olarak bile kullanildig bildirilmistir. Ote
yandan, aycicegi kabugu ve yapraklari boya yapiminda, tag¢ yapraklari ve polenleri yiiz
boyamada, ay¢igegi yagi ise Sa¢ tedavisinde ve yemeklik yag olarak kullanilmistir
(Kaya ve ark., 2012).



Helianthus cinsinin 14'3 tek, 37'si cok yillik olmak tizere 51 tiirti mevcuttur (Fernandez
ve ark. 2009). Aygicegi bitkisi genel olarak uzun yapili bir bitkidir. Ekimi yapilan
aycicekleri genellikle 150-200cm civarinda bir boya sahipken yabani tiirlerin boyu 4-
5 metreyi bulabilmektedir. Bitkilerin boylar1 iklim ve toprak kosullarina baglidir ve
kuraklik veya yetersiz beslenen topraklar bitki boyunu biiylik 6l¢lide azaltirken,
sulama ve daha az su stresi bitki boyunu olumlu etkilemektedir. Standart boydaki
(150-180 cm) melezlerin yani sira diinyada hem yari bodur (100-150 cm) hem de
bodur (50-100 cm) melezleri de iiretilmistir. Bitki boyunun azalmasi, yatma ve bazi
hastaliklara karsi dayaniklilik, bitki yogunlugunun yiiksek olmasi vb. gibi bir¢ok
avantaji olmasina ragmen, bitki boyu da verimi olumlu yonde etkilemektedir ve birgok
calismada degerli bir verim 6zelligi olarak belirtilmektedir (Kaya ve Atakisi 2003).

Aygicegi tohumlar: tekli ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin yani sira E vitamini
iceriginin  yiiksek olmast nedeniyle tiiketiciler tarafindan yaygin olarak
tiketilmektedir. Aygigegi tohumlarinin yag kalitesi, yag asidi kompozisyonu,
tokoferoller, steroller, karotenoidler ve diger bilesiklerin seviyeleri ile
belirlenmektedir. Normal ay¢igek yagi, %5565 linoleik asit (C18:2) ve %20-30 oleik
asitten (C18:1) olusmaktadir. Geriye kalan kisim ise %5-10 palmitik (C16:0) ve stearik
asitten (C18:0) olusmaktadir. Aygigek yagi yiiksek oranda ¢oklu doymamis yag asidi
olan linoleik asit igermektedir. Ayn1 zamanda 1yi bir kalsiyum, fosfor, nikotinik asit

ve E vitamini kaynagi oldugu bildirilmistir (Joksimovi¢ ve ark., 2006).

Yagli aycicegi tohumlari, yag endiistrisi agisindan oldukca 6nemli bir yagl tohumdur
ve genellikle bitkisel yag liretimimizin %69 unu karsilamaktadir. Yag endiistrisinde
bol miktarda yan iiriin tiretilmektedir. Bunlar arasinda, aygigegi kiispesi yiiksek besin
ve protein igerigi nedeniyle olduk¢a dikkat ¢ekici bir yan {riin olarak

degerlendirilmektedir (Binboga Meral, 2019).

Aycigegi, yag, kiispe ve biyodizel gibi kullanim alanlar1 agisindan 6nemli bir yagh
tohum bitkisidir. Giiniimiizde iretilen aygigegi tohumunun biiyiik bir kismi yag
tiretimi icin kullanilmaktadir. Aygicegi yagi, agik rengi, yumusak tadi ve yiiksek
duman noktas1 nedeniyle diger bitkisel yaglarin ¢oguna kiyasla genellikle birinci sinif
bir yag olarak kabul edilmektedir (Fick ve Miller, 1997). Yagli tohum {iretimi
acisindan aygigegi, soya fasulyesi (%66) ve kolza tohumundan (%10) sonra kiiresel
tiretimin %35,6's1 ile ii¢lincii sirada yer almaktadir. Aygicegi sinirl sayida tilkede biiyiik

Ol¢ekte tretilmekte olup, iiretimin tigte ikisi Ukrayna ve Rusya dahil olmak iizere



Avrupa'da ve Tiirkiye'nin Trakya Bolgesi’nde yogunlagmaktadir. Diger biiytik tiretici
ilkeler ise Arjantin, Cin, Amerika Birlesik Devletleri ve Afrika'nin Giineydogu
bolgesidir (Pilorge E, 2020). Tiirkiye’de, en fazla ekim alanina ve iiretimine sahip
yagli tohumu aycicegidir ve bitkisel ham yag iiretiminin %46’simi1 ayci¢cegi tohumu
olusturmaktadir (USDA, 2020). Cizelge 1.1°de diinya aygicegi tohumu ve aygicegi

yagi iiretim miktarlarinin yillara gére dagilimi gosterilmistir.

Cizelge 1.1: Diinya aygicegi ¢ekirdegi ve aygicegi yagi iiretim degerleri (2021-
2023/1000 ton) (USDA).

) ) Aycicegi Cekirdegi Aycicegi Yagi
Uretim Ulke
20/21 21/22 22/23 20/21 21/22 22/23

Arjantin - 3,430 3,350 4,200 1,350 1,440 1,482

Rusya 13,269 15572 17,000 5,121 5,823 6,195
Tirkiye 1,560 1,750 1,900 1,044 923 1,175

Ukrayna 14,100 17,500 9,500 5,913 4,515 4,085
Avrupa
Birligi
Diger 8,017 8,806 8,629 2,173 2,705 2,698

8,897 10,341 9,700 3,460 4,225 4,352

Toplam 49,273 57,319 50,929 19,061 19,631 19,987

Tiirkiye’de yaglik aygigegi liretiminin en ¢ok yapildig il Tekirdag’dir. Konya ve
Edirne ise yaglik aycicegi liretiminde sirasiyla ikinci ve lgiincii sirayr almaktadir.
Uretim alan1 en yiiksek il Tekirdag (235 kg/da) olmasina ragmen verim degeri en
yiiksek il Konya (408 kg/da)’dir (Semerci ve Durmus, 2021). 2021 TUIK verileri
incelendiginde aygicegi iretimi %16,8 oraninda artarak 2,4 milyon ton olmustur

(TUIK, 2021).

1.2.2 Aycigegi proteini

Gilinlimiizde hayvansal ve bitkisel proteinlere kars1 artan bir talep mevcuttur. Ancak
hayvansal proteinler ekonomik ve ¢evresel faktorler sebebi ile oldukca pahalidir. Bu
sebeple alternatif protein kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkisel proteinler, gida
formiilasyonlarinda fonksiyonel bilesen olarak hayvansal proteinlere ekonomik ve

surdiriilebilir alternatiflerdir.



Yaglh tohumlar, onemli bitkisel protein kaynaklar1 olarak degerlendirilmektedir.
Ozellikle soya proteinleri, gidalarda fonksiyonel bir bilesen olarak kullanilan temel
yagli tohum proteinidir. Aycigegi tohumu, genellikle yag endiistrisinde yag elde etmek
i¢cin kullanilmaktadir ve ekstraksiyon sonucunda kiispe olarak adlandirilan degerli bir
yan lriin olugmaktadir. Proteinler, lipitlerden sonra aygicegi tohumunun ikinci ana
bilesenini olusturmaktadir (Gonzalez-Pérez ve Vereijken, 2007). Kabugu
uzaklastirilmis aygicegi tohumunun yaklasik olarak %20-40 ham protein icerdigi
bildirilmigtir. Belirtilen bu degerlerin yaklasik %89-99’unu gercek proteinler
olusturmaktadir. Geri alan %1-13’liikk kisim ise peptitler, aminoasitler ve azotlu
maddelerdir. Aygicegi tohumlari, toksik bilesenleri icermemektedir, buna karsi
klorojenik asit ve kafeik asit gibi baskin fenolik bilesiklerin varlig1 fonksiyonel bir
bilesen olarak kullanimlarimi kisitlamaktadir. Aygigegi tohumunda bulunan
polifenoller, soya fasulyesindeki isoflovanoller ve yer fistiginda bulunan gosipol gibi
zararli degildir. Fakat birgok gida iiriiniinde lezzet ve rengi etkileyen Onemli

degisikliklere sebep olmaktadir (Gassmann, 1983).

Aygicegi proteinlerinin, gida bileseni olarak degerlendirilmesi noktasinda bazi
uygulamalar1 mevcuttur. Bu uygulamalar, 6zellikle et ve siit tirlinleri, bebek mamasi,
unlu mamiiller ve makarna tiriinleri basta olmak iizere, gidalarin aygigegi kiispesi ile
zenginlestirilmesi ile ilgilidir (Salunkhe, 1992). Hayvan veya bitki kaynakli
proteinlere yonelik diinya ¢apinda artan bir talep vardir. Bununla birlikte, hayvansal
proteinler, 6zellikle et proteinleri, hem piyasa fiyat1 hem de cevresel etki acisindan
pahalidir. Ayrica, sigir siingerimsi ensefalopati gibi hastaliklarla ilgili gida giivenligi
sorunlar1, dioksin kontaminasyonu ve hayvan hormonlarimin kullanimi nedeniyle
tilketicinin hayvansal iirlinlere olan giliveni azalabilmektedir. Bu nedenle bitkisel
proteinlerin kullanimina ilgi artmaktadir. Bitkisel proteinler, gida formiilasyonlarinda
fonksiyonel bilesenler olarak hayvansal proteinlere ekonomik ve siirdiiriilebilir
alternatiflerdir. Yaglh tohumlar, bitkisel protein preparatlarinin en 6nemli kaynagidir.
Simdiye kadar soya proteini, gidalarda fonksiyonel bir bilesen olarak kullanilan ana
yagli tohum proteini olmustur (Gonzalez-Pérez, 2015). Bununla birlikte bezelye,
nohut, bakla, kolza tohumu, aygigegi gibi yagli tohumlar da 6nemli protein kaynaklari
olarak degerlendirilebilmektedir. Bu alternatif kaynaklar arasinda, ay¢icegi tohumlari,
soyanin lretilmedigi veya c¢ok az iiretildigi bolgelerde yaygin olarak bulunabilmeleri

acisindan ozellikle ilgi cekicidir. Ayrica aygicegi, yukarida bahsedildigi gibi, yag



¢ikarma iglemi i¢in yaygin kullanimi nedeniyle hem ¢iftciler hem de isleyiciler i¢in iyi

bilinen bir trtindir.

1.2.2.1 Aycicegi proteininin gida endiistrisinde bir alternatif olarak

degerlendirilmesi

Gliniimiizde insan niifusunun artmasi ve kaynaklarin asir1 kullanimi gibi sebeplerden
dolay1 olusan ¢evre sorunlari, tedarik sirasinda gida israfini en aza indirmek ve
siirdiirebilir gida i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesine neden olmaktadir. Atiklarin
veya yan iirlinlerin degerlendirilmesi noktasinda kullanilan bazi geleneksel yontemler
mevcuttur. Bu geleneksel yontemler arasinda yakma, aerobik fermantasyon,
kompostlastirma, giibre ve yem maddesi olarak degerlendirilmesi bulunmaktadir.
Alternatif ¢ézlimler, atik olarak degerlendirilen biyoaktif bilesiklerden katma degerli
tiriinler elde ederek gidalarin siirdiiriilebilirligini amaglamaktadir. Bununla birlikte
protein kaynaklar1 diinya capinda giderek daha sinirli hale gelmektedir. Bu sebeple
alternatif protein kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu acidan aygigegi kiispesinde
kalan proteinler alternatif protein kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Saleh, 2021).
Bitkisel protein izolatlarinin hazirlanmasinda kullanilan ana hammaddeler proteince
zengin tohumlardan elde edilmektedir (Pedroche, 2015). Proteinlerin %75'inden
fazlasini olusturan aygicegi protein konsantresi kiispeden ekstrakte edilmektedir ve

protein kaynagi olarak degerlendirilebilmektedir.

Yagl tohumlardan ekstraksiyon ile yag eldesi isleminde yan {irlin yaglh kiispedir ve bu
yagh kiispeler saglik acgisindan faydali Ozelliklere sahip biyoaktif bilesiklerin
kaynagidir. Ayrica enzim, antibiyotik, ylizey aktif bilesiklerin ve mantarlarin tiretimi
icin substrat gorevi gormektedir. Yagli kiispenin degerlendirilmesindeki diger
uygulamalar ise hayvan yemi olarak kullanilmasi, kompozitler, biyoyakit ve film
tiretimidir (Ancuta ve Sonia, 2020). Ay¢i¢egi tohumu kiispesi, diger yagli tohum
kiispeleri ile karsilastirildiginda dengeli bir aminoasit profiline sahip oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte protein ve lif bakimindan zengin bir igerige sahiptir
(Petraru ve ark., 2021). Yag ekstraksiyonundan sonra olusan kiispede, protein orani
yaklagik %20-60, lif oran1 %5-35 ve geride kalan yag oran1 %3-5'tir (Gonzalez-Pérez,
2015). Bu boliimde, aygigegi tohumlarindan yag ekstraksiyonu sonucunda kiispede
kalan proteinlerin gida endiistrisinde alternatif olarak degerlendirilmesi hakkinda

aragtirmalara yer verilmistir.



Aygigegi proteinleri, yag endiistrisinde yan iiriin olarak degerlendirilen aygigegi
kiispesinden ekstrakte edilmektedir (Salgado ve ark., 2010). Aygcicegi kiispesinden
elde edilen proteinlerin yaygin olarak kullanilmasinin amaglanmasi, soya proteinleri
gibi nispeten daha pahali protein kaynaklarinin yerini almasi agisindan oldukga
onemlidir (Shchekoldina ve Aider, 2014). Schekoldina ve Aider, (2014) ayg¢igegi
kiispesi protein izolatlatlarin1 katki maddesi olarak kullanilmasi {izerine bir ¢alisma
yapmistir. Bu ¢alismada bugday ununa aygigegi kiispesi protein izolat1 ilave ederek
fonksiyonel ekmek iiretimini amaglamislardir. Diisiik klorojenik ve kafeik asit
icerigine sahip aygigegi protein izolatlar1 toplam bugday ununun %8-12’si oraninda
hamur formiiliine ilave edilmistir. Aycicegi kiispesi protein izolati eklenen ekmegin
kontrol ekmegine kiyasla yiiksek kiitle hacmine ve besin kalitesine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Della Gatta ve Piergiovianni, (1996) unlu mamullere aygigegi
kiispesi ilavesinin protein igerigini arttirdigini1 ancak ekmek kalitesi izerinde olumsuz
bir etkisi oldugunu bulmustur. Zorzi ve ark., (2020) yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
aycicegi protein konsantrasyonlarini diisiik protein igerigine sahip glutensiz ekmege
ilave ederek renk, doku, ekmek i¢i 6zellikleri ve protein igeriklerini degerlendirmistir.
Elde edilen sonuglar, aygicegi protein konsatrasyonlarinin gulutensiz ekmekte
kullanilmasmin duyusal olarak kabul edilebilir oldugunu ve protein igerigi yiiksek

glutensiz ekmeklerin tiretilebilecegini gostermistir (Zorzi ve ark., 2020).

Genellikle protein filmlerinin oksijen, lipidler ve aromalara kars1 gii¢lii bir bariyer
ozelligi bulunmaktadir. Bununla birlikte orta diizeyde mekanik o6zelliklere sahiptir.
Bugday gluteni, misir zeini, soya, aycicek, piring gibi bitkisel kaynakli proteinlerin
yenilebilir ve/veya biyolojik olarak parcalanabilen filmler olusturma yetenekleri
lizerine ¢esitli arastirmalar yapilmaktadir (Gennadios, 2002). Ayhllon ve ark., (2000)
aycgigegi protein izolatinin film olusturma potansiyeli iizerine bir ¢alisma
gerceklestirmistir. Bu ¢alisma aygigegi proteinlerinden film {iretmenin miimkiin
oldugunu gostermistir. Aycicegi kiispe protein izolatlar1 ile hazirlanan filmlerin yag
ve organik coziicillere kargt direngli, iyi bariyer ozelliklerine sahip oldugu tespit
edilmistir (Ayhllon-Meixueiro ve ark., 2000). Aygicegi kiispesinden ekstrakte edilen
protein 1zolatlar1 toksik degildir. Bu nedenle yenilebilir film ve kaplama
formiilasyonlar1 i¢in kullanilabilmektedir. Geleneksel olarak iiretilen ambalajlarin
yerine siirdiiriilebilir ve c¢ozilinebilir biyofilmlerin iiretilmesi iizerine bir ¢alisma

yapilmustir. Yapilan bu calismada taze ¢ilekler, aycicegi kiispesi protein izolatlar



kullanilarak gelistirilen biyofilmler ile kaplanmistir ve depolama siiresi boyunca
cilegin kalitesi ve raf dmrii degerlendirilmstir. Sonugclar, gelistirilen bu filmlerin taze
meyvelerin amlajlanmasinda kullanilabilir oldugunu kanitlamistir (Efthymiou ve ark.,
2022). Aycicegi kiispesi protein izolatlarinin gida katki maddesi olarak kullanilmasini
kisitlayan bir takim polifenolik maddeler bulunmaktadir. Klorojenik ve kafeik asit,
aycicegi kiispesi protein izolatlarinin kullanimini kisitlayan baskin polifenolikler
olarak degerlendirilmektedir. Bu maddeler gida matrisinin renginde Onemli
degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica lizin ve metionin gibi baz1 aminoasitlerle
etkilesimleri nedeniyle son {irliniin besin degerini diisiirmektedir (Schekoldina ve
Aider, 2012). Yapilan bir ¢aligmada, farkli diizeylerde fenolik bilesiklere sahip
aycigegi protein izolatlarindan biyolojik olarak parcalanabilen filmler hazirlanmistir
ve bunlarin antioksidan aktiviteleri dahil filmlerin yapisal ve fonksiyonel ozellikleri
tizerindeki etkisi incelenmistir. Aycicegi kiispesi protein izolatlarindan hazirlanan
filmlerin mekanik &zellikleri biyolojik olarak bozunabilir filmler hazirlamak igin
yeterli oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda protein izolatlarindaki fenolik bilesikler,
oksidasyona karst duyarli gidalarin korunmasi icin giiclii bir antioksidan o6zellik
gostermistir fakat filmlerde olusturdugu renk, bu malzemelerin gida ambalajlarindaki

bazi potansiyel uygulamalarini sinirlandirmaktadir (Pablo R. Saldago, 2010).

1.2.3 Endiistriyel bitkisel yag eldesi
1.2.3.1 On islemler

Yaglh tohumlardan yag elde edilmesinde bazi 6n islemlerin gergeklestirilmesi
gerekmektedir. Bu agamanin birincil basamagi, yagli tohumlarin yabanci madde adi
verilen yaglh tohum disindaki sap, tas, toprak, gesitli metal pargalar1 vb. gibi
maddelerin uzaklastirilmasidir. Bu amacla yagl tohumlarda bulunabilecek yabanci
maddelerin irilik, sekil, yogunluk ve muknatishk Ozellikleri g6z Oniinde
bulundurularak temizleme yapilmaktadir. Yagli tohumlardan yabanci maddelerin
temizlenmesinde kullanilan sistemler baslica elekler, triyorler, pndmatik ayiricilar,
miknatis sistemi ve linterleme makineleridir. Bu sistemler yagli tohumun sahip oldugu
birtakim 6zellikler g6z 6niinde bulundurularak olusturulmustur. Elekler irilik esasina
gore ayirmada, triyorler sekil farki prensibine gore ayirmada, pnomatik ayiricilar ise
yabanci maddelerin yogunluk farki esas1 dikkate alinarak ayirmada kullanilmaktadir.
Yaglh tohumlarda bulunabilecek metal parcaciklarinin ayrilmasinda miknatis

sistemleri kullanilmaktadir. Yagli tohumlarin kabuklarinin kirilmasi ve ayrilmasi



islemi yagmn kalitesi acisindan biiyilkk 6neme sahiptir. Kabugun yagli tohumdan
ayrilmamasi, kabukta bulunan renk, aroma ve mumsu maddelerin yaga gecerek yagin
kalitesinin bozulmasina sebep olmaktadir. Ayni zamanda yagli tohumlarda kabugun

ayrilmamasi pres kapasitesini diigiirmektedir.

Yaglh tohumlar, yabanct maddelerden ayrildiktan sonra 6zel kiricilarda ¢arpma
yontemi ile kirilmaktadir. Bu iglem silindirik sabit bir gévdede ve dakikada 600-650
devirle donebilen paletlere sahip bir tamburda iisten gelen yagli tohumlarin cidara
savrularak carptirilmasi sonucu gerceklestirilmektedir. Carpma islemi sonucunda,
kabuklarin bir kismi biitlin bir kismi da pargalanmis bir sekilde tohumdan
ayrilmaktadir. Aycicegi gibi esnek kabuklara sahip yagli tohumlarin kabuklarinin
soyulmasinda bar ve disk kabuk soyucular kullanilmaktadir. Kabuk kirma isleminin
ardindan kabuklar diiz elekler yardimi ile igten ayrilmaktadir. Diiz elek iizerindeki
emici sistem sayesinde kabuklar hava akimi ile emilmektedir. Yaglh tohumdan yag
elde edilmesinde ekstraksiyon yontemi kullanilacak ise kabuk miktarinin az olmasi
istenirken, pres yontemi ile yag elde edilmesinde bir miktar kabugun kalmasi
istenmektedir. Aycigceginde bir miktar kabuk kalmasi istenilen bir durumdur. Bunun
baslica sebebi kabuklarin presleme islemine yardimei olmasidir. Bazi tohumlar igin
kabugun bir kisminin bulunmasi presleme islemi i¢in olumlu bir etkiye sahipken bazi
tohumlar icin kabuklar presleme kapasitesini diislirmesi agisindan istenmeyen bir
durum olarak tamimlanmaktadir. Yagli tohumlarda, ya§ =zerreleri hiicre
sitoplazmasinda bulundugundan, i¢ kismin kiigiik parcalara inceltilerek ezilmesi
gerekmektedir. Bu amacla disli valsler kullanilmaktadir. Yagli tohumlardan yag elde
edilmesinde ekstraksiyon yontemi kullanilmasi amaglaniyorsa yagl tohumlarin diiz
valsler yardimi ile pulcuklar haline getirilmesi istenilmektedir. Diisiik nem igeriginde
pullar kirilirken yiliksek nem igeriginde pullasma olmamaktadir. Ayciceginde iyi bir

pullanma i¢in olmas1 gereken nem %8-10'dur.

Tohum ve meyvelerde hiicre iginde bulunan yagin alinabilmesi i¢in 1sitilmak suretiyle
kavrulmasi gerekmektedir. Kavurma islemi bir¢ok acidan oldukc¢a 6nemlidir. Yagh
tohumun hiicre duvari protein yapisinda oldugundan sicaklik uygulamasi ile olusan
protein denatiirasyonu sayesinde hiicre i¢inde bulunan yag molekiillerinin disari
cikmasi daha kolay hale gelmektedir. Ayni1 zamanda proteinlerin yaglarla olusturdugu
emiilsiyon sicaklik sebebi ile kirilmaktadir. Boylece yag kolay bir sekilde yapidan

ayrilabilmektedir. Kiif, bakteri gibi mikroorganizmalar kavurma islemi ile inaktive



edilmektedir. Kiiclik isletmelerde 1sitma islemi tek katli tavalarda yapilirken biiyiik
isletmelerde 4-5 katli 1s1 yalitimli tavalarda kavurma islemi gerceklestirilmektedir.

Kavurma islemi gercgeklestirilmeden dnce yagli tohumun nem miktar1 ayarlanmalidir.

1.2.3.2 Mekanik presleme yontemi

Yag orant %20 ve {izerinde olan yagl tohumlardan yag elde edilmesinde kullanilan
bir yontemdir. Mekanik presleme yonteminde ham yag esas {riin olarak
degerlendirilirken yag1 alinmis kiispe yan iiriin olarak degerlendirilmektedir. Yan {iriin
olarak degerlendirilen kiispede yag orani yaklagik olarak %15-20 civarindadir. Kesikli
calisan hidrolik presler, siirekli vidali presler ve doner presler mekanik presleme

yontemi i¢in kullanilan preslerdir (Kayahan, 2004).

1.2.3.3 Solvent ekstraksiyon yontemi

Solvent ektraksiyon yonteminin temel prensibi, yagin i¢inde ¢oziindiigii bir organik
¢oziicli yardimiyla yagh tohumdan ayrilmasidir. Bu amagla yagli tohum c¢oziicii ile
muamele edilip yagin ¢oziiciiye gecmesi saglanmaktadir. Bu asamadan sonra ¢oziicii
ile yag birbirinden aynstirilmaktadir. Geride kalan yag ham yag olarak
degerlendirilmektedir. Solvent ekstraksiyonu sonucunda kiispede kalan yag miktar1 en
fazla %1 dir. Ekstraksiyon oncesinde yagli tohumlara herhangi bir 1sitma isleminin
uygulanmamasi veya ¢ok az uygulanmasi yagin kalitesine olumlu etki yapmaktadir.
Solvent ekstraksiyonunda kullanilan ¢d6ziiciilerin yanic1 ve patlayict olmasi bu
yontemin dezavantajlari arasinda siralanmaktadir. Aycicegi gibi yliksek yag icerigine
sahip yagli tohumlarda hem mekanik hem de solvent ekstraksiyonu ile kiispedeki yag
orani diigliriilebilmektedir. Tiirkiye ve diinyada kullanilan en yaygin ¢6ziicii hekzandir

ve yanici 0zellikte olmasi bir dezavantajdir.

1.2.3.4 On presleme-ekstraksiyon yontemi

On presleme-ekstraksiyon isleminde ya§ oram yiiksek yagli tohumlar
kullanilmaktadir. Oncelikle presleme yontemi ile hammaddede bulunan yag oraninin
%20’nin altina diismesi saglanmaktadir. Elde edilen kiispeye ekstraksiyon islemi

uygulanarak yag orani1 %5 civarlarina kadar diistiriilmektedir (Nas, 2001).



1.2.5 Sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi

1.2.5.1 Enzimler ve enzimlerin sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi igin

kullanilmasi

Dogada meydana gelen stireclerin 6nemli oranda ger¢eklesmesi i¢in enzimlere ihtiyag
duyulmaktadir. Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran proteinler olarak ifade
edilmektedir. Enzimatik reaksiyonlarda reaksiyonun baslangicinda bulunan
molekiillere substrat adi verilmektedir. Enzimler substratlar1 i¢in segicidir ve
substratlart iirlin ad1 verilen farkli molekiillere doniistiirmektedir. Biitiin katalizorlerde
oldugu gibi, enzimler katalize ettikleri reaksiyonlar tarafindan tiikketilmemektedir ve
bu reaksiyonlarin dengesini degistirmemektedir. Tiim katalizérler gibi enzimler de
kullanilacaklar1 reaksiyon i¢in aktivasyon enerjisini diisiirerek calismaktadir. Aym
zamanda enzimler spesifik bir yapiya sahip olduklarindan katalizorlerin
cogunlugundan farklidir. Neredeyse tiim enzimler protein olmasma ragmen, biitiin

biyokimyasal katalizorler enzim degildir.

Gida endiistrisinde enzimlerin kullanilmasinin birtakim avantajlari mevcuttur. Bu
avantajlar arasinda en Onemlisi, enzimlerin geleneksel kimyasal bazli teknolojiye
alternatif olarak kullanilmasidir. Bu amagla enzimler, ¢ok ¢esitli islemlerde sentetik
kimyasallarin yerini alabilme potansiyeli tasimaktadir. Ayn1 zamanda, enerji
tilketimini ve drilinlerin biyolojik olarak parcalanabilirligini azaltarak stireclerin
cevresel etkisi lizerinde avantaj saglamaktadir. Ayrica enzimler, kimyasal
reaktanlardan daha spesifik olduklarindan, enzim kullanilarak gerceklestirilen islemler
sonucunda daha kaliteli iirlinlerin elde edilmesine ve daha az atik iiriin olusumuna
bununla birlikte, gidalarin ve gida bilesenlerinin degerli 6zelliklerini yok etmeden

islemeye olanak saglamaktadir (Whitehurt R. J. ve Oort van M., 2010).

Esktraksiyon islemi sirasinda kullanilacak enzimlerin se¢iminde dikkat edilmesi
gereken bazi parametreler mevcuttur. Enzimler secilirken, tohumun kimyasal
bilesimine, hiicre duvari yapisina ve tohum igerisinde bulunan ve ekstrakte edilmek
istenen yag partikiillerinin konumu dikkat edilmesi gereken parametrelerdir (Nadar ve
ark., 2018). Genel olarak yag partikiilleri, hiicre duvarinda dominant olarak bulunan
protein ile ¢evrilidir. Protein ve pektin, soya fasulyesi ve kolza gibi yagl tohumlarin
da hiicre duvarinin ana bilesenini olusturmaktadir. Dolayisiyla bu bilesenlerin,
proteaz, seliilaz, pektinaz ve diger enzim karigimlart kullanilarak ekstrakte edilmesi

gerekmektedir (Mat Yusoff ve ark., 2016). Enzimler, islevselligi i¢cin neme ihtiyag
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duymaktadir ve yagli tohumlarda diisiik nem igerigi kalin bir siispansiyon olusumuna

neden olarak yag verimini diisiirmektedir (Nadar ve ark., 2018).

1.2.5.2 Sulu enzimatik ekstraksiyon prosesi

Solvent ekstraksiyonu, yag endiistrisinde en yaygm kullanilan geleneksel
yontemlerden biridir ve bu yontemle elde edilen yag verimi oldukga yiiksektir. Proses
kolaylig1 ve ekonomik sebepler de yaygin olarak kullanilmasina neden olmaktadir.
Genellikle hekzan ve/veya n-hekzan gibi ¢oziicii maddeler kullanilmaktadir. Bu gibi
¢oziicli maddeler diisiik kaynama noktasi, yiiksek ¢oziiniirliik, polar olmayan yapilari,
basit ve kolay geri kazanimlar1 gibi {istlin 6zelliklerinden dolay1 tercih edilmektedir.
Ancak bu organik ¢oziiciiler toksik ve yanici olmasi gibi sebeplerden dolayr bazi
kisitlamalara sahiptir. Ayn1 zamanda c¢ok fazla ¢oziicii kullanilmasi da cevre
sorunlarin1 beraberinde getirmektedir. Bu sebepten dolayr ¢evre dostu alternatif
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Iwona Konopka, 2016; Mwaurah ve ark., 2020).
Sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi ¢oziicii olarak su kullanilmasi sebebi ile gevre
dostu bir yontemdir ve bu yontemle yliksek kalitede iirlinler ekstrakte edilmektedir.
Bununla birlikte herhangi bir bozulma olmadan yiiksek besin igerigine sahip yan
tirtinler elde edilebilmektedir (Chemat ve ark., 2017).

Sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi ile yag eldesinin temel prensibi, yagh
materyalden yag ekstrakte etmek i¢in ¢oziicli olarak suyun kullanilmasidir. Ancak
suyun yagli materyalin hiicre duvarin1 pargalamasi uzun bir siireci kapsamaktadir ve
yag verimi solvent ekstraksiyonu gibi geleneksel ekstraksiyon yontemlerine kiyasla
daha diisiiktiir. Bu sebeple, yagli materyalin hiicre duvarin1 par¢alamak i¢in hem su
hem de enzim/enzim kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (Mat Yusoff ve ark., 2016).
Bitki materyallerinin hiicre duvari seliilloz, hemiseliiloz ve pektinden olusmaktadir
(Sekil 1.1). Bu maddelerin tamamu ticari olarak da temin edilmesi miimkiin gesitli
enzimler tarafindan parcalanabilmektedir. Lipitler amfipatik 6zellige sahip oldugu i¢in
sadece suda ¢oziiniir kisimlar suya gegerken suda ¢6ziinmeyen kisimlar bir emiilsiyon
olusturmaktadir. Emiilsiyon sicakliginin degistirilmesi veya yag1 ¢ozen enzimlerin
ilave edilmesi yagin daha ¢ok emiilsifiye olmasina sebep olmaktadir. Sulu enzimatik
ekstraksiyon, su ve yagin birbiri igerisinde ¢oziinmemesi, ekstrakte edilmek istenen
bilesiklerin zarar gébrmeden ayrilmasi, yag ve proteinlerin es zamanl elde edilebilmesi
acisindan alternatif bir yontem olarak degerlendirilmektedir (Mwaurah ve ark., 2020;
Zhang ve ark., 2012).
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Yaygin olarak kullanilan enzimler arasinda seliilaz, pektinaz, hemiseliilaz, proteaz ve
fosfolipaz bulunmaktadir. Enzimatik ekstraksiyon yonteminde kullanilacak enzim
se¢ciminde hiicre duvarit bilesiminin yani sira yagli tohumun yapist da dikkate
alinmaktadir. Ekstraksiyon i¢in segilen enzimler tek bagina veya enzim kombinasyonu
seklinde de kullanilabilmektedir. Enzimatik ekstraksiyon yonteminde yag verimini
etkileyen bazi parametreler mevcuttur. Partikiil bliylikligi, yag verimini etkileyen
onemli parametrelerden biridir. Yag ekstrakte edilmek istenen hiicrelerden yagin
uzaklastirilmasii kolaylagtirmak i¢in materyalin ¢oziicii ile temas yiizey alaninin
arttirtlmast  zorunludur. Bu amagla ekstraksiyon Oncesinde &giitme islemi
uygulanmaktadir ve oglitme islemi, ekstrakte edilecek tohuma gore
gerceklestirilmektedir. Bazi durumlarda, eger yagli tohum yiiksek yag igerigine
sahipse, kiicliik boyutlu partikiiller birbirine yapisma egilimi gostermektedir ve bu

durum ekstraksiyon verimliligini olumsuz yonde etkilemektedir (Nyam ve ark., 2009).

Sulu enzimatik ekstraksiyon yonteminde diger kritik parametrelerden biri ise ortam
pH’sidir. Yag ekstraksiyonu sonucunda yiiksek yag verimi elde etmek i¢in optimum
pH kosullar1 belirlenmelidir. Ciinkii kullanilacak enzimler kendilerine 6zgii pH
degerlerinde c¢alismaktadir. Eger yag ekstraksiyonu, proteinlerin izoelektrik
noktasinda gerceklesiyorsa, proteinler bu durumda ¢o6ziinmez olma egiliminde
olduklarindan dolayi ekstraksiyon verimi diisebilmektedir. Bunun sebebi, bir¢cok yagh
tohumda lipid molekiillerinin protein molekiilleri ile birlikte gémiilii olmasidir ve bu
durum yagin hiicreden ayrilmasini engelleyebilmektedir. Bu nedenle, kullanilan pH
degeri sadece enzimlerin faaliyeti i¢in elverisli olmakla kalmamali, ayn1 zamanda
protein izoelektrik noktasindan da uzak olmalidir. Ayni zamanda sulu enzimatik
ekstraksiyon sonucu daha yiiksek bir yag verimi elde etmek i¢in enzim

kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (Mat Yusoff ve ark., 2015).
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Sekil 1.1: Yagli tohum hiicre yapis1 ve hiicre duvari.

Sulu enzimatik ekstraksiyon i¢in sicaklik kritik parametrelerden biri olarak
degerlendirilmektedir. Ciinkii ortam pH’sinin yani sira, enzimler dar bir sicaklik
araliginda caligmaktadir. Genellikle sulu enzimatik ekstraksiyon, mevcut yag asitleri
ve yagli tohumun ¢esidine bagli olarak 45°C'de ve/veya altindaki bir sicaklikta daha
etkili gerceklesmektedir. Yiiksek sicakliklar proteinlerin denatlirasyonuna sebep
oldugu i¢in enzimatik aktiviteyi diisiirmektedir ve bu siire¢ yag ekstraksiyonunu
olumsuz yonde etkilemektedir (Kumar ve ark., 2017). Enzim/substrat orani1 enzimatik
ekstraksiyon i¢in diger bir Onemli parametredir ve kullanilacak enzim
konsantrasyonlar1 yag verimi ile dogru orantilidir. Ancak belirli bir noktadan sonra
asirt doygunlugun olumsuz etkileri, yagda kotii tatlarin ve aciligin olusmasina sebep
olmaktadir (Jiang ve ark., 2010). Su/Substrat orani, karistirma hizi gibi faktorler de
sulu enzimatik ekstraksiyon verimini etkileyen diger faktorlerdir (Mwaurah ve ark.,
2020).

Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda yagi ayirabilmek igin santrifiij islemi
gerceklestirilmektedir ve bu asamadan sonra karisimlar yag fazi, sulu faz, krema ve
kat1 faz olmak iizere dort faza ayrilmaktadir. Yagli tohumlardan SEE yontemi sonrasi
elde edilen yag verimi, solvent ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen yag verimi ile
kiyaslandiginda nispeten daha diisiiktiir ve yagin tamami serbest yag olarak
ayrilmamaktadir. Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda santiflij uygulamasi
yapilmaktadir. Elde edilen krema fazina uygun enzimlerin eklenmesi ile kremada
bulunan yag1 ayirmak miimkiindiir. Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda olusan
krema fazindan yag elde edilmesi emiilsiyon kirma islemi olarak ifade edilmektedir.

Bu yontemde, krema fazina eklenen enzimler ara yiizey proteinlerini hidrolize ederek
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molekiiler boyutlarini kii¢liltmektedir. Bu enzimatik reaksiyonlar daha biiylik yag
damlaciklarinin birlesimine ve bunun sonucunda da serbest yagin ayrilmasina neden

olmaktadir (Chabrand ve Glatz, 2009; Tabtabaei ve Diosady, 2013). Bununla birlikte,

pH ayarlamasi yapilarak da krema fazinda bulunan yag ayrilmaktadir.

Wu ve ark., (2009) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 6giitiilmiis soya fasulyesinden yag
elde etmek i¢in SEE yontemini kullanmay1 amaglamistir. SEE sonrasinda elde edilen
kremada emiilsiyon kirma islemi hem enzim kullanilarak hem de pH ayarlamasi
yapilarak gerceklestirilmistir. pH ayarlamasi yapilarak gergeklestirilen emiilsiyon
kirma isleminde farkli pH araliklarinin (pH: 3-8; 50°C; 15dk) yag verimi tizerine etkisi
de incelenmistir. Sonug olarak yag veriminin en yiiksek oldugu pH araliginin 4-4,5
oldugu gozlemlenmistir ve yagin %100 verimle elde edildigi tespit edilmistir (Wu ve
ark., 2009).

1.2.5.3 Sulu enzimatik ekstraksiyon yonteminin avantaj ve dezavantajlari

Diinya ve Tiirkiye genelinde kullanilan ve yiliksek yag verimliligi acisindan biiyiik
oneme sahip organik ¢oziicii hekzandir. Bununla birlikte hekzanin yanici ve patlayici
olmasi, isletim maliyetlerinin yliksek olmasi Onemli dezvantajlar1 arasinda yer
almaktadir. Bu problemler dikkate alindiginda sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi
alternatif bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (de Moura ve ark., 2008). Sulu
enzimatik ekstraksiyonda yagin suda ¢oziinmemesi prensibi esastir. Bu yontemin
solvent ekstraksiyonu yontemine gore birtakim avantajlart vardir. Sulu enzimatik
ekstraksiyonda ¢oziicii olarak suyun kullanilmasi daha ¢evre dostu bir yaklagim olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Daha az isletim maliyeti, ¢evresel agidan daha temiz ve protein
hasarinin daha az olmasi yontemin Onemli avantajlarindandir. Buna karsin sulu
enzimatik ekstraksiyon yonteminde yag verimi solvent ekstraksiyonu yontemine gore

diisiiktiir (Tabtabaei ve Diosady, 2013).

1.2.6 Aygicegi tohumlarinda klorojenik asit varhgi ve kaliteye etkisi

Aygigegi protein izolatlar1 albliimin ve globiilinlerden (%70-80) olusmaktadir ve
yiiksek intrinsik (gercek, 0zgiil) ¢oziintirliige sahiptir. Coziiniirlik kavrami bir¢cok
fonksiyonel 6zellik acisindan olduk¢a dnemlidir ve aycicegi tohum proteinlerinin bir

gida bileseni olarak degerlendirilmesini saglamaktadir.

Aygigegi proteinlerinin kullanimini kisitlayan birtakim faktorler mevcuttur ve bu

durum, aygicegi proteinlerinin hayvan yemi olarak kullanilmasina neden olmaktadir.

14



Aygicegi tohumlarindan yag elde edilmesinde kullanilan mekanik presleme ve yiiksek
sicakliklar kullanilarak gergeklestirilen solvent ekstraksiyonu gibi igslemler protein
denatiirasyonuna sebep olmaktadir. Bunun sonucunda, ¢éziinmeyen ve fonskiyonel
olmayan bir protein fraksiyonu olusmaktadir. Aycigegi tohumlarinda nispeten yiiksek
miktarlarda bulunan fenolik bilesikler de aygigegi proteinlerinin kullanimini kisitlayan
faktorler arasindadir. Ozellikle aycigegi tohumlarinda klorojenik asit varligi dnemli bir
problem olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Gonzalez-Pérez ve ark., 2002). Fenolik
bilesiklerin proteinlerle etkilesime girmeleri sonucunda, hem proteinlerin
sindirilebilirlikleri hem de islevsellikleri azalmaktadir. Ayrica bu reaksiyonlar,
esansiyel aminoasitlerin tahrip edilmesine ve ayni zamanda toksik bilesiklerin
olugsmasina yol agmaktadir (Zardo ve ark., 2019) . Bunun yan1 sira klorojenik asit
varlig1, aycice8i protein izolatlarinda arzu edilmeyen tat ve renk degisikligine
sebebiyet vermektedir (Gonzalez-Pérez ve ark., 2002). Yagh tohum bazli protein
izolatlarmin elde edilmesinde, geleneksel metot olarak alkali ekstraksiyonu ve
ardindan izoelektrik ¢oktiirme islemi uygulanmaktadir. Ancak kullanilan yiiksek pH
sebebi ile protein ile reaksiyona giren klorojenik asit, aycicegi proteinlerinin yesil
pigmentasyonuna neden olmaktadir. Yesil renk olusumunu engellemek icin aycicegi
protein izolatlarinin ekstraksiyonunda bazi ek uygulamalar gerekmektedir

(Wildermuth ve ark., 2016).

Aygigegi proteinlerinden klorojenik asitin uzaklastirilmasi amaciyla bircok yontem
denenmistir. Bu yontemler arasinda, klorojenik asidin organik c¢oziiciiler ve su
karigimlart ile ekstraksiyonu, sulu asit ¢cozeltileri ve tuzlarla ekstraksiyonu, membran
filtrasyon gibi yontemler bulunmaktadir. Ayni zamanda aygicegi tohumlarinda
bulunan klorojenik asidin uzaklastirilmasinda metanol, etanol, 2-propanol gibi
kimyasallar1 kullanilmast hem proteinlerin hem de klorojenik asidin ekstrakte
edilebilirligine olanak saglamaktadir (Gonzalez-Pérez ve ark., 2002). Ayg¢icegi protein
izolatlarinin  fonksiyonel bir gida bileseni olarak intrinsik  6zelliklerinin
degerlendirilebilmesi i¢in proteinlerin hem denatiire olmamas1 hem de klorojenik asit
icermemesi gerekmektedir. Yapilan bir calismada ayc¢igegi tohumlarinda predominant
sekilde bulunan klorojenik asidin uzaklastirilmasinda siiper kritik CO- ekstraksiyonun
etkinligi degerlendirilmistir ve calisma sonunda, belirlenen optimum kosullarda
klorojenik asit geri kazaniminin %52,08 oldugu bildirilmistir. Klorojenik asidin, arzu

edilmeyen etkilerinin yani sira antioksidan, antialerjik, antiinflamatuar, antimikrobiyal
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gibi biyofarmokolojik 6zelliklere sahip bir bilesen oldugu bildirilmistir (Daraee ve
ark., 2019).

1.3 Hipotez

Aygicegi tohumlarindan yag eldesinde, geleneksel solvent ekstraksiyonu yontemi
yerine sulu enzimatik ekstraksiyon yonteminin kullanilmasi ile iriin kalitesinin
korundugu daha yiiksek bir yag verimi alinmasi ve ayn1 zamanda yag ekstraksiyonu

sonrasinda ay¢icegi proteinlerinin de es zamanli olarak elde edilmesi beklenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Bu c¢alismada kullanilan kabuksuz ayg¢igegi ¢ekirdekleri Pakmaya’dan temin
edilmistir. Aygigegi cekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon deneylerinde
proteaz olarak Alcalase® 2.5L, seliilaz olarak Celluclast® 1.5L, Viscozyme® L ve
pektinaz olarak Pectinex® ticari enzimleri kullanilmistir. Kullanilan enzim ve
kimyasallar, BAP Projesi kapsaminda AYS Kimya tarafindan temin edilmistir.

Alcalase® 2.5 L Type-DX Bacillus licheniformis mikroorganizmalarindan elde
edilmis ve 2,5 AU/g (Anson Units/ gram) proteolitik aktiviteye sahip proteazdir.
Enzim i¢in belirtilen optimum sicaklik 55-70 °C ve optimum pH araligir 4-8 ‘dir.
Celluclast® 1.5 L ipliksi bir mantar tiirii olan Trichoderma reesei'den elde edilmis ve
700 U/g seliilolitik aktiviteye sahip olan seliillazdir. Enzim i¢in belirtilen optimum
sicaklik 50-60 °C ve optimum pH 4,5-6 ‘dir. Viscozyme® L bir mantar tiirii olan
Aspergillus sp.’den elde edilmis ve 100 FBGU/g enzim aktivitesine sahip seliilolitik
enzim karisimidir. Enzim i¢in belirtilen optimum sicaklik araligi 40-50°C ve optimum
pH 3.3-5.5 ‘tir. Pectinex® Ultra Clear ise bir mantar tiirii olan Aspergillus niger
tarafindan elde edilen ve 7900 PGNU/mL enzim aktivitesine sahip pektinaz enzim
karisimidir. Enzim i¢in belirtilen optimum sicaklik araligi 50°C ve optiumum pH 3,5-
6'dir. Kabuksuz aycicegi cekirdekleri ve enzimler calismalar sirasinda buzdolabi
kosullarinda saklanmistir. Sulu enzimatik ekstraksiyon i¢in ¢oziicii olarak distile su

kullanilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Aycicegi cekirdeklerinin dgiitiilmesi ve karakterizasyonu

Kabuksuz ayg¢igegi ¢ekirdekleri yaklagik 20 g olacak sekilde tartilmistir ve 100°C’ye
onceden 1sitilmis etiivde 30 dakikalik bir 6n 1sitma islemi uygulanmistir. On 1sitma
islemi sonrasinda aycigegi ¢ekirdekleri ogiitiiciide yaklasik olarak 5 saniye kadar
ogitilmiistiir. Aycicegi ¢ekirdeklerinin nem igerigi vakumlu etiiv kullanilarak

(AOAC 925.09) ve yag igerigi Soxhelet yontemi (AOAC 963.15) kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Aycicegi tohumlarinin ham protein igerigi, Kjeldahl yontemi
(AOAC 992.15) ile belirlenmistir. Orneklerin protein icerikleri, ay¢icegi cekirdegi icin

5,30’luk bir nitrojen faktorii kullanilarak hesaplanmistir.

2.2.2 Aycicegi cekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesinde

ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi

2.2.2.1 Sulu enzimatik ekstraksiyon i¢in kullanilacak enzimlerin belirlenmesi

Aygcigegi tohumlarinda her bir enzim ig¢in sulu enzimatik ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Kabuksuz aycicegi tohumlart 20 gram kadar tartilmistir ve
100°C’de 30 dakika boyunca etiivde 6n 1sitma islemine tabi tutulmustur. Ogiitme
islemi sonrasinda 1:6 oraninda su ilave edilmistir. Her bir enzim i¢in optimum pH
degerine uygun olarak pH ayarlamasi yapilmistir ve 600ul enzim ilave edilmistir. Sulu
enzimatik ekstraksiyon, 45°C’de 2 saat boyunca gergeklestirilmistir ve ekstraksiyon
sonucunda 1000xg’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Kabuklar1 ayrilmis
aycicegi tohumlarinda Celluclast® -Alcalase® kombinasyonu kullanilarak SEE
yapilmistir. Aycicegi tohumlar: 20g kadar tartilmistir ve 100°C’de 30dk boyunca
etlivde 1sitilmigtir. Daha sonra ¢ekirdekler yaklasik 5sn kadar 6giitiiclide 0giitiilmiistiir.
1:6 oraninda olacak sekilde hazirlanan ve sicakligi 45°C’de sabit tutulan saf suda,
Celluclast® icin pH ayarlamasi yapilmigtir. (Celluclast® icin pH degeri:4,5) pH
ayarlamasi yapildiktan sonra Ogiitiilmiis aycicegi cekirdekleri ilave edilmistir ve
yaklasik 5dk kadar bu sekilde sicakligin 45°C’ye gelmesi saglanmistir. Bu siire
sonunda 600ul Celluclast® enzim ilavesi yapilmistir. Ekstraksiyon siiresi 1 saat
olarak gerceklestirilmis ve bu siire boyunca termometre yardimai ile sicaklik kontrolii
(45°C) yapilmistir. Daha sonra Alcalase® i¢in tekrar pH ayarlamasi yapilmistir
(Alcalase® igin pH:8). 600ul Alcalase® enzimi ilavesinden sonra 1 saat daha
manyetik karistiricida ekstraksiyona devam edilmistir. SEE sonucunda, enzim
inaktivasyonu i¢in 90°C’de yaklasik 10dk kadar sicak su igerisinde bekletilmistir.
Akabinde 10000xg’de 15dk santrifiij yapilmustir. Celluclast® -Alcalase® kullanilarak
gerceklestirilen SEE’nin iiglii tekrar1 yapilmugtir. Ustte kalan serbest yag pipet
yardimiyla ayrildiktan sonra tartilmistir. Krema ve kati fazinda sirasi ile vakumlu etiiv,

yag ve protein analizleri yapilmistir. Sulu fazda ise sadece protein analizi yapilmistir.
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2.2.2.2 Sulu enzimatik ekstraksiyon icin krema emiilsiyon yonteminin

belirlenmesi

Bu asamada Celluclast® -Alcalase® kombinasyonu kullanilarak yapilan SEE islemi
sonucunda elde edilen krema i¢in Alcalase® enzimi ilave edilerek veya pH ayarlamasi
yapilarak krema emiilsiyon kirma islemi gergeklestirilmesi amaglanmistir. Bu iki
yontem kullanilarak gergeklestirilen emiilsiyon kirma islemi sonuglari karsilastirilarak
en uygun yontem belirlenmistir. Enzim kullanilarak gerceklestirilen krema
emiilsiyonu kirma islemi i¢in bir kap icerisinde biriktirilen krema ikiye boliinerek iki
ayrt behere almmustir. Kremalar 50°C’ye kadar isitilmistir ve iki beherden biri
icerisindeki kremaya agirlikca %0,5 oraninda Alcalase® enzimi ilave edilmistir.
Alcalase® ilave edilmemis krema ise kontrol olarak secilmistir. Manyetik karistiricida
yaklasik 1 saat boyunca 1sitildiktan sonra enzim ilave edilen krema i¢in 90 °C’de 10dk
boyunca enzim inaktivasyonu gerceklestirilmistir. Kremalara santrifiij uygulandiktan
sonra olusan serbest yag pipet yardimi ile toplanmis ve tartilmistir. pH ile krema
emiilsiyonu kirma isleminde ise, SEE sonrasi elde edilen krema iki ayr1 behere esit
olarak ayrilmustir. iki beherden biri igerisindeki kremani pH’s1 4,5”e ayarlanmistir ve
diger krema ise kontrol olarak se¢ilmistir. Kremalar 50°C’de 15dk kadar 1sitilmistir.
Kremalara santrifiij uygulandiktan sonra olusan serbest yag pipet yardimi ile toplanmis
ve tartilmistir. Iki metot (Sekil 2.1) icin krema emiilsiyonu sonrasi yag verimleri

karsilastirilmistir.
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Ogiitiilmiis
Aygicegi
Tohumu

Sulu Enzimatik
Ekstraksiyon
(1:6; 50°C; pH:4,5-9;
2 saat)

Santrifiyj
(10000xg; 25 °C; 15
dk)

. Krema Faz1

Enzimatik Emiilsiyon Kirma Kimyasal Emiilsiyon Kirma
(Alcalase® ,60dk; pH:8; 50 °C) (15dk; pH:4,5; 50 °C)
Su Banyosu Su Banyosu
icinde I¢inde
Santrifiij

(10000xg; 15dk; 25 °C)

Serbest Yag

|

Yag Verimi (%)

Sekil 2.1: Aycicegi ¢ekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda olusan
krema emiilsiyonunda demiilsifikasyon islem prosesi.
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2.2.2.3 Sulu enzimatik ekstraksiyon i¢in kullamilacak sicakhgin belirlenmesi

Optimizasyon asamasi i¢in gerceklestirilmesi beklenen sicakliklara 6dncesinden karar
verebilmek i¢in 50 ve 60°C’de sulu enzimatik ekstraksiyon denemesi yapilmuistir.
Denemeler ticlii tekrar seklinde gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda yag verimlerine

bakilmistir ve sulu fazda protein analizi gergeklestirilmistir.

2.2.3 Aygcicegi cekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesi

Bu arastirma kapsaminda, aygicegi c¢ekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon
yontemi ile yag eldesinde enzim miktari, siire ve sicakligin ekstraksiyon verimine
etkisi incelenmistir. Bu amacla kabuklar1 ayrilmis aycicegi c¢ekirdeklerinde belirli
enzim kombinasyonlart kullanilarak SEE (Sulu enzimatik ekstraksiyon) yapilmistir.
Aycicegi cekirdekleri 20g kadar tartilmistir ve 100°C’de 30dk boyunca etlivde
isitilmistir. Daha sonra ¢ekirdekler yaklagik Ssn kadar ogiitiiclide oOgiitiilmiistiir.
50°C’de sabit tutulan sicaklik i¢in belirtilen SEE kosullarina gore su-substrat oranlari
her bir deney icin farkli olacak sekilde (1:4; 1:7; 1:10) kullanilmistir. Celluclast® ig¢in
pH ayarlamas1 yapilmistir. (Celluclast® icin pH degeri:4,5) pH ayarlamasi yapildiktan
sonra Ogltiilmiis ayc¢icegi ¢ekirdekleri ilave edilmistir ve yaklasik Sdk kadar bu sekilde
sicakligin 50°C’ye gelmesi saglanmistir. Bu siire sonunda, farkli su-substrat oranlari
icin, farkli enzim substrat oranlarinda (200ul, 600ul, 1000ul) Celluclast® enzim
ilavesi yapilmistir. Ekstraksiyon siiresi boyunca termometre yardimi ile sicaklik
kontrolii (50°C) yapilmistir. Daha sonra Alcalase® i¢in tekrar pH ayarlamasi
yapilmistir (Alcalase® igin pH:8). Alcalase® enzimi ilave edildikten sonra belirtilen
stirelerde manyetik karistiricida ekstraksiyona devam edilmistir. Sulu enzimatik
ekstraksiyon sonucunda, enzim inaktivasyonu i¢in 90°C’de yaklasik 10dk kadar sicak
su igerisinde bekletilmistir. Akabinde 10000xg’de 15dk santrifiij yapilmistir (Sekil
2.2). Olusan yag fazi pipet yardimi ile toplandiktan sonra yag verimi (Y-SEE), esitlik

2.1°e gore hesaplanmstir.

SEE sonrast serbest yag (g)

Y — SEE, % = x 100 (2.1)

Aygiceklerindeki yag (g)
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v

Yag Faz1

v

Krema Fazi

v

Sulu Faz

Kat1 Faz

v

Sekil 2.2 : Santrifiij sonrasi ayrilan fazlar.

Enzimatik ekstraksiyon iglemi sirasinda enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan hidroliz
tiriinleri ile sulu ortama gegen yag molekiilleri arasinda bir emiilsiyon olusmaktadir.
Bunun dogal bir sonucu olarak yagin tamamu yiizeyde toplanamamaktadir. Bu sebeple

krema fazinda emiilsiyon kirma islemi gergeklestirilmektedir.

Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasi elde edilen krema fazi, enzimatik emiilsiyon
kirma yontemi i¢in ayr1 bir behere alinarak 50°C’ye isitilmistir. pH ayarlama ile
emiilsiyon kirma yontemi uygulanmistir. Krema fazinin pH degeri 2 N HCI
kullanilarak 4,5’e getirilmistir. 50°C’de 1 saat boyunca karistirilmistir. Islem
sonrasinda pH degeri 2N NaOH kullanilarak 9’a getirilmistir. 50 °C’de 1 saat boyunca
karistirtlmistir. Daha sonra 10000g’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Uygulama siiresi
sonunda serbest yag, pipet yardimi ile toplanmistir. Emiilsiyon kirilmasi sonrasi yag

verimi (Y-SEE-E), esitlik 2.2’ye gore hesaplanmistir.

SEE sonrast serbest yag (g)+Emiilsiyon kirtlmast sonrast serbest yag
Y — SEE —E, % = yaglo)+ Emilslyon kiruime Y8 100 (2.2)
Aycekirdeklerindeki yag (g)

2.2.4 Aycicegi cekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesi icin

Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak olusturulan deney tasarim

Sulu enzimatik ekstraksiyon i¢in kullanilacak olan optimum enzim orani ve kati siv1
oraninin belirlenmesi amaciyla 3 faktor seviyesi ve 4 faktor ile 3n faktoriyel deney

tasarimi kullanilmigtir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1: Sulu enzimatik ekstraksiyon i¢in kullanilacak optimum kati s1v1 oran1 ve
enzim konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilacak olan faktoriyel dizayn.

Faktor Seviyesi Kat1 Siv1 Enzim Ekstraksiyon
Oram (g/g) Konsantrasyonu Siiresi (saat)
(ml/1009)
-1 1:4 1 0,5
0 1.7 3 1,0
1 1:10 5 1,5

SEE kosullar1, enzim/substrat orani (E-S), su/substrat orani (S-S) ve reaksiyon siiresi
(t) olarak belirlenmistir. Minitab yazilimi ile olusturulmus 31 adet 6rnek deney
tasariminin bu asamada denenmesi amaglanmistir. Sulu enzimatik ekstraksiyonun
optimizasyonu i¢in olusturulan deney tasarimi Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.
Enzimatik reaksiyonlarda kosullarin tek tek etkilerinin yan1 sira birlikte
degistirilmeleri sonucunda olusan sinerjistik etkinin incelenmesi biiyiikk Oneme
sahiptir. Bu sebeple, bu calisma igin Tepki Yiizey Metodolojisi (Response Surface
Methodology, RSM) kullanilmustir.

Cizelge 2.2: Optimizasyon agsamas1 drnek deney tasarimi.

Deney No Enzim:substrat Su:substrat  Celluclast® Alcalase®

orani, mL/100 g orani, g/g siire, saat  siire, saat
1 1 7 1 1
2 3 7 1 1
3 1 4 15 15
4 3 7 15 1
5 5 4 0,5 15
6 5 10 15 0,5
7 5 10 15 15
8 5 4 15 15
9 1 10 0,5 15
10 3 7 1 15
11 3 7 1 1
12 5 4 15 15
13 5 10 0,5 15
14 3 10 1 1
15 5 7 1 1
16 3 7 1 1
17 3 4 1 1
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Cizelge 2.2 (devam): Optimizasyon asamasi 6rnek deney tasarimi.

Deney No Enzim:substrat Su:substrat  Celluclast® Alcalase®

orani, mL/100 g orani, g/g siire, saat  siire, saat
18 1 4 15 0,5
19 1 10 15 15
20 3 7 1 1
21 1 10 0,5 0,5
22 3 7 1 1
23 3 7 1 1
24 1 10 15 0,5
25 3 7 0,5 1
26 3 7 1 0,5
27 1 4 0,5 15
28 3 7 1 1
29 5 4 0,5 0,5
30 5 10 0,5 0,5
31 1 4 0,5 0,5

Optimum kosullarda elde edilen yagda serbest yag asitligi, peroksit sayis1 AOCS
yontemlerine gore belirlenmistir. Ayrica yagin yag asidi kompozisyonu gaz
kromotografisi ile tespit edilmistir. Biitiin analizler, ay¢icegi ¢ekirdeklerinin Soxhelet
yontemiyle ekstraksiyonu sonucu elde edilen yagda da gergeklestirilmistir ve sonuglar

ANOVA ile kiyaslanmigtir.

2.2.4.1 Aycicegi yaginin serbest yag asitligi derecesinin belirlenmesi

Bagslangicta 0,01 N Etil Alkollii KOH ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu asamadan sonra 1/1
(v/v) oraninda Etil alkol-dietileter ¢ozeltisi hazirlanmaya baslanmistir. Bunun igin de
25 ml dietileter 25 ml etil alkol ile karistirilmis ve bu sekilde ¢oziicii karisimi
tamamlanmistir. Notralizasyon islemi i¢in 0,01 N etil alkollii KOH ile ¢6ziicii karisimi
titre edilmistir. Boylece noétralizasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu asamadan sonra
yag ornegi erlen icine tartilmistir. Ka¢ gram tartilacagi beklenen yag asitligine gore
hesaplanmustir (Aycicegi yagi i¢in beklenen asitlik %1,8>dir). Yag drneginden 1 gram
tartilmistir. Notralize olan ¢ozelti ile numune karistirllmistir ve birka¢g damla
fenolftaleyn indikatorii ilave edilmistir. 0,01 N Etil alkollii KOH ile titre edilmistir ve
sarfiyat kaydedilmistir. Serbest yag asidi tayini 2.3’teki formiile gore
hesaplanmuistir.

VXxcxMA

2.3
10 X m (2:3)

Serbest yag asidi, (%) =
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V = Harcanan etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi hacmi (mL)
€ = Ayarl1 etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisinin derisimi (M )
MA = Oleik asidin molekiil agirlig1 (=282)

m = Numune miktar1 (g)

2.2.4.2 Aycicegi yaginin peroksit sayisinin belirlenmesi

Optimum kosullarda SEE ile elde edilen aygice8i yagindaki peroksit degerinin
belirlenmesinde IDF (74A:1991) metodu kullanilmistir. Baslangi¢ asamasinda FeCl,
¢ozeltisi hazirlamak igin 0,2 g baryum kloriir dihidrat 25 ml saf suda ¢ozdiiriilmiistiir,
daha sonra bu ¢ozelti yavas bir sekilde ve karigtirma esliginde 0,25 g FeSO4.7H20 ve
25 ml su ile hazirlanan demir (II) siilfat ¢ozeltisine eklenmistir. Bu islemin devaminda,
bu ¢ozeltiye Iml 10 N HCI eklenmesi sonucu ¢oken baryum siilfat filtre kagidiyla 3
kez stiziilmiistiir, boylece berrak bir demir (II) ¢ozeltisi elde edilmistir. Elde edilen bu
demir (II) ¢ozeltisi amber sise ve karanlik bir ortamda muhafaza edilmistir. Diger
taraftan analizde kullanilan baska bir ¢dzelti olan amonyum tiosiyanat ¢odzeltisini
hazirlamak igin 1,5 g amonyum tiosiyanat saf suda ¢ozdiriilmistir ve hacmi 5
mililitreye tamamlanmistir. Ay¢icegi yaginin peroksit degerini belirlemek i¢in cam bir
tipe 0.3 g aygicegi yagi tartilmistir, tizerine 9,7 ml kloroform:metanol (7:3, v/v)
cozeltisi eklendikten sonra 2-4 saniye vorteksle karistirllmigtir. Daha sonra bu
¢ozeltiye 50 pl amonyum tiosiyanat ¢ozeltisi eklenerek tekrar 2-4 saniye vortekste
karistirildiktan sonra tizerine 50 pl demir (IT) ¢6zeltisi eklenerek bir kez daha vortekste
2-4 saniye karistirma iglemi yapilmistir. Son olarak, bu karisim 5 dakika boyunca
karanlikta bekletilmistir ve 500 nm dalga boyunda yag harig biitiin kimyasallari iceren
kor ¢ozeltiye karsi spektrofotometrede (Thermo Evolution 220, Almanya) analiz
edilmistir ve absorbans degerleri belirlenmistir. Biitiin deneyler tiglii tekrar seklinde
gerceklestirilmistir.  Peroksit  sayisinin  hesaplanmasinda  esitlik  2.4°ten

yararlanilmagtir.

Peroksit Sayist = (Ag — Ap) X m X 55,84 X my X 2 (2.4)

As: Yag orneginin absorbans degeri

Ap: Kor ¢ozeltinin absorbans degeri
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m: Kalibrasyon egrisinin egimi (Bu IDF metoduna gore 41,52 olarak belirlenmistir.)
55,84: Demir elementinin molekiil agirligi (g/mol)

Mo: Yag orneginin miktar1 (g)

2.2.4.3 Aycicegi yaginin yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi

Aycicegi ¢ekirdeklerinden Soxhelet yontemi ile ekstrakte edilmis aycicegi yaglari ile
sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi ile edilen aygice§i yaglarinin yag asidi
kompozisyonunun belirlenmesi gaz kromotografisi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Her iki yontemle elde edilen yaglar nce BFs/Metanol esterifikasyon prosediiriine gore
isleme tabi tutulmus, yag asitlerinin metil esterlerine doniisiimii saglanmistir. Gaz
kromatografisinde okunmak tizere yag ornekleri cihaza verilmistir. 1pl hacmindeki
numune injeskiyon ignesi ayirma orami 1:50 olan ayirma modunda injeksiyon
saglanmistir. Kromatogramlardaki piklerin belirlenmesi igin standart yag asitlerinin
metil esterlerinin ayni sartlarda gergeklestirilen kromatogramlar1 kullanilmistir.

Cizelge 2.3’te kromatografik analiz sartlar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.3: Gaz kromatografisi analiz sartlar1.

Dedektor tipi FID*
Dedektor sicakhigy, °C 280
Injeksiyon sicakhigi, °C 250
Injeksiyon hacmi, pl 1
Akis hizi, mL/dak 40
Dagitma orani 1/50
Kolon tipi Kapilar kolon**

* Alev iyonizasyonu dedektorii
** 30 m x 0,25 mm, 0,25mm; Agilent

2.2.4.4 Optimum kosullarda enzim kullanilmadan gerceklestirilen sulu enzimatik

ekstraksiyon

Kabuklar1 ayrilmis aycicegi cekirdeklerinde enzim ilavesiz sulu enzimatik
ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Aycicegi ¢ekirdekleri 20g kadar tartilmistir ve
100°C’de 30dk boyunca etiivde 1sitilmistir. Daha sonra ¢ekirdekler yaklasik Ssn kadar

ogiitiiciide ogiitlilmustiir. 1:5 oraninda olacak sekilde hazirlanan ve sicakligi 50°C’de
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sabit tutulan saf suda, normal sartlarda Celluclast® i¢in yapilan pH ayarlamasi
yapilmigtir (Celluclast® i¢in pH degeri:4,5) fakat Celluclast® enzimi ilave
edilmemistir. pH ayarlamasi yapildiktan sonra ¢giitiilmiis aygicegi ¢ekirdekleri ilave
edilmistir. Ekstraksiyon siiresi 1,5 saat olarak gergeklestirilmis ve bu siire boyunca
termometre yardimi ile sicaklik kontrolii (50°C) yapilmistir. Daha sonra normal
sartlarda Alcalase® icin tekrar pH ayarlamasi yapilmistir (Alcalase® icin pH:8) ve
ilk asamada oldugu gibi Alcalase® enzim ilavesi yapilmamistir. Ekstraksiyon, 1 saat
8 dk sicakligi 50°C’de sabit tutularak gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon sonucunda
10000xg’de 15dk santrifiij yapilmistir (Sekil 2.3). Celluclast® -Alcalase® enzimi
kullanilmadan gerceklestirilen SEE nin {i¢lii tekrar1 yapilmistir.

Sekil 2.3: Optimum kosullarda enzim kullanilmadan gergeklestirilen sulu enzimatik
ekstraksiyon sonrasi santrifiij uygulamasi sonrasi faz ayrimi.

2.2.5 Protein izolat: eldesi

2.2.5.1 Alkali ekstraksiyon-izoelektrik ¢oktiirme ile protein izolati eldesi

Aygekirdegi tohumlarinda optimum sartlarda gerceklestirilen SEE sonrasi sulu faz
toplanmistir. SEE sonrasi elde edilen sulu fazin pH degeri, 6ncelikle proteinlerin alkali
ortamda ekstrakte edilmesi i¢in 2 N NaOH ile 9’a getirilmis ve 1 saat karigtirllmistr.
Daha sonra 10,000 g’de 20 dakika santrifiijlenen karigimin sulu iist faz1 alindiktan
sonra ¢okeltide ayni islem tekrarlanmistir. Geride kalan ¢oziinmeyen katilar, kayip
protein miktarimin tespiti i¢in Kjeldahl yontemiyle analiz edilmek {izere
saklanmistir. Diger yandan sulu iist faz, bu kez izoelektrik noktada proteinlerin
coktiirilmesi amaciyla 2 N HCI ile pH 4,5 degerine getirilmistir ve 30 dakika
karistirma sonras1 10,000 g’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen ¢okeltilerde

dondurarak kurutma islemi gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.4: a) SEE sonrasi sulu fazin alkali ortamda ¢oktiiriilmesi i¢in ortam pH’sinin
9’a ayarlanmas1 ve manyetik karistiricida karistirilmasi b) Santrifiij sonrasi faz
ayrimi ¢) Santrifiij sonrasi sulu fazda izoelektrik ¢oktiirme i¢in ortam pH’sinin

4,5’a ayarlanmasi ve manyetik karistiricida karistirilmas: d) Coken proteinin
liyofilizator kullanilarak kurutulmus hali.

2.2.5.2 Klorojenik asit uzaklastirma sonrasi protein izolati eldesi

Klorojenik asidin alkali kosullarda oksidasyonu sonrasinda proteinlerle interaksiyonu
sonucu yesil pigment olusumunu 6nlemek amaciyla, SEE sonrasi elde edilen sulu faz,
protein izolat1 eldesinden once asidik yikamaya tabii tutulmustur. SEE sonrasi elde
edilen sulu faz toplandiktan sonra 3M’lik HCIl kullanilarak ortam pH’st 5’e
getirilmistir ve 30 dakikalik bir karistirma islemine tabi tutulmustur. Daha sonra
10,000 g’de 20 dakika santrifiijlenen karisimdan elde edilen ¢okelti alinarak ayni islem
tekrar edilmistir. Bu siirecte ortam pH’s1 ara ara kontrol edilerek 5’te sabit tutulmaya

calisilmigtir. Daha sonra 10000xg’de 20 dakika santrifiijlenen karisimdan elde edilen
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¢okelti alinarak ayni1 iglem tekrar edilmistir. Santrifiij sonrasi geride kalan ¢okelti, 1:10
(w/v) oraninda suda dagitildiktan sonra bir dnceki boliimde anlatildigi sekilde protein

izolat1 elde edilmistir.

a) b)

— 3.2
%4,

Sekil 2.5: a) Alkali ekstraksiyon-izoelektrik ¢oktiirme ile elde edilen protein izolati
b) Klorojenik asit uzaklagtirma islemi sonrasi elde edilen protein izolati.

Optimum kosullarda elde edilen protein izolatlarinda, protein izolatlarinin safligin
tespit etmek icin Kjeldahl analizi gergeklestirilmistir. Klorojenik asit uzaklastirma
isleminin etkisi, her iki izolatin renklerinin kolorimetre (Minolta Chroma Meter 400)
ile 6l¢iilmesi sonucu tespit edilmistir. Protein izolatlarindaki klorojenik asit miktarlari,

HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) ile tespit edilmistir.

Aycicegi protein izolatlarinin renk ol¢iimii

Aygicegi protein izolatlarinin rengi bir kolorimetre (Minolta Chroma Meter 400)
yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Renk parametrelerini lgmek i¢in, protein izolatlar1 beyaz bir

plaka ylizeyine homojen bir sekilde dagitilmistir.

Aycicegi protein izolatlarinda klorojenik asidin tespiti

Liyofilizator sonrasi elde edilen donmus-kuru 6rnekten yaklasik olarak 0,2 g kadar
ornek tartimi gerceklestirilmistir. Uzerine otomatik pipet yardimu ile 1,2 ml %75’lik

MeOH ilave edilmistir. 15 dakika su banyosunda bekletildikten sonra 2500 rpm’de 10
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dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij sonrasi list faz toplanmigtir. Geride
kalan ¢okeltiye ise 0,8 ml %75’lik MeOH ilave edilmistir ve ayn1 islem (su banyosu
ve santrifiij) tekrar edilmistir. Toplanan iist fazlar filtreden gegirilerek viallere

HPLC’de okunmak iizere aktarilmistir.

2.3 istatistiksel Analiz

Bu calismada elde edilen verileri ifade etmek i¢in {i¢lii tekrarlarin ortalama+standart
sapmasi (n=3) kullanilmistir. Istatistiksel analiz i¢in Minitab programi kullanilmistir

ve ANOVA ve iki 6rnek t testleri %95 giiven araliginda tespit edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Aycicegi Cekirdeklerinin Karakterizasyonu

Aygcicek tohumlarinin nem igerigi, kiil, yag ve protein miktarlart Cizelge 3.1°de
gosterilmistir. Liretatiirde aygigcegi tohumlarin %5,5 nem, %3,49 kiil, %18,72
protein, %37,47 yag ve %28,30 lif i¢erdigi bildirilmistir (Anjum ve ark., 2012).
Kabugu alinmig aycicegi tohumlarinin %20-40 ham protein igerigine sahip oldugu
tespit edilmistir (Gonzélez-Pérez ve Vereijken, 2007). Elde edilen degerler

literatiirdeki degerlerle benzerlik gostermektedir.

Cizelge 3.1: Aycigegi tohumlarinin kompozisyonu.

Kompozisyon % (w/w)
Nem 4,01+0,1234
Kiil 2,63+0,0274
Yag 67,63+8,2804
Protein 18,63+4,4600

Aycicek tohumlarinin icerdigi yag miktari, nem gibi 6zellikler aygicek tohumunun
cinsi, iklim ve cevresel faktorler, tohumlarin hasat edildigi zaman, ekstraksiyon

yontemi ve kosullari gibi parametrelere gore degisiklik gosterebilmektedir.

3.2 Aycicegi Cekirdeklerinde Gerceklestirilen Sulu Enzimatik Ekstraksiyon icin

Kullanilacak Enzimlerin Belirlenmesi

Sekil 3.1°de goriildiigi gibi Viscozyme® L, Celluclast® ve Pectinex® enzimleri ile
gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyonda yag fazi ayrimi gozlemlenmemistir. Bu
sebeple, bu enzimler ile yapilan sulu enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesinde

enzimlerin tek basina yeterli olmadigi sonucuna varilmstir.
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Sekil 3.1: Viscozyme® L (V), Celluclast® (C) ve Pectinex® (P) ile yapilan sulu
enzimatik ekstraksiyon.

Ancak Alcalase® enzimi ile gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon ile yag fazi
ayrimi gozlemlenmistir. Bu asamada Alcalase® enzimi i¢in ayni kosullarda sulu
enzimatik ekstraksiyon denemesi yapilmistir. Alcalase® ile gerceklestirilen SEE
denemesi sonuglari incelendiginde, daha ytiksek yag verimi i¢in enzim kombinasyonu
denemesinin yapilmasina karar verilmistir. Bu amagla ayg¢icegi tohumlarinda SEE igin
Celluclast® -Alcalase® enzim kombinasyonunun denenmesine karar verilmistir ve iki

denemenin sonuglar1 (Cizelge 3.2) karsilastirilmastir.

Cizelge 3.2: Alcalase® ve Celluclast® -Alcalase® enzim kombinasyonu ile
gerceklestirilen SEE sonrasi serbest yag miktari ve yag verimi.

Enzim SEE sonrasi Yag verimi (%)
serbest yag
miktar (g)
Alcalase® 1,47+0,955 12,25+7,9602
Celluclast® -Alcalase® 2,49+0,3 20,75+2,52

*1:6 kat1 s1v1 oran1 ve 45°C sicaklikta 2 saat siire ekstraksiyon gerceklestirilmistir.

Sadece Alcalase® enzimi ve Alcalase®-Celluclast® enzim kombinasyonu
kullanilarak gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon sonucunda elde edilen yag
verimleri karsilagtirildiginda, iki deneme arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigi gézlemlenmistir (p>0,05). Fakat Celluclast®-Alcalase® enzim
kombinasyonu kullanilarak gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon sonucunda
daha yiiksek yag verimi (%20,75) elde edilmistir. Ekstraksiyonun gergeklestirilecegi
hammaddeye gore degismekle birlikte, enzimatik reaksiyonlarda en siklikla kullanilan

enzimler glikosidazlardir. Glikosidazlarin etkisinin 6zellikle hiicre duvari tizerine
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oldugu bildirilmistir. Bitki hiicre duvar1 pektinin yani sira seliilloz, hemiseliiloz ve
ligninen olusmaktadir ve selillaz, pektinaz gibi birgok hidrolitik enzimin
kullanilmasinin amaci kotiledon hiicre duvarinin yapisini kirmaktir. Boylece ¢oziiniir
bilesenler ¢oziicli igerisinde kalirken, salinan yag ayr1 bir faz olusturmaktadir
(Rosenthal ve ark., 1996). Literatiirde pekan cevizinden yag eldesinde, Alcalase® ve
Celluclast® ticari enzim kombinasyonu kullanilarak sulu enzimatik ekstraksiyon
islemi gergeklestirilmistir ve yag veriminin %26,8 oldugu bildirilmistir (Polmann ve
ark., 2019).

3.3 Aygcicegi Cekirdeklerinde Gergeklestirilen Sulu Enzimatik Ekstraksiyon i¢in

Sicakliklarin Belirlenmesi

Sicaklik enzimatik ekstraksiyon i¢in onemli ve kritik bir parametredir. Enzimatik
ekstraksiyonun gerceklestirilecegi optimum sicaklik, enzim ve yagl tohum cinsine
gore degisim gosterebilmektedir. Bu amagla, ekstraksiyon sicakligr belirlenirken yag
veriminin yani sira yag ve proteinin kalite 6zellikleri de dikkate alinmalidir. Enzimatik
ekstraksiyon i¢in yiiksek sicakliklarin se¢ilmesi enzim inaktivasyonuna sebep olurken
ayni zamanda yagin kararmasina ve proteinlerin inaktivasyonuna da sebep olmaktadir.
Aycicegi tohumlarinda gergeklestirilmesi amaglanan sulu enzimatik ekstraksiyon i¢in
sicakliklara onceden karar verebilmek igin 50° ve 60°de ekstraksiyon denemesi
(Cizelge 3.3) yapilmustir. Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda yag verimleri
incelendiginde, bu iki sicaklik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:

gozlemlenmistir (p>0,05).

Cizelge 3.3: 50° ve 60°°de gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon sonucunda
elde edilen protein ve yag verimi.

SEE sonrasi 9 ..
Yag verimi

Sicaklik (°C) serbest yag Protein (%)
. (%)
miktari (g)
50 2,57+0,353 24,75+2,9442 1,75+0,1042
60 2.91+0,835  24.22+6,961°  1,725+0,3872

*1:6 kat1 s1v1 oran1 ve Celluclast® -Alcalase® enzim kombinasyonu kullanilarak 2 saat
siirede sulu enzimatik ekstraksiyon iglemi gerceklestirilmistir.
*Sonugclar ortalama + standart sapma (n=3) olarak ifade edilmistir.

Sicaklik s6z konusu oldugunda, genellikle enzimatik ekstraksiyon i¢in optimum

sicaklik 40-50°C arasinda degismektedir ve yeterli aktivite saglayan miinkiin en diistik
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sicaklik kullanilmaktadir (Rui ve ark., 2009). Literatiirde yapilan bir ¢alismada,
Viscozyme® L kullanilarak aygigegi tohumlarinda gerceklestirilen sulu enzimatik
ekstraksiyon i¢in ekstraksiyon sicakligi 50°C olarak belirlenmistir (Danso-Boateng E,
2011). Literatiirdeki baska bir calismada aygigegi c¢erkideginde Alcalase®
Celluclast® ve Pectinex® enzimleri kullanilarak sulu enzimatik ekstraksiyon
gerceklestirilmistir ve ekstraksiyon sicakligi 50°C olarak belirlenmistir. Ekstraksiyon
sonucunda elde edilen yag verimi %36 olarak hesaplanmistir (Ribeiro ve ark., 2016).
Sineiro ve ark., (1998) aygigegi ¢ekirdeklerinde Celluclast® enzimi kullanarak sulu
enzimatik ekstraksiyon ile ay¢icegi yagi elde etmistir ve yag veriminin %30’dan fazla
oldugu bildirilmistir. (Sineiro ve ark., 1998). Calisma i¢in belirlenen ekstraksiyon
sicakliklar literatiirdeki caligmalarla paraleldir. Sicaklik artisina baglh olarak yagin
kalite 6zelliklerinin etkilenmesi goz oniine alindiginda, sulu enzimatik ekstraksiyonun

50°C’de yapilmasina karar verilmistir.

3.4 Aycicegi Cekirdeklerinde Gergeklestirilen Sulu Enzimatik Ekstraksiyon

Sonucu Olusan Kremada Demiilsifikasyon Isleminin Belirlenmesi

Aygigegi tohumlarindan sulu enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesi sonucunda olusan
krema fazinda krema emdiilsiyonu kirma islemi i¢in kullanilacak yontemin belirmesi
icin bir deneme yapilmistir. Bu amagla, krema emiilsiyonu kirma isleminin pH
ayarlamasi ile veya enzim ilavesi ile yapilip yapilmayacagina karar verebilmek i¢in
gerceklestirilen denemede (Cizelge 3.4) enzim ilavesi ile emiilsiyon kirma isleminin
yag verimi lizerinde istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin oldugu gézlemlenmistir

(p<0,05).

Cizelge 3.4: pH ayarlamas1 veya enzim ilavesi ile gergeklestirilen emiilsiyon kirma
islemi sonucu yag verimi.

Krema
SEE sonrasi emiilsiyonu <. o
yag miktar (g) sonrasi yag Yag verimi (%)
miktar (g)
pH ayarlamasi ile 2,15+0,342 0,35+0,107 20,83+2,3182
Enzim ilavesi ile 2,57+0,298 0,570,294 26,167+1,967°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma (n=3) olarak ifade edilmistir.
* Farkli kii¢iik hafler aynt numune grubunun farkli emiilsiyon kirma igslemi yontemleri sonrasi
yag verimleri arasindaki 6nemli farkliliklar gostermektedir (p<0,05).
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Sulu enzimatik ekstraksiyon yonteminin en O6nemli dezavantajlarindan biri yag
veriminin geleneksel ¢oziicili ekstraksiyonuna gore daha diisiik olmasidir. Bu amagla
sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda olusan krema fazinda, krema emiilsiyonu
kirma islemi gergeklestirilerek yag veriminin artmasi beklenmektedir. Literatiirde yer
fistiginda gergeklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasi yag verimini arttirmak
icin krema fazinda enzim ilavesi ve pH ayarlamasi yapilarak krema emiilsiyonu kirma
islemi gerceklestirilmistir. pH 3-9 araliklarinda ayarlanarak yag verimleri
karsilastirilmistir. En yiiksek yag veriminin pH 4,5°te oldugu gézlemlenmistir. Ciinkii
bu degerin yer fistig1 proteinlerinin izoelektrik noktasina yakin olmasi, yag
damlaciklarint saran protein katmanlarini kirarak yagin serbest kalmasina sebep
olmustur. Bununla birlikte, pH arttik¢a yag veriminde azalma oldugu gozlemlenmistir.
Sonu¢ olarak pH ayarlamasinin enzim ilave etmeden krema emiilsiyonunun
stabilitesini acik bir sekilde etkiledigi sonucuna varilmisitir (Li ve ark., 2016).
Literatiirde soya fasiilyesinden yag eldesi i¢in sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. Krema emiilsiyonu kirma islemi, ¢ift asamali enzim uygulmasi (Protex
6L) ve pH ayarlamasi (4,5) ile gergeklestirilmistir ve iki yontem igin yag verimleri
kiyaslanmistir. Cift asamali enzim uygulanarak gerceklestirilen krema emiilsiyonu
kirma iglemi ile elde edilen yag veriminin %95 ve pH ayarlamas: ile elde edilen yag
verminin %83 oldugu gézlemlenmistir (Chabrand ve Glatz, 2009b). Wu ve ark., soya
fastilyesinde sulu enzimatik ekstraksiyon gerceklestirmistir ve emiilsiyon kirma islemi
icin enzim ilavesinin yani sira pH ayarlamasinin etkisi de incelenmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, pH’1 4,5 ve 4’e¢ ayarlamanin krema emiilsiyonunu tamamen
kararsiz hale getirdigi ve serbest yag verimini %100’e ¢ikardig1 gozlemlenmistir (Wu
ve ark., 2009b). Literatiirde yapilan ¢aligsmalar, krema emiilsiyonu kirma islemi igin
pH ayarlamasini desteklemektedir ve enzim kullanilarak gerceklestirilen krema
emiilsiyonu kirma isleminin zaman alic1 olmasi nedeniyle, krema emiilsiyonu kirma

isleminin pH ayarlamasi yapilarak gerceklestirilmesine karar verilmistir.
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3.5 Aycicegi Cekirdeklerinden Sulu Enzimatik Ekstraksiyon ile Yag Eldesindeki

Parametrelerin Optimizasyonu

Yiizey Tepki Metodolojisi ile olusturulan 6rnek deney tasarimindaki parametreler
dikkate alinarak aycicegi c¢ekirdeklerinde sulu enzimatik ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.5). Sonuglar incelendiginde, yag verimi %31,17-46,83
ve protein degerleri %1,18-3,71 arasinda oldugu gézlemlenmistir.

Cizelge 3.5: Optimizasyon asamasi i¢in gerceklestirilmesi beklenen optimum

sartlarda aycicegi tohumlarindan sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen yag
verimi ve protein degerleri (%).

Enzim:substrat Su:substrat Celluclast® Alcalase® Yag Sulu
orami, mL/100 orani, g/g siire, saat siire, saat  verimi, Fazda

g % Protein,
%
1 10 0,5 0,5 34,08 1,33
1 10 15 15 33,50 1,41
3 7 1,5 1 44,67 2,36
3 7 1 1 39,67 2,03
3 7 1 1 36,33 1,84
1 4 0,5 15 35,58 3,32
3 7 1 0,5 46,83 1,95
5 4 15 0,5 39,08 3,64
3 7 1 1 36,50 1,28
1 4 15 0,5 34,75 3,21
3 7 1 1 39,17 1,54
5 10 15 15 41,58 1,53
5 4 0,5 0,5 44,58 3,71
1 7 1 1 31,17 2,03
1 10 0,5 1,5 34,08 1,18
5 7 1 1 39,33 2,04
5 4 0,5 1,5 46,58 3,69
5 10 0,5 0,5 44,42 1,62
5 10 1,5 0,5 34,42 1,43
1 4 15 15 37,33 3,40
5 4 1,5 1,5 37,25 3,56
3 7 0,5 1 37,75 2,01
3 4 1 1 36,50 2,40
3 10 1 1 29,33 1,82
3 7 1 1 37,33 1,65
5 10 0,5 15 35,83 1,18
1 10 15 0,5 24,92 1,29
1 4 0,5 0,5 39,92 3,66
3 7 1 15 44,50 2,18
3 7 1 1 37,83 2,02
3 7 1 1 38,50 2,11
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En yiiksek yag verimi, enzim/substrat oran1 3mL/100g, su/substrat 7g/g, Celluclast®
siire 1 ve Alcalase® siire 0,5 saat oldugu kosulda %46,83 olarak tespit edilirken en
diisik yag verimi ise enzim/substrat orani 1mL/100g, su/substrat oranmi 7g/g,
Celluclast® siire 1 ve Alcalase® siire 1saat iken %31,17 olarak tespit edilmistir.
Bununla birlikte aygicegi ¢ekirdegi protein igeriginin en yiiksek oldugu kosullar
enzim/substrat oran1 SmL/100g, su/substrat oran1 4g/g, Celluclast® siire ve Alcalase®
stirenin 0,5 saat oldugu durumda %3,71 olarak tespit edilmistir. En diisiik protein
igerigi ise enzim/substrat oran1 1mL/100g, su/substrat oran1 10g/g, Celluclast® siire
0,5 ve Alcalase® siirenin 1,5 saat oldugu kosullarda %1,18 olarak bulunmustur.
Aycicegi cekirdeklerinde gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon sonucunda elde
edilen yag verimi modelinin yeterliliginin ve uygunlugunun saptanmasi i¢in varyans
analizi (ANOVA) yapilmistir ve elde edilen degerler Cizelge 3.6’da 6zetlenmistir.
Aygigegi c¢ekirdeklerinin  yag ekstraksiyonunun varyans analizi sonuglari
incelendiginde modelin p degerinin 0,05 ten kii¢iik olmas1 modelin anlamli oldugunu

gostermistir.

Cizelge 3.6: Aycicegi ¢ekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen
yag verimi icin ANOVA gizelgesi.

Kaynak P-degeri
Model 0,003
Linear 0,001
E/S 0,000
S/S 0,009
Celluclast® siire 0,072
Alcalase® siire 0,808
Square 0,006

E/S*E/S 0,069
S/S*E/S 0,006
Celluclast® siire*Celluclast® siire 0,268
Alcalase® siire* Alcalase® siire 0,003

Inteaksiyon 0,390
E/S*S/S 0,443
E/S*Celluclast® siire 0,640
E/S*Alcalase® siire 0,524
S/S*Celluclast® siire 0,736
S/S*Alcalase® siire 0,490
Celluclast® siire* Alcalase® siire 0,042

Uyum eksikligi 0,008

Saf hata

Toplam

R?=0,79
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Aym zamanda regresyon katsayisinin (R?=0,79) 1’e yakin oldugu dolayisiyla
gozlemlenen ve tahmin edilen degerler arasindaki iliskinin yiiksek oldugu
goriilmektredir. %95 anlamlilik diizeyinde en 6nemli dogrusal etkinin enzim/substrat
orant oldugu, ardindan kat1 sivi orami gelirken, Celluclast® siire ve Alacalase ®
siirenin yag verimi tizerinde istatistiksel olarak Onemli bir etkisinin olmadig1
gozlemlenmistir (p>0,05). Ekstraksiyon parametreleri arasindaki etkilesimler igin
modelin yalnizca Celluclast®  siire ve Alcalase® silire i¢in anlamli oldugu

gbzlemlenmistir (p<0,05).

Contour Plot of Yag verim, % vs Alcalase siire; Celluclast siire
verim, %
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32 - 34
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Sekil 3.2: Bagimsiz degiskenler arasindaki ikili etkilesimlerin serbest yag verimi
tizerindeki etkilerini gdsteren yanit yiizeyinin kontur grafigi.

Sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen en yiiksek yag verimi ve protein igerigi igin
enzim konsantrasyonu, kati sivi orani, Alcalase® siire ve Celluclast® siire gibi
faktorlerin etkilesimlerinin yanit entegrasyonu iizerindeki etkisi kontur grafikleri ile
gosterilmektedir. Diger bagimsiz degiskenler sabit tutulurken Alcalase® siire ve
Celluclast® siirenin yag verimi lizerindeki birlesik etkisi gdsteren kontur grafigi Sekil

3.2°de gosterilmistir. Sekil 3.2°de goriildiigli gibi Celluclast® siire ve Alcalase®



stirenin azalmasiyla birlikte yag veriminin maksimimum degere ulastig

gozlemlenmistir.

Cizelge 3.7: Aycicegi ¢ekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen
protein igcin ANOVA ¢izelgesi.

Kaynak P-degeri
Model 0,000
Linear 0,000
E/S 0,310
S/S 0,000
Celluclast® siire 0,929
Alcalase® siire 0,800
Square 0,013
E/S*E/S 0,690
S/S*E/S 0,470
Celluclast® siire*Celluclast® siire 0,301
Alcalase® siire* Alcalase® siire 0,598
Inteaksiyon 0,959
E/S*S/S 0,750
E/S*Celluclast® siire 0,926
E/S*Alcalase® siire 0,853
S/S*Celluclast® siire 0,519
S/S*Alcalase® siire 0,927
Celluclast® siire*Alcalase® siire 0,381
Uyum eksikligi 0,321
Saf hata
Toplam
R2=0,91

Aycicegi cekirdeklerinde gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon sonucunda elde
edilen protein i¢in modelinin yeterliliginin ve uygunlugunun saptanmasi amaciyla
varyans analizi (ANOVA) yapilmistir ve elde edilen degerler Cizelge 3.7°de
Ozetlenmistir. Aygicegi c¢ekirdeklerinden elde edilen protein igin gerceklestirilen
varyans analizi sonuglar1 incelendiginde modelin p degerinin 0,05°ten kiigiik olmas1
modelin anlamli oldugunu gdstermektedir. Ayni zamanda regresyon katsayisinin
(R=0,91) 1’e yakin oldugu dolayisiyla gbzlemlenen ve tahmin edilen degerler
arasindaki iliskinin yiiksek oldugu goriilmektredir. Aycicegi protein izolatlarinda,

%95 anlamhilik diizeyinde sadece kati sivi oranin aygicegi proteinleri tizerinde
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istatistiksel olarak onemli bir etkisi oldugu gézlemlenmistir (p>0,05). Bununla birlikte

etkilesimlerin higbirinin istatistiksel olarak énemli bir etkisi olmamistir (p>0,05).

Contour Plot of Sulu fazda prote vs Alcalase siire; Celluclast siire
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Sekil 3.3: Bagimsiz degiskenler arasindaki ikili etkilesimlerin protein igerigi
tizerindeki etkilerini gdsteren yanit yiizeyinin kontur grafigi.

Diger bagimsiz degiskenler sabit tutulurken Alcalase® siire ve Celluclast® siirenin
protein {iizerindeki birlesik etkisi gosteren kontur grafigi Sekil 3.3°de gosterilmistir.
Sekil 3.3’de goriildiigii gibi Celluclast® siire ve Alcalase® silirenin azalmasiyla
birlikte protein igeriginin maksimimum degere ulastigi gozlemlenmistir. Alcalase®
stire ve Celluclast® siire 0,5 saat oldugu kosullarda en yiiksek protein igeriginin
(>%3,4) elde edilmesi beklenmektedir. Validasyon asamasi icin yiizey tepki
metodolojisi ile belirlenen optimum kosullardan 3 tanesi segilerek bu kosullarda sulu
enzimatik ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Cizelge 3.8’de model tarafindan tahmin

edilen ve deneysel olarak gozlemlenen degerler sunulmustur.

Cizelge 3.8: Optimum kosullarin validasyonu.

Tahmin Olgiilen Tahmin
- Enzim:substrat Su:substrat  Alcalase® Celluclast® edi I?n yag edilen Olg:ulf:n
Ornek orani, mL/100 . . yag i p protein
orani, g/g siire siire > verimi protein
g verimi (%) (%) (%)
(%)

Optinum 3 7 15 1 4467 2952 236 223

Opt'g‘“m 5 4 05 15 4658 271 3,69 3,53

Optlénum 5 4 1,5 15 37,25 33,44 3,56 3,82
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Validasyon denemeleri sirasinda aygigegi ¢ekirdegi degistirilmek durumunda
kalinmigtir. Yeniden temin edilen aygigegi cekirdeginin yag icerigi (%42), daha
oncesinde kullanilan aygicegi cekirdeginin yag icerigi (%67,63) degerinden daha
diisiik oldugu Soxhelet ile tespit edilmistir. Bu sebeple validasyon denemeleri
sirasinda sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen yag verimleri Cizelge 3.8’de de
goriildiigli gibi tahmin edilen degerlere yakin c¢ikmamistir. Model tarafindan
tahminlenen ve Olgiilen degerler arasidaki farkliligin numunenin degismesi sebebi ile
oldugu acikca goriilmektedir. Fakat modelin R? degerinin 1’e yakin olmasi modelin
tahmin ediciliginin yliksek oldugunu gdstermektedir. Aycicegi ¢ekirdeklerinden sulu
enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen yag verimi ve protein iceriginin yliksek olmasi
icin gergeklestirilen optimizasyon denemesi sonucunda, program tarafindan onerilen
parametrelerde optimum ekstraksiyon kosulu enzim konsantrasyonu 5mL/100g,
su/substrat orani1 4g/g, Alcalase® siire 1,5 ve Celluclast® siire 1,5 saat olarak
secilmistir. Optimum kosullar altinda gergeklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon
sonucunda elde edilen yag verimi %33,44 ve protein igerigi ise %3,82 olarak tespit
edilmistir. Literatiir calismalar1 incelendiginde Moradi ve Rahimi (2019), aygicegi
cekirdeklerinde 1:6 kat1 sivi orami ve %2 enzim orani kullanarak sulu enzimatik
ekstraksiyon ile yag elde etmistir. Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda elde edilen
yag verimi %?23,7 olarak hesaplanmistir. Diger bir c¢alismada aycicegi
cekirdeklerinden yag eldesi icin SEE gerceklestirilmistir. En yiiksek yag veriminin
(%36,6), %10 (v/v) enzim substrat orani, 1:6 kati sivi orani ve 8 saatlik ekstraksiyon
stiresi kosullarinda elde edildigi bildirilmistir (Ribeiro ve ark., 2016). Aygicegi
cekirdeklerinde SEE icin siire (1; 2; 3 sa), kat1 stv1 oran1 (5; 7,5; 10 g g1) ve enzim
substrat orani (0,5; 1,25; 2 g 100g™ ) parametreleri degerlendirilmistir ve 1:5 kati siv
oran;, 1,25 g 100g? enzim substrat oran1i ve 2 saat ekstraksiyon siiresinde
gerceklestirilen SEE sonucunda %30’dan fazla yag verimi elde edilmistir (Sineiro ve
ark., 1998).

3.6 Optimum Kosullarda Sulu Enzimatik Ekstraksiyon ile Elde Edilen Yagin
Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Optimum kosullarda gergeklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon ve Soxhlet
ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarda bozulmay1 ve acilagsmayi tespit etmek amaciyla

serbest yag asitligi ve peroksit degeri analizleri gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda
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optimum kosullar altinda gergeklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon ve Soxhelet
ekstraksiyonu ile elde edilen yagin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaciyla

DPPH analizi yapilmistir ve sonuglar Cizelge 3.9°da 6zetlenmistir.

Cizelge 3.9: Optimum kosullarda ve Soxhelet ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarin
karakterizasyonu.

SEE sonrasi elde Soxhelet ekstraksiyonu

edilen yag sonrasi elde edilen yag
Serbest Yag Asidi (%) 0,74+0,050% 0,79+0,005%
Peroksit Degeri (mEq O2/kg) 1,55+0,1752 1,33+0,260°

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma (n=3) olarak ifade edilmistir.
* Farkli kiiglik hafler ayn1i numune grubunun farkli yontemlerle elde edilen yaglarimin peroksit
degerleri arasindaki 6nemli farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05).

Optimum kosullarda gerceklestirilen sulu enzimatik ekstraksiyon sonucu elde edilen
aycicegi yagmin serbest yag asitligi ile soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen yagin
serbest yag asitligi karsilastirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig tespit edilmistir (p>0,05). Literatiir ile karsilastirildiginda, aycicegi
tohumlarinda sulu enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesinde 5 farkli enzim etkinliginin
degerlendirildigi bir ¢alisma yapilmistir. Sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen
yaglarla, ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilmis yaglar (%0,94) kiyaslandiginda 6nemli
Ol¢iide daha diisiik bir serbest yag igerigi (%0,64-69) gézlemlenmistir. Bu durum,
¢oziicli ekstraksiyonu sirasinda hizlandirilmis sicaklik igslemi sebebi ile olabilmektedir
(Latif ve Anwar, 2009). Optimum kosullarda gergeklestirilen sulu enzimatik
ekstraksiyon ile ¢oziicii ekstraksiyonu sonucunda elde edilen yaglarda peroksit
degerine bakilmistir ve 6rnekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir faklilik mevcut
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Latif ve Anwar, (2009) yapmis olduklar1 bir
calismada aygigegi tohumlarinda sulu enzimatik eksjtraskiyonu ve ¢oziicii
ekstraksiyonu ile edilmis yaglarin peroksit degerleri incelenmistir. Sulu enzimatik
ekstraksiyon sonucunda elde edilen aygicegi yaginin (1,25-1,37 mEq O2/kg) peroksit
degerinin, kontrol (1,29 mEq O2/kg) ile benzer degerlere sahip oldugu ancak solvent
ekstraksiyonu ile elde edilmis yagdan (1,78 mEqQ O2/kg) 6nemli 6l¢iide daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Hekzan kullanmilarak gerceklestirilen geleneksel solvent
ekstraksiyonu sirasindaki yiiksek caligsma sicakliklarmin yag kalitesini, ozellikle

yaglarin oksidasyon durumunu etkileyebilecegi bildirilmistir (Latif ve Anwar, 2009).
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3.7 Aycicegi Yaginin Yag Asidi Kompozisyonu

Aygigegi ¢ekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen yagin serbet yag
aside kompozisyonu Cizelge 3.10°de verilmistir. Elde edilen degerler literatiirdeki

degerler ile karsilastirilmistir.

Cizelge 3.10: Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasinda elde edilen yagin serbest yag
asidi kompozisyonu (%).

SEE sonrasi aycicegi

Yag asidi Lipid numarasi yaginin yag asidi
kompozisyonu (%0)

Palmitik Asit C16:0 5,79
Stearik Asit C18:0 4,43
Oleik Asit C18:1 30,93
Linoleik Asit C18:2 57,78
Arasidonik Asit C20:0 0,28
Behenik Asit C22:0 0,79

Aycicegi yagindaki ana yag asitlerinin linoleik, oleik, palmitik ve stearik asit oldugu
bildirilmistir. De Aquino ve ark., (2019) aycicegi cekirdeklerinde sulu enzimatik
ekstraksiyon ile elde ettikleri aycicegi yaginin yag asidi igerigini, Soxhelet
ekstraksiyonu ile elde ettikleri yag ile karsilagtirmistir. Oleik asit (%48,58-49,52) ve
linoleik asit (%40,53-41,91) aygicegi yaginda dominant yag asidi olarak bulunmustur.
Sonuglar incelendiginde, aycicegi yaginin ¢oklu doymamis yag asidi oraninin oldukga
yiiksek oldugu bildirilmistir (de Aquino ve ark., 2022). Yapilan arastirmalar aygicegi
cekirdeginin yag asidi bilesimi lizerinde ¢evresel faktorlerin etkili oldugunu ve bunun
sonucunda cekirdeklerin yag asidi bilesiminin, yetistirildigi ¢evreye bagli olarak
degistigini gostermistir. Yapilan bir ¢alismada farkli yillarda yetistirilen farkl tiirdeki
aycicegi cekirdeklerinin yag asidi kompozisyonu incelenmistir. Sonuglar, ay¢icegi
yaglariin yag asitleri i¢indeki linoleik asit igerigi (C18:2), %49,7-74,6 arasinda
bulunurken oleik asit igerigi (C18:1), %14,8-40,1 arasinda oldugunu goéstermistir.
Stearik asit (C18:0) icerigi 2,3-5,5 arasinda tespit edilirken palmitik asit (C16:0) igerigi
ise %4,7-8,3 arasinda bulunmustur (Alpaslan ve Giindiiz, 2000). Chowdhury ve ark.,
(2008) yaptiklar1 bir calismada farkl yenilenilir yaglarin yag asidi kompozisyonlarini
karsilagtirmistir. Aycicegi yagimin linoleik asit igerigi % 46,02+16,75 bulunurken bu
degeri sirastyla %45,39+18,77 oleik asit, %6,52+1,75 palmitik asit ve %1,98+1,44
stearik asit takip etmistir (Chowdhury K. ve ark., 2007). Aycicegi yaginda sulu

enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen aycice8i yaginin serbest yag asidi
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kompozisyonu literatiirdeki ¢alismalar ile karsilastirildiginda benzer sonuglar

gozlemlenmistir.

3.8 Optimum Kosullarda Gergeklestirilen Sulu Enzimatik Ekstraksiyon Sonrasi

ve Klorojenik Asit Uzaklastirma Islemi Sonrasi Protein izolat1 Eldesi

Cozelti formundaki protein molekiillerinin yiizeyleri, hidrofilik ve hidrofobik
bolgelerle birlikte pozitif ve negatif yiliklii bolgelerden olusmaktadir. Protein
molekiilleri  birbirini  iterek ¢oOzeltide kalmaktadir. Protein molekiillerinin
¢Oziinlirliigliniin azalmasi, ¢oziicli ortamimin veya protein molekiillerinin yiizey
yiiklerinin degistirilmesi ile gergeklestirilebilmektedir. Coziiniirliikkteki azalma,
cokelmeye sebep olan asir1 doygunluk ile sonuglanmaktadir. Coziicli ortami, pH’ nin
ayarlanmasi (izoelektrik ¢okeltme) ile degistirilebilmektedir (Raphael ve ark., 1995).
Optimum kosullarda SEE sonrasi izoelektrik ¢okeltme ile elde edilen protein izolatlar
ve klorojenik asit uzaklastirilmis protein izolatlarinin miktarlari, protein ve klorojenik

asit icerikleri Cizelge 3.11°da 6zetlenmistir.

Cizelge 3.11: Optimum kosullarda SEE sonras1 elde edilen protein izolat1 ve
klorojenik uzaklastirilmis protein izolat1 protein igerigi ve klorojenik asit miktari.

Protein izolati Protein izolati  Protein icerigi  Klorojenik asit
miktari (g) (%) miktar1 (mg/g)
SEE sonrasi protein ) (4.4 o7 54,991,120 2,4340,56°
izolati
SEE sonrasi
Klorojenik 0,81+0,13 58,27+0,152 3,66+0,84°
uzaklastirilmas

protein izolati
* Sonuglar ortalama =+ standart sapma (n=3) olarak ifade edilmistir.
* Farkli kii¢iik hafler SEE sonrasi ve SEE sonrasi klorojenik asit uzaklastirilmig protein
izolatlarinin protein igerigi arasindaki dnemli farkliliklar gostermektedir (p<0,05).

Aygicegi protein izolatlar1 ile klorojenik asit uzaklastirilmis protein izolatlarinin
protein igerigi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gézlemlenmistir
(p<0,05). Klorojenik asidin uzaklastirilmasi i¢in art arda ekstraksiyon adimlarinin
eklemesi klorojenik asit uzaklagtirilmis protein izolatlarinda, protein artisina sebep
olmustur (Salgado ve ark., 2012). SEE sonrasi protein izolatlar1 ile klorojenik asit
uzaklastirilmis protein izolatlarinin igerdigi klorojenik asit miktarlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik g6zlemlenmemistir (p>0,05). Fakat klorojenik

asit yikama sonrasinda elde edilen klorojenik asit miktar1 (3,66mg/g), SEE sonrasi
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protein izolatlarinin icerdigi klorojenik asit miktarindan (2,43mg/g) daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Literatiirde, Salgado ve ark., (2012) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada
aycicegi kiispesinde izoelektrik ¢okeltme ile protein izolatlar1 elde etmistir. Daha
diisiik fenolik bilesik igerigine sahip aygicegi protein izolatlarr elde etmek igin ise
ayg¢icegi proteinlerinin alkali ortamda ekstraksiyonundan once asit pH’da iki
ekstraksiyona tabi tutulmustur. izoelektrik ¢okeltme ile elde edilen protein
izolatlarinin protein miktar1 70,4g/100g bulunurken icerdigi fenolik bilesiklerin
miktar1 2,5g/100g bulunmustur. Bununla birlikte fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasi
sonrasinda elde edilen protein izolatlarinin protein miktar1 70,1g/100 g bulunurken
fenolik bilesik igerigi 2,1g/100g olarak bulunmustur. Bu c¢alismada, fenolik
bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in yapilan ekstraksiyon sonucunda fenolik bilesiklerin
miktarinda bir azalma meydana gelmistir fakat fenolik Dbilesikler tamamen

uzaklastirilamamustir (Salgado ve ark., 2012).

3.9 Aycicegi Protein Izolatlarimin Renginin Belirlenmesi

Aygigegi tohumlarindan SEE sonrasi elde edilen protein izolatlarindan klorojenik
asidin uzaklastirilmas1 sonrasi renk parametrelerinde farklilik gostermistir (Cizelge

3.12).

Cizelge 3.12: Aygicegi protein izolatlarmin renk parametreleri.

Aygcicegi protein L a b
izolat1
SEE sonrasi 33,21+3,672° -3,78+1,1572 3,21+0,673°
SEE sonrasi
klorojenik asit 43,594+4,5512 -4,36+1,066% 4,60+0,8952
uzaklastirilmis

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma (n=3) olarak ifade edilmistir.
* Farkli kii¢iik hafler SEE sonras1 ve SEE sonras1 klorojenik asit uzaklastirilmis protein
izolatlariin renk degerleri arasindaki énemli farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05).

SEE sonrasi protein izolatlarinin ve klorojenik asit uzaklastirilmis protein izolatlar
yesilimsi bir renge (negatif a degerleri) sahip oldugu gdézlemlenmistir. SEE sonrasi
elde edilen protein izolat1 a degeri ile klorojenik asit uzaklastirma islemi uygunlanarak
elde edilen protein izolati a degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir (p>0,05). Klorojenik asit uzaklastirilmis protein izolatlari, SEE
sonras1 protein izolatlar1 ile karsilastirildiginda daha agik bir tona (daha yiiksek L
degeri) sahip oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Fenolik bilesiklerin uzaklastiriimasindan
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onceki alkali muamele, daha fazla su ekstraksiyonu adimlariyla giderilemeyen ve
fenolik bilesiklerinin nihai igerigi ile iligkili olmayan yesilimsi bir renge neden

olabilmektedir (Salgado ve ark., 2012).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Sulu enzimatik ekstraksiyon yonteminde deneysel degiskenlerin aygigek yagi ve
proteini eldesi {lizerindeki etkileri arastirilmistir ve yiiksek yag verimi i¢in optimum
kosullar belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, disiik kat1 sivi orani ve enzim
konsantrasyonunun  yag  verimini  arttirdigi = gozlemlenmistir.  Aygigegi
cekirdeklerinden Celluclast® ve Alcalase® enzimleri kullanilarak gergeklestirilen
sulu enzimatik ekstraksiyonda enzim konsantrasyonu 5mL/100g, su/substrat orani
49/g, Celluclast® siire 1,5 ve Alcalase® siire 1,5 saat olarak belirlenen optimum
sartlarda yag verimi % 33,44 ve aycicegi protein igerigi % 3,82 olarak bulunmustur.
Elde edilen yagin serbest yag asidi degeri %0,74+0,05, peroksit degeri 1,55+0,175
meqiv/kg bulunmustur. Sulu enzimatik ekstraksiyon sonrasi alkali ekstraksiyon-
izoelektrik ¢oktiirme ile elde edilen protein izolati miktar1 1,60+0,07g ve protein
icerigi %54,99+1,12 olarak bulunurken klorojenik asit uzaklastirma igleminden sonra
elde edilen protein izolati miktar1 0,81+0,13g ve protein igerigi %58,27+0,15 olarak

elde edilmistir.

Gilintimiizde ayg¢igegi ¢ekirdeklerinden sulu enzimatik ekstraksiyon yontemi ile yag
eldesinde verimin geleneksel solvent ekstraksiyona kiyasla nispeten daha diisiik
olmast yontemin yaygin kullaniminmi kisitlamaktadir. Ancak yontemin aygicegi
proteinlerinin yiiksek kalitede ve es zamanli olarak kazanilmasini saglamasinin yani
sira artan ¢evresel sorunlardan dolayi giivenilir ve ¢cevre dostu yontemlere olan ihtiyag
giderek artmaktadir. Bu calismadaki veriler goz oniine alindiginda yiiksek kalitede yan
tirlinlerin Uretilmesi ve daha yiiksek yag verimi elde etmek icin daha fazla calismaya

ithtiyag vardir.
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