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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KENEVIR PROTEIN iZOLATI URETIMININ VE GLIKASYONUNUN YANIT
YUZEY METODU (RSM) iLE OPTiMiZASYONU
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Gilinlimilizde vegan beslenme kiiltiirii oldukca yayginlasmistir. Bu nedenle bitki-bazli protein
kaynaklarina olan ilgi glinden giine artmaktadir. Bitki-bazli protein kaynaklarindan biri olan,
endiistriyel kenevir tohumu, yiiksek miktarda kaliteli yag, protein, karbonhidrat, ¢6ziinmeyen
lif, vitamin ve mineral igermektedir. Kenevir tohumu proteininin, miikemmel sindirilebilirligi
ve esansiyel amino asit igeriginin yeterliligi nedeniyle, yumurta aki ve soya fasulyesi
proteinleriyle karsilastirilabilir besin degerine sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda, yagi alinmis kenevir tohumundan, farkli ekstraksiyon kosullarinda en yiiksek
verimde protein izolat1 eldesi i¢in yanit yiizey metodu (RSM) ile optimizasyon uygulanmaistir.
Optimum ekstraksiyon kosullari, tuz konsantrasyonunun 0, pH degerinin 12 ve sicakligin 49 °C
oldugu durumda belirlenmistir. Optimum kosullarda iiretilen protein izolat1 glikasyon islemine
tabii tutulmus olup glikasyon kosullar1 da RSM ile optimize edilmistir. Glikasyon i¢in en uygun
glikasyon derecesi ve esmerlesme indeksinin elde edildigi optimum kosullar ise protein:seker
(fruktoz) oraninin 1.6:1, sicakligin 60 °C ve siirenin 90 dk oldugu durumda saptanmistir. Bu
kosullarda elde edilen glike protein izolatinin, glike edilmemis protein izolati ile emiilsifiye
edici aktivite indeksi ve emiilsiyon stabilite indeksi sonuglarinda istatistiksel bir fark
bulunmamastir. Toplam fenolik-flavonoid bilesik ve antioksidan aktivite miktarlarinda ise seker
kompleksi bu degerlerin azalmasina neden olmustur. Bunun yani sira toplam fenolik-flavonoid
bilesik ve antioksidan aktivite degerleri arasinda yliksek pozitif korelasyon oldugu
belirlenmistir. SEM mikrograflari, kenevir protein izolati ve seker arasindaki iliskilerin
varligint gostermis ve bu etkilesimler slingerimsi ii¢ boyutlu bir mikro yapiya yol agmustir.
FTIR sonuglarina gore glike edilmis olan izolatla glike edilmemis ile karsilastirildiginda 3300-
3200 cm!’de daha giiglii absorpsiyon gosterdigi belirlenmistir. Bu durum polisakkarit
zincirinin indirgeyici ucunun amino asitlerle kovalent olarak birlestirildiginin gdstergesidir.
Sonu¢ olarak, bu c¢alisma ile monosakkaritlerin glikasyonu nasil etkiledigi konusunda
fonksiyonel ve karakteristik 6zellikler adina 6nemli bulgular tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kenevir tohumu, protein modifikasyonu, glikasyon, optimizasyon.
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ABSTRACT

M. SC. THESIS
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Today, vegan diet culture has become quite widespread. Therefore, interest in plant-based
protein sources is increasing day by day. Industrial hemp seed, one of the plant-based protein
sources, contains high quality oil, protein, carbohydrate, insoluble fiber, vitamins and minerals.
It is known that hemp seed protein has a nutritional value comparable to egg white and soybean
proteins due to its excellent digestibility and sufficient essential amino acid content. In this
study, optimization was applied with response surface method (RSM) to obtain the highest yield
protein isolate from defatted hemp seed under different extraction conditions. Optimum
extraction conditions were determined when salt concentration was 0, pH value was 12 and
temperature was 49 °C. Protein isolate produced under optimum conditions was subjected to
glycation process and glycation conditions were also optimized with RSM. The optimum
conditions for glycation, where the most suitable glycation degree and browning index were
obtained, were determined as protein:sugar (fructose) ratio of 1.6:1, temperature of 60 °C and
time of 90 min. Under these conditions, no statistical difference was found in emulsifying
activity index and emulsion stability index results of glycated protein isolate obtained from non-
glycated protein isolate. In total phenolic-flavonoid compound and antioxidant activity
amounts, sugar complex caused a decrease in these values. In addition, it was determined that
there was a high positive correlation between total phenolic-flavonoid compound and
antioxidant activity values. SEM micrographs showed the existence of relationships between
hemp protein isolate and sugar and these interactions led to a spongy three-dimensional
microstructure. According to FTIR results, it was determined that glycated isolate showed
stronger absorption at 3300-3200 cm™! compared to non-glycated isolate. This is an indication
that the reducing end of the polysaccharide chain is covalently combined with amino acids. As
a result, this study has determined important findings in terms of functional and characteristic
properties on how monosaccharides affect glycation.

Keywords: Hemp seed, protein modification, glycation, optimization.
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GIRIS

Arastirmanin Konusu ve Problemi

Son yillarda saglikli beslenme bilincindeki artis ile birlikte agirlikli olarak hayvansal
tirtinlerin ¢evre iizerindeki olumsuz etkilerine yonelik kiiresel uyarilardan dolay1, bitki-bazli
tirtinlere agirlik vererek, tiiketicilerin daha fazla ve alternatif protein bazli iiriinlere yonelik bir
egilim ortaya ¢ikmistir (Banovic vd., 2018). Bundan dolayi, bitki-bazli alternatif protein
konsantreleri (bugday, soya, bezelye, kanola, kenevir, patates, piring, yulaf vb.), yliksek
proteinli dogal {irlinlerde veya bitki-bazli proteinle zenginlestirilmis gida tirtinlerindeki (pismis
gidalar, tahillar, enerji igecekleri) protein igerikleri pazar biiyiikligiinii de yapilandirmaktadir
(Plati vd., 2021). Bunlarin yani sira son donemlerde bir beslenme tercihi olarak vegan beslenme
kiiltiiri olduk¢a yaygimlagsmistir (Fox ve Ward, 2008). Son yillarda, bitki-bazli protein
pazarinda, siirdiirtilebilir, etnik, dini, diyetsel ve ahlaki tercihleri olan tiiketicilerin, hayvansal
proteinlerin tiiketimine nazaran artan talepleri nedeniyle, hizli bir biiyiime goriilmektedir.
Bunun gibi nedenlerle kenevir tohumu, bitki-bazli protein kaynagi olarak miikemmel bir
alternatiftir. Biitiin kenevir tohumlar1 gida olarak tiiketilebilirken (6rnegin, kavrulmus tohum
atistirmaliklar1), Oncelikle kenevir tohumu unu, ya8i ve proteini gibi diger {riinlerin

gelistirilmesi i¢in hammadde olarak kullanilabilirler (Zajac vd., 2019).

Kenevir tohumu proteininin, miikemmel sindirilebilirligi ve esansiyel amino asitlerdeki
yeterliligi nedeniyle yumurta aki ve soya fasulyesi proteinleriyle karsilastirilabilir besin
degerine sahip oldugu bildirilmistir (Tang vd., 2006). Ticari kenevir tohumu proteinine olan
talep, kiiresel bitki proteini pazarinda giderek artmaktadir (Karabulut ve Yemis, 2022). Talebin

arkasindaki itici glig, kenevir tohumu protein izolatinin yiiksek kaliteli bir protein olmasidir.

Yapilan caligmalarda kenevir tohumu protein izolatinin emiilsifikasyon, kdpiirme, su ve
yag absorpsiyonu gibi fonksiyonel oOzellikleri arastirllmis ve soya proteini izolati ile
karsilastirilmis ve kenevir tohumu protein izolatinin fonksiyonel 6zelliklerinin soya proteini
izolatindan daha iyi olmadig1 sonucuna varilmistir (Galves vd., 2019; Tang vd., 2006). Kenevir
tohumu protein izolatinin zayif fonksiyonel Ozellikleri, esas olarak diigiik ¢oziiniirliigline
baglanmigtir. Kenevir proteinleri, yeterli esansiyel amino asitlere ve miikemmel
sindirilebilirlige sahip iyi bir protein kaynagi olarak nitelendirilir. Kenevir proteinlerinin
fonksiyonel ozelliklerinin farkli modifikasyon yontemleri ile gelistirilebilmesi miimkiindiir
(Shen wvd., 2021). Maillard reaksiyonunun ilk basamagi olan glikasyon, proteinlerin
ozelliklerini  degistirmek icin kullanilabilmektedir. Glikasyon reaksiyonu proteinlerin

fonksiyonel ozelliklerini iyilestirdiginden gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
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(Tas vd., 2021). Bu ¢alismada kenevir tohumu protein izolatinin islevselliginin glikasyon ile

gelistirilerek, soya proteini izolatina alternatif {irlin eldesi lizerinde durulmustur.

Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, 6nemi ve tesviki artan kenevirin, farkli 6zelliklerini arastirmak ve
ozellikle gida endiistrisinde kullanilabilirligini saglamak ve artirmaktir. Calismada yanit yiizey
metodu (RSM) ile ekstraksiyon sartlar1 optimize edilerek kenevir tohumlarindan yiiksek protein
icerigine sahip kenevir protein izolat1 (KPI) elde edilmis ve ardindan fonksiyonel 6zellikleri
gelistirmek i¢in protein izolatina glikasyon islemi uygulanmistir. Glikasyon isleminde de
optimizasyon uygulanarak en uygun glikasyon derecesi ve esmerlesme indeksi degerlerini
saglayacak reaksiyon sartlar1 belirlenmistir. Bu agsamada sicaklik, siire ve izolat:seker (fruktoz)
karisim orani glikasyonun bagimsiz degiskenleri olarak secilmistir. Box-Behnken tasarimi
kullanilarak protein fonksiyonel Ozelliklerini en st diizeye c¢ikaracak deneme tasarimi
belirlenmistir. Glikasyon derecelerinden diisiik serbest amino grup (FAG) degeri, yiiksek
asilanma derecesi (DG) degeri ve yiiksek esmerlesme indekslerinden Azos (294 nm
dalgaboyunda) ve Ao (420 nm dalga boyunda) degerleri elde edilecek sekilde optimum
kosullar belirlenmistir. Elde edilen optimum kosullarda yapilan glikasyon isleminden sonra,
glike edilmis KPI'min (G-KPI) fonksiyonel 0Ozellikleri (su ve yag tutma kapasitesi,
emiilsifikasyon, kopiirme ve biyoaktif ozellikler) analiz edilmis ve islenmemis KPI ile
karsilastirilmistir. Son olarak yine optimum kosullarda elde edilen protein izolatlarinin

karakterizasyonu (SEM ve FTIR) incelenmistir.

Arastirmanin Onemi ve Gerekgesi

Aragtirmalar sonucunda, kenevir proteinlerinin glikasyonu ile ilgili son donemde
yayinlanan sadece tek bir ¢alismaya rastlanilmistir (Ding vd., 2023). Bu ¢alismada uygulanan
kosul ve kullanilan seker tiirleri bizim c¢alismamiza gore farklilik gostermektedir. Tez
calismamizda ek olarak protein ekstraksiyonunun optimizasyonu ¢alisilmistir. Bu kapsamda
0zgilin nitelik tagimaktadir. Bu tez ¢alismasi ile ilerleyen zamanlarda daha genis biitceli ve
kapsamli ¢aligmalarin gergeklestirilmesine zemin hazirlanmis ve kenevir proteinlerinin gida
sanayinde farkli alanlarda kullanimi arastirilabilecektir. Sonug olarak iilkemizde de 6nemi ve

kullanim1 artan kenevirin degerlendirilmesi i¢in yeni bakis acilar1 kazanilmig olunacaktir.

Ulkemizde kenevir ekim alanlar1 son 10 yillik siire¢ icerisinde iyice azalmis olmasina
ragmen, son iki-ii¢ y1l i¢erisinde piyasadan gelen talepler ve degisen devlet politikalari {izerine

tekrar artis egilimine girmistir. Ulkemizde giin gectikce dnemi artan kenevirin daha farkli

alanlarda  kullanilabilirligini aragtirmak ve kenevir proteinlerinin  tekno-fonksiyane
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ozelliklerini gelistirebilmek i¢in modifikasyon teknikleri uygulamak ve bdylece kenevirin
kullanim alanini genisletecegi hipotezinden yola ¢ikarak mevcut calismanin yapilmasi

planlanmugstir.

Bu calismayla, iilkemizde 6nemi ve tesvigi artan kenevirin, farkli o6zelliklerini
arastirmak ve Ozellikle gida endiistrisinde kullanabilirligini saglamak ve artirmak
hedeflenmistir. Boylece kenevir tohumu protein izolatlarinin gida endiistrisinde emiilgator ya

da stabilizator gibi kullanilabilirligi belirlenmis ve literatiire katki saglanmistir.
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BIRINCI BOLUM

1. KURAMSAL CERCEVE
1.1. KENEVIR BITKIiSI

Cannabinaceae familyasinin bir {iyesi olan endiistriyel kenevir (Cannabis sativa L.) tek
yillik otsu bir bitkidir. Kenevir, tiim diinyada yetistirilen en eski mahsullerden biri olmasina ve
degerli bir besin kaynagi olmasina ragmen, igerdigi psikotropik maddeler nedeniyle ekimi
siirlandirilmigtir. Kenevir, uyusturucu tiirii (marihuana) ve ilag dis1 tiir (kenevir) olarak
siiflandirilabilir. Birincisi genellikle tibbi ve rekreasyonel amaglar i¢in uygulanirken, ikincisi
gida ve lif endistrileri i¢in Onemlidir (Leonard vd., 2020). Psikoaktif bilesik
tetrahidrokanabinoliin (THC) mevcudiyeti nedeniyle, yakin ge¢miste gergeklestirilen ekiminin

kisitlamasi, asamali olarak sona ermektedir (Wang ve Xiong, 2019).

Tiirkiye Cumhuriyeti Cumhurbagkanligi Strateji ve Biitge Baskanligi tarafindan
yaymlanan 12. Kalkinma Plani’nda (2024-2028) kenevire yonelik “Yurt i¢inde gelistirilen
cesitler kullanilmak suretiyle endiistriyel amagl kenevir iiretimi artirilacaktir” ve “Kenevir gibi
dogal iriinden iiretilebilen ve dogada tamamiyla ¢6ziinen {iriinlerin iiretimine ve sektorde
kullanimina yonelik mevzuat diizenlemesi yapilacaktir” maddeleri yer almaktadir. Dolayisiyla
12. Kalkinma Plan1 g6z oniine alinarak yapilan bu tez ¢alismasi ile kenevir proteinlerinin
kimyasal, tekno-fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesi hem literatiire hem de

ekonomiye katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Kenevir tohumu igerigi, insan beslenmesinde ihtiya¢ duyulan miktarda ve oranda temel
amino asitleri ve yag asitleri acisindan zengindir (Dogan ve Dogan, 2021). Diinya c¢apinda
hasad1 yapilmakta olup diger bitkilere gore su tiiketiminin daha az olmasi ve ekiminin kolay
olmast nedeniyle ekonomiktir. Yiiksek biyokiitle ve enerji konsantrasyonu nedeniyle
yenilenebilir enerji kaynagi olarak da bilinir. Kenevir tohumlari esas olarak %30-35 yag, %20-
25 protein ve %25-30 karbonhidrattan olusur. Ayrica, kenevir proteininin, diger yagh tohum
proteinlerinde yaygin olarak bulunmayan glutamik asit ve arginin agisindan da bol oldugu

gosterilmistir (Kahraman vd., 2022).

Endiistriyel kenevir tohumu, yiiksek miktarda kaliteli yag, protein, karbonhidratlar,
coziinmeyen lifler, vitaminler ve besleyici mineraller igermesi nedeniyle son donemlerde
akademik ve endiistriyel alanda artan bir ilgi gérmektedir (Shen vd., 2020). Besleyici deger
acisindan bakildiginda, kenevir tohumlar 1if (27-36 g/100 g), yag (25-35 g/100 g) ve protein
(21-28 g/100 g) gibi besin dgelerini biiylik oranda igerir. Yag asitleri ile ilgili olarak, kenevir

tohumu, toplam yag asitlerinin yarisindan fazlasini olusturan énemli miktarlarda linoleik msg;
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igerir (Alonso-Esteban vd., 2020; Alonso-Esteban vd., 2022).

1.2. PROTEIN

Gida proteinleri, canlilarin hayatta kalabilmesi i¢in gerekli olan temel besin 6gelerinden
biridir. Beslenmedeki temel amaclar1 gerekli amino asitleri yeterli miktarda saglamaktir
(Friedman, 1996). Besin degerinin yan sira gida proteinleri, gida sistemlerindeki hazirlama,
isleme, depolama ve tiiketim sirasindaki davraniglarini etkileyen benzersiz fonksiyonel
Ozellikler saglamakta ve gidanin kalitesine ve duyusal 6zelliklerine katkida bulunmaktadir
(Zayas, 1997). Proteinler polimerik yapisi sayesinde, igerisine eklenen iirlinlerin reolojik ve
tekstlirel Ozelliklerini gelistirmekte ve Triinii tiiketici i¢in daha kabul edilebilir hale
getirmektedir (Gémez-Arellano vd., 2017). Proteinlerde iiriin davranigini etkileyen en 6nemli
fonksiyonel 6zelliklerden bir emiilsifiye etme kapasitesi (EC), digeri ise emiilsiyon stabilitesi
(ES)’dir. Bu 6zellikler, bir proses i¢in hangi proteinin uygun oldugunun kararinda basvurulan

onemli kritik parametrelerdir.

Proteinler, eklendikleri tiriinler igerisindeki su-yag ara ylizii gerilimi azaltabilmekte ve
bilesenlerin bir araya gelmesinin dnlenmesine destek olabilir. Emiilsiyon i¢erisinde proteinin
stabilize edici etki gosterebilmesi i¢in, yag damlasini etrafindan bir zar matrisi olugmakta ve bu
sekilde birlesim engellenebilmektedir (Cano-Medina vd., 2011). EC ve ES haricinde
proteinlerin fonksiyonel ozellikleri hakkinda bilgi veren farkli faktdrlerde bulunmaktadir.
Bunlarin basinda, ¢6ziiniirliik, su ve yag tutma kapasitesi, koptliklenme kapasitesi ve stabilitesi,
jellesme, kiitle yogunlugu ve viskozite gelmektedir. Bahsi gecen bu oOzelliklerin etkisi
kullanildiklar1 protein izolatina ve uygulandiklart model gidaya gore degisiklik

gosterebilmektedir (Onsaard, 2012).

Gida sistemlerinde protein islevselligi, molekiiler agirlik, sekil, yapi, konformasyon,
yik dagilimi, amino asit dizisi ve yiizey hidrofobikligi ile yakindan iligkilidir. Protein
islevselligini degistirmek i¢in c¢esitli fiziksel, termal, enzimatik ve kimyasal islemler
kullanilabilir (Karabulut ve Yemis, 2022). Gida uygulamalarinda proteinler i¢in hayati 6nem
tastyan bu fonksiyonel o6zellikler; ¢oziiniirliik, sisme, su tutma kapasitesi, koplirme 6zelligi,
jellesme kapasitesi, emiilsifiye etme ve yag baglama olarak bilinmektedir (Zayas, 1997). Bu
farkli 6zellikler hem igsel (molekiiler yapi, bilesim vd.) hem de dissal (sicaklik, pH, kimyasallar
vb.) faktorlere bagl olarak degismektedir. Bu faktorler degistirildiginde (modifiye edildiginde),
gida proteinlerinin fonksiyonel 6zellikleri kolaylikla degistirilebilir (Damodaran, 2008; Liu vd.,
2012). Proteinlerin fonksiyonel oOzelliklerinden ¢oziiniirliikk, sisme, jellesme kapasitesi ve
emiilsifiye etme yeteneginin iyilestirilmesi, hem gida bilimi alaninda ¢alisan aragtirmacilar hem

de gida endiistrisi i¢in en biiylik istek ve hedeflerinden biridir.
5
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Proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek ya da gelistirmek i¢in uygulanan bazi
yontemler: Hidroliz, asetilasyon, asitlestirme, esterlestirmedir. Bu yontemler kimyasal, fiziksel
ve biyolojik olabilmektedir. Bunlarin igerisinde kimyasal ydntemler, ¢ogunlukla toksik
bilesenler icerdiginden ¢ok sik kullanilmamaktadir. Fakat bunlar arasinda glikasyon, reaksiyon
sirasinda herhangi bir kimyasal katalizor kullanmadan proteinlerin indirgeyici sekerlerle
konjugasyonu ile uygulanabilmekte olup protein modifikasyonu agisindan son 15 yilda
popiilerlik kazanmistir (Namli vd., 2021). Modifikasyon yontemleri ile ilgili daha detayli

bilgiler boliim 1.3.’de sunulmustur.

1.3. MODiFIKASYON YONTEMLERI

“Protein modifikasyonu” terimi, bir proteinin molekiiler yapisin1 veya birka¢ kimyasal
grubunu, tekno-islevsellik ve biyoaktivite iyilestirmeleri amaciyla 6zel yontemlerle degistirme
stirecini ifade etmektedir. Bitki bazli proteinlerin modifikasyonu, fizikokimyasal 6zelliklerini
degistirerek ve smirlamalarini ele alarak gida sistemleri i¢in elverigli hale getirme firsati
saglamaktadir. Modifikasyon yontemleri, 6zellikle gida ve farmasotik uygulamalar igin dikkatli
bir sekilde secilmelidir ¢iinkii bu yontemlerin, bitki proteinlerinin besin degeri, fonksiyonel ve
organoleptik 0Ozellikleri lizerinde gozle goriiliir bazi etkileri olabilir. Gida sektorlerinde
uygulamalarin1 genisletmek i¢in fiziksel, kimyasal, biyolojik gibi modifikasyon yontemleri
kullanilmaktadir (Nasrabadi vd., 2021). Protein modifikasyon yontemleri Tablo 1°de

sunulmustur.
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Tablo 1: Protein Modifikasyon Yontemleri

Isitma

Gama Isinlama
Elektron Isimni1
Morétesi Radyasyon
Vurgulu Elektrik Aan
Fiziksel Yontemler Yiiksek Basing
Sonikasyon

Ekstriizyon
Ultrafiltrasyon

Ogiitme

Soguk Atmosferik Plazma

Glikasyon
Fosforilasyon
' Asilasyon
Kimyasal Yontemler _
Deamidasyon
Katyonlasma

pH Degistirme

VIV V V V V V|V VYV V V V V V V V V VY

‘ - Enzimatik
Biyolojik Yontemler

A\

Fermantasyon

Proteinlerin islevselligini artirmaya yonelik fiziksel yontemler, kimyasallara veya
enzimlere dayanmayan basit yaklasimlardir. Isleme sirasinda  higbir  kimyasal
kullanilmadigindan, bu protein modifikasyon yontemleri, olas1 kimyasal kalintilarin zararh
sonuclarindan korudugundan dolay1 son donemlerde cok ilgi gérmektedir. En sik uygulanan
fiziksel yontem 1sitma olmakla birlikte farkli 1sitma teknikleri bulunmaktadir. Bunlar,
geleneksel 1sitma, ohmik 1sitma, mikrodalga 1sitma, radyofrekans 1sitma, kizilotesi 1sitmadir

(Nasrabadi vd., 2021).

Gida proteinlerinin kimyasal yontemlerle modifikasyonu; etkinligi, diisiik maliyeti ve
kullanim kolayligi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Proteinlerin kimyasal
modifikasyonu, yeni fonksiyonel parcalarin eklenmesi veya bilesenlerin protein yapisindan
cikarilmasiyla saglanabilir. En sik kullanilan kimyasal yontemlerden biri glikasyondur.
Glikosilasyon olarak da adlandirilan bu reaksiyon, giivenli oldugu ve genellikle baska
kimyasallar gerektirmedigi i¢in protein islevselliklerini iyilestirmek icin yaygin olarak

kullanilan bir yontemdir (Doost vd., 2018).
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Enzimatik ve fermantasyon siireglerine dayanan biyolojik modifikasyon yontemleri,
cevre dostu oldugu ve toksik yan iirlinler liretmeden daha az enerji tiikettigi i¢in baska bir
popiiler modifikasyon teknigidir. Protein islevselliginin modiilasyonuna ek olarak, bu
yaklasimlar, antioksidan ve antimikrobiyal Ozelliklerin yani1 sira sindirilebilirlik,
biyoyararlanim dahil olmak iizere beslenme kalitelerini iyilestirme yetenegine sahiptir

(Nasrabadi vd., 2021).

Kenevir tohumu protein izolatinin modifikasyonu ile ilgili literatiir bilgisi ¢cok azdir
(Karabulut ve Yemis, 2022; Raikos vd., 2014; Wang vd., 2018a). Karabulut ve Yemis (2022)
yaptiklar1 calismada kenevir tohumu protein izolatin1 yiiksek yogunluklu ultrason (HIUS)
islemi ile modifiye ederek protein izolatinin islevselligini ve yaygmligini artirabilecegini
gostermistir. Wang vd. (2018a), kenevir tohumu protein yapisini pH degisikligi ve 1s1l islem ile
birlestirerek degistirmistir. Degisen sicakliklarda bu islemin protein ¢oziintirliigiinii %97 gibi
cok yiiksek degerlere c¢ikardigini bildirmislerdir. Ancak bu islem, lizinoalanin olarak bilinen
toksik bir bilesigin olugsmasiyla sonuglanmis ve bazi amino asitlerin miktari 80 °C’nin ilizerinde
disiisler gostermistir.  Boylece, kenevir tohumu proteininin fonksiyonel Ozelliklerini
maksimum verimlilikte gelistirmek i¢in yeni tekniklere ihtiya¢ oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir

ve yapilan tez ile literatiire bu anlamda katki saglandig: diistiniilmektedir.

1.3.1. Glikasyon

Glikasyon, proteinlerin indirgen sekerleri ve serbest amino gruplari arasinda meydana
gelen enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarmin (Maillard reaksiyonu) ilk adimi olarak
tanimlanmaktadir. Glikasyon Maillard reaksiyonlar1 yoluyla kimyasal olarak elde edilebilecegi
gibi transglutaminaz veya lakkaz gibi capraz baglayici enzimlerle de elde edilebilir. Kimyasal
glikasyon, bir protein, peptit veya amino asidin serbest amin grubu ile indirgeyici bir sekerin
karbonil grubu arasinda kovalent konjugasyon yoluyla, yas 1sitma, kuru 1sitma ve molekiiler
kalabaliklastirma dahil olmak tizere farkli yontemlerle elde edilen kimyasal reaktif icermeyen,
giivenli ve hafif bir siirecte su varliginda kontrollii 1sitma yoluyla gergeklesmektedir (Nasrabadi

vd., 2021).

Proteinlerin glikasyonu sirasinda, glikasyona ugramis proteinlerin verimini, kalitesini
ve tekno-fonksiyonelligini etkileyebilmek ve renk ve kotii tat olusumunu en aza indirebilmek
i¢in reaksiyonlarin sicakligi, zamani, ortami ve konsantrasyonunun yani sira pH ve su aktivitesi
(aw) de kontrol edilebilmelidir (Oliver vd., 2006; Kutzli vd., 2021). Artan sicakliklar ve daha
uzun islem siireleri, indirgen seker ile amino gruplar arasindaki reaktivite oraninin artmasina
neden olmaktadir (De Oliveira vd., 2016). Sicaklik ayni zamanda reaktanlarin

konformasyonunu ve dolayisiyla proteinlerin ve karbonhidratlarin reaktif grupla®
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erisilebilirligi de etkilemektedir. Is1 kaynakli konformasyonel degisiklikler, indirgeyici seker
molekiillerinin reaktif agik zincir formunun fazla olmasi nedeniyle daha yiiksek bir reaktiviteye
veya proteinlerin denatlirasyonu ve agregasyonu nedeniyle amino gruplarmin glikasyon
reaksiyonu i¢in daha az erisilebilir olmasina neden olarak sinirli reaktiviteye yol acgabilir (Van
Boekel, 2001; Mulcahy vd., 2018; O’Mahony vd., 2019). Ek olarak yiiksek pH degerlerinde,
sekerin acik zincir formu ve amino grubunun protonlanmamis formu, reaktif formlar olarak
Maillard reaksiyonunu desteklemektedir. pH daha diisiik oldugunda ise daha fazla protonlanmis
amino grubu dengede olmakta ve bu nedenle seker molekiilleri ile daha az reaktif olmaktadirlar.

Bu denge ayrica amino grubunun pKa degerine de baglidir (O’Mahony vd., 2019).

Wang vd. (2018b), soya proteini izolatinin ksiloz veya fruktoz ile glikasyonunun,
¢ozlintirliik tizerindeki olumlu etkisine ragmen emiilsifiye edici aktivitesi lizerindeki azaltic
etki gosterdigini bildirmislerdir. Bitki bazli proteinlerin diger islevsel 6zelliklerinin de farkli
sakkaritlerle glikasyon sonrasinda iyilestirildigi rapor edilmistir. Soya proteini izolatinin
kopiirme ozelliklerinin yani sira emiilsifiye edici oOzellikleri, glikoz ile 1slak 1sitma
glikasyonundan sonra gelistigi Li vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada da belirlenmistir.
Bagka bir calismada Wen vd. (2020), soya proteini izolat1 i¢in ultrasonik destekli Maillard
reaksiyonu yoluyla lentinan ile konjugasyondan sonra ¢oziiniirliik, emiilsifiye etme yetenegi ve

termal stabilite ile birlikte gelismis kopiirme yeteneginin de gozlendigi rapor edilmistir.

Glikasyon uygulamasinda proteinlerin fonksiyonel o6zelliklerini iyilesebildigi gibi
ayrica son lirlin kalitesi (0zellikle goriiniimiinii ve tadini) de etkilediginden gida endiistrisinde
siklikla tercih edilmektedir (Tas vd., 2021). Kimyasal yontemlerden biri olan glikasyon, diger
tekniklere nazaran daha 1limli kosullar altinda gerceklesmekte olup farkli bir kimyasal madde
gerektirmemektedir (Liu vd., 2012; Tas vd., 2021). Glikasyon, gida protein ¢oziiniirliigiinii
onemli derecede iyilestirmekte (Shepherd vd., 2000), 1s1 stabilitesini arttirmakta (Sato vd.,
2005), emiilsifiye edici Ozellikleri arttirmakta (Diftis ve Kiosseoglou, 2004), kopiirme
ozelliklerini iyilestirmekte (Achouri vd., 2005), antioksidan aktiviteyi arttirmakta (Lertittikul
vd., 2007), antimikrobiyal veya bakterisidal aktiviteye olumlu etki gostermekte (Song vd.,
2002) ve tekstiirel 6zellikleri de iyilestirmektedir (Gerrard vd., 2003).

1.4. OPTIMIiZASYON

Optimizasyon, bir sistem, siire¢ veya liriinden maksimum fayday1 elde etmek ve olasi
en iyi sonucu alabilmek adina uygulanacagi kosullar1 kesfetmek i¢in performansinin
tyilestirilmesini ifade eder. Optimizasyonda ¢ok degiskenli teknikler arasinda en ¢ok kullanilan
yontem yanit yiizey metodolojisi (RSM)’dir. Yanit yiizey metodolojisi, istatistiksel ongoriiler

yapmak amaciyla, bir veri setinin davranigini tanimlamasi gereken, deneysel verileri
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polinom denklemi ile destekleyen matematiksel ve istatistiksel teknikleri kapsamaktadir. Bir ya
da birden fazla sonucun hangi degiskenlerden etkilendigini saptamak istendigi durumlarda iyi
bir sekilde uygulanabilmektedir. RSM ile amag, en iyi siire¢ performansini saglayabilmek i¢in
bu degiskenlerin seviyelerini ayni anda optimize etmektir (Bezerra vd., 2008). RSM, deneysel
ve teorik yanitlar1 analiz etmek ve optimize etmek i¢in ¢ok kullanisli olup dogru deney yontemi
sayesinde hem deneysel hem de teorik sonuglarda yakin yaklagimlar saglamaktadir. Bilgisayar
tabanli bircok modelleme ve optimizasyon teknigi gelistirilmesine ragmen, RSM vazge¢ilmez
bir yontemdir ve Bilim, Miihendislik ve Teknoloji alaninda modelleme ve optimizasyon i¢in

kullanilmaktadir (Lamidi vd., 2022).

RSM’i uygulamadan once, calisilan deneysel bolgede hangi deneylerin yapilmasi
gerektigini tanimlayacak bir deneysel tasarimin sec¢ilmesi gerekmektedir. Bu amaca yonelik
bazi deney matrisleri bulunmaktadir. Dogrusal fonksiyonlarla tanimlanamayan verilere bir
yanit fonksiyonu uyarlayabilmek i¢in, ii¢ seviyeli faktoriyel, Box-Behnken, merkezi kompozit
ve Doehlert gibi ikinci dereceden yanit yiizeyleri i¢in deney tasarimlari kullanilmalidir. Box-
Behnken, matematiksel modelin birinci ve ikinci dereceden katsayilarinin verimli bir sekilde
tahmin edilmesini saglayan {i¢ seviyeli faktoriyel diizenlemeden noktalarin nasil secilecegini
Oneren bir deney tasarimidir ve siklikla tercih edilmektedir (Box ve Behnken, 1960; Hanrahan

ve Lu, 2006; Bezerra vd., 2008).

1.5. KONU iLE iLGILi YAPILAN CALISMALAR

Kenevir tohumu proteinleri ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde genel olarak
onlarin fonksiyonel 6zellikleri tizerinde duruldugu goriilmiistiir. Aluko (2017) kenevir tohumu
proteinin ylksek diizeyde arginin ve kiikiirt igcermesinden dolay1 yiiksek besin degerleri
sagladigimi bildirmistir. Ek olarak, fonksiyonel ozellikleri degerlendirildiginde kenevir
proteinlerinin, siit proteini bazli emiilsiyonlara benzer yag damlacik boyutlaria sahip yiiksek
kaliteli emiilsiyonlar olusturdugu goriilmiistiir. Baska bir ¢alismada, Liu vd. (2023) farkl tiir
kenevirlerden elde edilen protein izolatlarinin bilesimi ve fonksiyonel 6zelliklerini inceledikleri
bir calismada, protein ¢oziiniirliigiinii ve islevselligini etkileyen edestin, vicilin ve albumin
proteinlerinin yliksek miktarda bulundugunu saptamislardir. Ayrica tiirler arasinda daha yiiksek
miktarda vicilin ve albumin ihtiva eden 6rneklerin kopiik kapasitesinin de yiiksek oldugunu
gormislerdir. Fang vd. (2023a) tarafindan yapilan bir ¢alismada ters misel (RM) ekstraksiyon
yontemi kullanilarak kenevir protein izolat1 elde edilmistir. RM ekstraksiyon sisteminde hem
yag1 alinmig (D-HF) hem de yag1 alinmamis (ND-HF) kenevir unundan kenevir protein izolati
cikartlmistir. ND-HF’den ziyade D-HF’den (%95.20) ekstrakte edilen izolatta yiiksek protein

104

saflig1 elde edilmis, yagdan arindirma agisindan her iki izolatinda, ¢oziiniirliik, termal stabi
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emiilsifiye etme ve kopiiklenme gibi fonksiyonel 6zellikler agisindan biiyiik bir benzerlige
sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica D-HF’den ekstrakte edilen izolat, jel olusturmak i¢in daha

az konsantrasyona ihtiya¢ duymustur.

Kenevir proteininin biyoyararlanim ve biyosindirilebilirlik 6zelliklerine bakildiginda
ise, Wang vd. (2018a) yaptiklar1 ¢calismada kenevir tohumu protein izolat1 ve soya protein
izolatinin in vitro sindirilebilirligini, SDS-PAGE ve nitrojen salim analizlerini azaltarak sirali
pepsin ve tripsin sindirim modeli kullanilarak degerlendirmislerdir. Pepsin sindirimi sirasinda,
edestin, soya glisinin sindirimine benzer sekilde 1 dakika i¢inde hizla bozundugunu ve molekiil
agirliklarinin 10 kDa’dan az olan oligo-peptidleri serbest biraktigini, Kenevir tohumu protein
izolatt yalnizca pepsin tarafindan sindirildiginde soya protein izolatina benzer bir
sindirilebilirlik gosterse de, kenevir tohumu protein izolatinin toplam sindirilebilirligi (%88 ila
%091), soya protein izolatindan (%71) belirgin sekilde daha yiiksek oldugunu ve bu durumun
kenevir tohumu protein izolatinin insan tiikketimi i¢in protein beslenme kaynagi olarak verimli
oldugunu bildirmislerdir. House vd. (2010) kenevirin farkli kisimlarindan elde edilen
proteinlerin sindirilebiliriligi tizerine ¢aligmiglardir. Protein sindirilebilirligi yiizdesinin, tam
kenevir tohumu i¢in %84.1-86.2, kenevir tohumu kiispesi i¢in %90.8—97.5 ve kabugu
cikartlmis kenevir tohumu igin %83.5-92.1 araliginda oldugunda saptamiglardir. Lisin
aminoaisiti proteinin sindirilebilirligi sinirlayic1 etki gostermistir. Dolayisi ile lirtinde kabuk
fraksiyonunun c¢ikarilmast ile protein sindirilebilirliginin arttigr vurgulanmistir. Ayrica,
Mamone vd. (2019) kenevir unu ve kenevir tohumu protein izolatinon yiiksek derecede

sindirilebilirlige sahip olduguna dair kanitlar gdstermiglerdir.

Son donemlerde bir¢ok arastirmaci polifenoller ve proteinler arasindaki etkilesimi
incelemeye baslamistir. Proteinler ve polifenoller hem kovalent olmayan hem de kovalent
baglar yoluyla etkilesime girebilir. Polifenoller ve proteinler lizerine yapilan arastirmalar esas
olarak kovalent olmayan etkilesimlere odaklanmistir, ancak bu etkilesimler geri doniistimlii ve
kararsizdir. Bu nedenle Pang vd. (2021), polifenoller ve proteinler arasindaki kovalent
etkilesimleri arastirmislardir. Bu etkilesimleri aragtirmak i¢in kenevir protein izolati (HPI) ve
(-)-epigallokatesin galatin’nin (EGCG) olusturdugu kovalent kompleksler kullanilmistir. HPI-
EGCG kompleksinin yapisini arastirmak i¢in Zeta potansiyel degerleri, CD spektrumlari ve ii¢
boyutlu floresans spektrumlarini incelemislerdir. Kovalent kompleksin fonksiyonel 6zellikleri,
reaktif gruplarin, polifenol igeriginin, parcaciklarin boyutunun ve diger ilgili gdstergelerin
analiz edilmesi hedeflenmistir. Bu ¢alismanin sonucu, HPI'nin farkli konsantrasyonlarda bir

polifenol ile birlestirilmesiyle yapisinda degisikliklere ve gelismis fonksiyonel 6zelliklere
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neden oldugu saptanmistir. HPI, 1 mM EGCG ile birlestirildikten sonra kovalent kompleksin

emiilsifikasyonu ve ¢oziiniirligliniin iyilestigi de rapor edilmistir.

Kenevir tohumu protein izolatinin modifikasyonu ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde
sinirlt sayida aragtirma oldugu goriilmiistiir. Wang vd. (2018a), kenevir tohumu protein yapisini
pH degisikligi ve 1s1l islem ile birlestirerek degistirmistir. Degisen sicakliklarda bu islemin
protein ¢ozlnlirliiglini %97 gibi ¢ok yiiksek degerlere ¢ikardigini bildirmislerdir. Ancak bu
islem, lizinoalanin olarak bilinen toksik bir bilesigin olusmasiyla sonuglanmis ve bazi amino
asitlerin miktar1 80 °C’nin tizerinde diisiisler gostermistir. Karabulut ve Yemis (2022) yaptiklari
calismada kenevir tohumu protein izolatin1 yiiksek yogunluklu ultrason (HIUS) islemi ile
modifiye ederek protein izolatinin islevselligini ve yayginligini artirabilecegini gostermistir.
Diger bir ¢calismada Kahraman vd. (2022) kenevir tohumu protein izolatin1 pH degisimi ve
ultrasonikasyon yontemleri ile muamele ederek fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmeyi
hedeflemistir. Sonugta modifikasyon yontemlerinin tek tek uygulanmasi yerine, kombine bir
sekilde uygulanmasinin sinejetik etkiye neden oldugunu belirtmislerdir. Orneklerin
¢Oziiniirligli, kombine islemle 1442.75 pg/mL’den 1718.20 pg/mL’ye kadar artmis olup
onemli 6l¢iide iyilegsme goriilmiistiir. Ek olarak, uygulanan islemlerin serbest siilthidril icerigi
miktarint ve proteinin ¢Ozlinlirliglinii (yaklagik %20 oraninda) arttirdigin1 dolayist ile
uygulanan bu kombine yontemin protein modifikasyonu icin etkili bir alternatif olabilecegini
rapor etmislerdir. Yu vd. (2023) de bir modifikasyon ydntemi olarak ultrasonikasyonu
uygulamiglardir ve bu yontemin kenevir tohumu protein izolatinin yapi ve fonksiyonel

ozelliklerini gelistirdigini belirtmislerdir.

Glikasyon yonteminin uygulandigi c¢alismalar incelendiginde, gida proteinlerinin
glikasyon ile modifiye edilmesinden sonra c¢oziiniirliik, emiilsifikasyon ve antioksidan
aktivitenin arttig1 gosterilmistir (Liu vd., 2012; Tas vd., 2021). Zhao vd. (2021) glikasyon
islemini soya proteinine uygulamislar ve 6zelliklerini incelenmislerdir. Calisma sonucunda,
glikasyon reaksiyonu, soya proteini izolatlarinin izoelektrik noktasini, yiizey hidrofobikligini,
serbest siilthidril gruplarint ve pargacik boyutunu arttirmistir. Bu durum izolatin reolojik
ozelliklerini ve mikro yapisini gelistirerek jel mukavemetini ve su tutma kapasitesini artirmigtir.
Ertugrul vd. (2021) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, protein ¢dziiniirliiglinii ve hidrasyon
davranigini, serbest amino gruplarii, kalan indirgeyici sekerleri ve glikasyon iirlinlerini
belirleyerek bezelye protein konsantresi (PPC) iizerinde indirgen sekerler (glikoz, fruktoz ve
aliiloz) mikrodalga 1sitmasi ile glikasyonun kapsamini ve etkisini arastirmay1 amaglamislardir.
Coziiniirliik bezelye proteinlerinin en biiylik zay1flig1 oldugundan, ¢éziiniirliigiin arttirtlmasi bu

caligmanin onceligi olmustur ve Lowry yontemi, MD 1sitmasi ile glikasyonun kontrole kiyasla
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hemen hemen tiim 6rneklerin ¢oziiniirligiinii arttirdigini kanitlanmistir. Geleneksel 1sitma
yoluyla glikasyon isleminin de ¢oziiniirliigii arttig1 goriilmiis ancak MD 1sitma, daha yiiksek
reaksiyon hizlar1 ve proteinin daha kisa siirede ¢oziiniirligii nedeniyle daha etkili olmustur.
Ayrica alkali ortam PPC ¢oziiniirliigiini arttirmistir. Bunun disinda, MW 1sitmayla yapilan
glikasyon, geleneksel 1sitmayla karsilastirildiginda suyun hidrasyonunu arttirdig1 saptanmustir.
He vd. (2021) glikasyon ve asilasyonun soya proteini izolatinin (SPI) yapisal ve fizikokimyasal
ozellikleri lizerine etkileri aragtirmiglardir. Calismada dekstran glikasyonu ve siiksinik anhidrit
asilasyonunun farkli sirali islemleri uygulanmistir. Bu islemlerin SPI’nin ¢oziiniirliigiinii,
emiilsifikasyonunu ve kopiirme 6zelliklerini 6nemli dl¢iide gelistirdigi rapor edilmistir. Bu vd.
(2022) yaptig1 ¢aligmada glikasyon reaksiyon kosullarinin, maltoz (M) ile konjuge soya proteini
izolatinin (SPI) yapisal Ozellikleri ve fonksiyonel ozellikleri iizerine etkisi arastirilmustir.
Sonuglar, 60 °C’lik reaksiyon sicakligi ve 1:2 protein:maltoz kiitle oraninin en yiiksek asilama
derecesini verdigini gostermistir. SPI-M konjugatlarinin ¢6ziiniirliigii ve emiilsifikasyonu,
glikasyondan sonra Onemli Olgiide iyilesmistir. FTIR ve floresans spektroskopisi, seker
zincirlerinin eklenmesinin soya proteininin uzaysal yapisinda degisikliklere yol actigini
gostermistir. Glikasyonun ayrica soya proteininin in vitro pankreas sindirilebilirligi tizerinde de
olumlu bir etkisi oldugu bildirilmistir. Bagka bir calismada Feng vd. (2023) iki farkli yontemle
(kuru 1s1itma ve yas 1sitma) uygulanan glikasyon isleminin soya fasulyesi proteinin fonksiyonel
ozelliklerine etkisi arastirilmistir. Sonuglar incelendiginde, 1slak 1sitma ile yapilan glikasyon
islemi, kuru 1sitmayla yapilana gore daha yiiksek viskoelastisite ve tiim yliksek elektronegatiflik
gosterdigi saptanmistir. Bu bulgular sayesinde, glikasyonla modifiye edilmis protein-

polisakarit ikili sistemlerinin gida emiilsiyonu uygulamasi i¢in yararli oldugu rapor edilmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar monosakkaritler ile uygulanan glikasyonun, susam
proteinlerinin alerjenitesini etkili bir sekilde azalttifi ve bu alerjenite azalmasinin iirlindeki
yapisal degisikliklerden kaynakli olabilecegi saptanmistir. Jiang vd. (2023) yaptig1 bir
caligmada, glikasyonun susam proteinlerinin alerjenitesi lizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
Susam proteinlerinin aromatik amino asitleri etrafindaki ikincil ve iiciinciil yapinin glikasyon
modifikasyonundan sonra belirgin sekilde degistigi goriilmiis, bu durumun da susam
proteinlerinin uzaysal yapisinin glikasyon modifikasyonundan etkilendigini gostermistir.
Sakkarozla glikozile edilmis susam proteinleri harig, glikozile edilmis susam proteinlerinin
ylizey hidrofobikliginin de azaldigini bulunmustur. Bu ¢alisma monosakkaritler ile glikasyonun
susam proteinlerinin alerjenitesini disakkaritlerden daha etkili bir sekilde azalttigin
gdstermistir. Bunun nedeninin muhtemelen monosakkaritlerin susam proteinlerine daha yiiksek
erisilebilirlik nedeniyle daha kolay ve siki baglanmasi ve bu baglanmanin konformasyonel

epitoplara biiylik zarar vermesi oldugu saptanmaistir.
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Bu calismalardan farkli olarak, mikrodalga kaynakli glikasyonun yumurta aki
proteininin fizikokimyasal 6zellikleri ve pisirme performansi iizerine etkisi arastirilmistir.
Maltodekstrin (MD) varliginda mikrodalga islemine tabi tutulan endiistriyel yumurta beyazi
tozunun (YBT) fizikokimyasal oOzelliklerine ve pisirme performansina odaklanilmistir.
Glikasyonu ve yap1 doniisiimiinii dogrulamak icin proteinin ¢oziiniirliigl, floresan 6zellikleri,
molekiiler agirlig1 ve ikincil yapist incelenmis olup, modifiye YBT nin pisirme performansi
koptik o6zellikleri, spesifik hacim, su icerigi, mikro yapist kapsamli bir sekilde arastirilmistir.
Glike edilmis protein, hidrofilik MD zincirlerinin kovalent baglanmasinin bir sonucu olarak,
mikrodalga ile islem goérmiis YBT’ye kiyasla artan ¢oziiniirlik ve molekiiler agirlik ile
karakterize edilmistir. Hidrofobik amino zincirlerinin agiga ¢ikisi ve hidroksil grubunun artan
ylizey baglanmasi, protein molekiilleri arasindaki hidrofobik ve hidrojen bagi etkilesiminin
arttirllmasina yardimci olmustur. Yukaridaki degisikliklerin tiimii, glikolize YBT ’nin kopiirme

yetenegi ve stabilitesindeki iyilesmeye katkida bulunmustur (Chang vd., 2021).

Son olarak, Ding vd. (2023) cesitli kosullar altinda kenevir proteini ve pullulan
konjugatlarin1 hazirlamak icin glikosilasyon reaksiyonunu benimsemis ve ardindan bu
konjugatlarin yapisal ve fonksiyonel ozelliklerini degerlendirmislerdir. Biyolojik olarak
parcalanabilen, suda ¢oziinebilen bir polisakarit olan pullulan, yiiksek ¢oziintirliigl, diistik
viskozitesi, toksik olmamasi, koku ve tat notrliigii nedeniyle gidalarda yaygin olarak kabul
gormiistiir. Bu hedefe ulagmak i¢in farkli substrat oranlarina, sicakliklara ve siirelere sahip
glikosile edilmis kenevir protein izolatlar1 (KPI) tiretmislerdir. Kiiltiir kosullarinin KPI-pullulan
konjugatlarinin agilama derecesi, esmerlesme kuvveti, protein yapisi ve fonksiyonel 6zellikleri
tizerindeki etkileri analiz edilmistir. Sonuglar, KPI ve KPI-pullulan arasinda elde edilen yapilar
ve fizyokimyasal 6zellikler agisindan onemli farkliliklar gostermektedir. Tiim KPI-pullulan
konjugatlarinin farkli glikosilasyon reaksiyonlar: ile basarili bir sekilde konjuge edilmesine
ragmen, farkli reaktivite sergiledikleri gortilmistiir. SDS-PAGE ve spektroskopi sonuglari,
KPI-pullulanin daha yiiksek molekiil agirlikli bir konjugat olusturduktan sonra ikincil ve
ticlinciil proteinlerin yapisim1 degistirdigini gostermistir. Sonug¢ olarak, bu bulgular sadece
karmagik gidalarda bir bilesen olarak kenevir proteininin gelistirilmesine rehberlik etmekle
kalmay1p, ayn1 zamanda polisakkaritlerin glikozilasyonunun nasil kontrol edilecegi ile ilgili bir

bilgi sunmaktadir.
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IKiNCi BOLUM

2. YONTEM
2.1. MATERYALLER

Arastirmada kullanilan kenevir tohumlar yerel {ireticiden dogrudan temin edilmistir.
Temin edilen kenevir tohumlari, nem gecirmeyen plastik torbalar i¢inde analiz siiresine kadar
+4 °C’de buzdolabinda depolanmistir. Calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta

olup Merck, Sigma-Aldrich ve Isolab firmalarindan temin edilmistir.

2.2. KENEVIR TOHUMLARININ ANALIiZLERE HAZIRLANMASI VE KIMYASAL
BIiLESIMLERIN BELIRLENMESI

Kenevir tohumlarindan (KT), proteinlerini eldesi i¢in dncelikle kenevir tohumlarindan
yag uzaklastirilmis ve ardindan kurutulmustur. Bu islem Yiizer (2021) tarafindan kullanilan
eter ekstraksiyon yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. Kenevir tohumlari bir 6giitiiciiden
(AR1133, Arzum, Tiirkiye) gecirilmis ve dietil eter (1:4 w/v, tohum/¢oziicii) ile 4 saat siiresince
150-200 rpm devir hizinda oda sicakliginda sabit karistirilarak yag1 giderilmistir. Ornek igin ii¢
kez daha yagdan arindirma iglemi (ayn1 tohum/¢6ziicii orani kullanilarak) gerceklestirilmis ve
daha sonra yag1 alinmis kenevir tohumlar filtre kagidi ile siiziilmiis olup eter faz1 40 °C etiivde
bir gece boyunca bekletilerek uzaklastirilmistir. Kurutulduktan sonra yagsiz kenevir tohumu
(YKT), protein ekstraksiyonu i¢in hazir hale gelmistir. KT ve YKT o6rneklerinin kimyasal
bilesimleri (nem, ham protein (Nx6.25), kiil ve yag icerigi) AOAC (2000) tarafindan agiklanan

yontemlere gore belirlenmistir.

2.3. PROTEIN EKSTRAKSIiYONUNUN OPTIiMiZASYONU

Maksimum protein veriminin saglanmast amaciyla, iic bagimsiz degisken (tuz
konsantrasyonu, pH ve ekstraksiyon sicakligi), Box-Behnken tasariminda kullanilmak {izere
secilmistir. Bagimsiz degiskenler i¢in secilen degerler, daha dnce yapilan literatiir calismalarina

gore belirlenmis (Karabulut ve Yemis, 2022; Tang vd., 2006) ve bunlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Protein Ekstraksiyonu i¢in Kullanilan Bagimsiz Degiskenlerin Aralik ve Seviyeleri

Aralik ve seviyeler

Degiskenler Kod

-1 0 +1
Tuz konsantrasyonu (M) X1 0.0 0.5 1.0
pH X2 8 10 12
Ekstraksiyon sicakligi ("C) X3 25 37 49

Veriler, esitlik 1°de gosterildigi gibi ikinci dereceden bir polinom modeli kullanilarak

analiz edilmistir. Burada; Y tahmini bagimli degiskendir, Bo sabittir ve i1, B2, B3; P12, P13,
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Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmugtir.



ve Bi1, P22, P33 sirastyla model tarafindan belirlenen dogrusal, interaksiyon ve ikinci dereceden

katsayilardir. X1, Xo ve X3 bagimsiz degiskenlerdir.
Y=Bo+PB1X1+R2Xo+P3X3+P12 X1 Xo+B13 X1 X3+P23 X X3 +B 11 X12+B22X22+B33X32 (1)

MINITAB® 21.0 istatistik program1 (Minitab, State College, PA) kullanilarak deneysel
verileri optimize etmek i¢in ylizey yanit yontemi (RSM) kullanilmistir. Optimizasyon igin
protein miktart maksimize edilerek en uygun (optimum) tuz konsantrasyonu, pH ve sicaklik
kosullar1 belirlenmistir. Tahmini ve deneysel degerler arasinda istatistiksel fark tek 6rneklemli

t-testi (MINITAB® 21.0 programu ile) ile belirlenmistir.

2.4. PROTEIN EKSTRAKSIiYONU

Tablo 2’de verilen deney tasarimina uygun olarak protein ekstraksiyonu, Tang vd.
(2006) ve Yiizer (2021) yontemleri modifiye edilerek yapilmistir. Stok YKT siispansiyonlari
(%5 w/v) saf su ile farkli tuz konsantrasyonlarinda (0, 0.5 ve 1.0 M) hazirlanmis ve 2 saat
boyunca c¢alkalamali inkiibatorde 300 rpm hizda g¢alkalanmistir. Elde edilen
siispansiyonlarindan yaklasik 10’ar mL test tiiplerine alinmig ve pH’lari, 1IN HCI veya IN
NaOH kullanilarak 8, 10 ve 12 olacak sekilde ayarlanmistir. Dispersiyonlar 2 saat boyunca 25,
37 ve 49 °C’lerde devaml karistirilarak pH’lar1 belirlenen degerde tutulmustur. Sonrasinda
orneklere 30 dakika boyunca sonikasyon uygulanmis olup sonikasyon sirasinda banyo sicakligi
termometre ile siirekli kontrol edilerek, gerekli durumlarda buz takviyesi ile sicaklik +2
degiskenlikte sabit tutulmustur. Sonikasyon sonunda 6rnekler 2060xg’de 30 dakika boyunca
santrifiij (NF 1200R, Nuve, Tiirkiye) edilmistir. Siipernatantlarin protein miktari, Bradford
(1976) yontemi ile belirlenmistir.

2.5. BELIRLENEN OPTIMUM SARTLARLA PROTEIN iZOLATI URETIMIi

Optimizasyon sonucu saptanan tuz konsantrasyonu, pH ve ekstraksiyon sicakligi
degerleri kullanilarak ve Tang vd. (2006) ile Yiizer (2021) metotlar1 modifiye edilerek izolat
iiretimi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in ilk olarak 1:20 (w/v) oraninda olacak sekilde saf su ile
YKT siispansiyonu hazirlanmigtir. Optimum sicaklik degerinde 2 saat siireyle 300 rpm’de
karistirllmis ve filtre edilerek, ¢oziinen proteinleri ihtiva eden siipernatant alinmistir. Verimi
arttirmak adina kalan kat1 kisim ayni sartlarda tekrar isleme tabi tutulmus ve siipernatant filtre
edilerek tekrar alinmistir. Daha sonra 6rneklerin pH degerleri izoelektrik noktaya (pH 5, 1N
HCl veya 1N NaOH kullanilarak) getirilerek, proteinlerin ¢okmesi i¢in 18 saat siire ile +4 °C’de
bekletilmistir. Coken proteinler 3000xg’de 4 °C’de 30 dakika santrifiijleme yapildiktan sonra
siipernatant kismi uzaklastirilmistir. Elde edilen ¢okeltileri yikamak i¢in saf su kullanilmis ve
daha sonra notrlemek amaciyla pH 7’ye ayarlanmistir. Elde edilen izolatlar liyofilize (Scangs
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Coolsafe 110-4 Pro, Danimarka) edilmis olup kenevir tohumu protein izolat1 (KPI) {iretimi

gerceklesmis ve analizler yapilincaya kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.6. GLIKASYON KOSULLARININ OPTiMIZASYONU

Glikasyon islemi i¢in ikinci bir deney tasarimi belirlenmistir. Bu deney tasarimi igin
bagimsiz degisken olarak, protein izolati:seker oran1 (Xi; 2:1, 1:1 ve 1:2), reaksiyon sicakligi
(X2; 60, 45, 90 °C) ve reaksiyon siiresi (X3; 30, 60, 90 dakika) se¢ilmis ve 3 faktorlii bir Box-
Behnken tasarimi uygulanmistir. Kullanilan deney tasarimindaki bagimsiz degiskenlerin
araliklar1 ve seviyeleri Tablo 3’de verilmistir. Bu degerler de daha 6nce yapilan literatiir
caligmalarina gore belirlenmistir (Namli vd., 2021; Tas vd., 2021; Zhong vd., 2019). Yanit
ylizey yontemi (RSM) ile optimizasyonu i¢in, glikasyon derecesi (serbest amino gruplar ve
asilama derecesi) ve esmerlesme indeks degerleri kullanilmistir. Bu bagimli degiskenlerden
serbest amino gruplar1 degerleri minimize edilmis olup, diger tiim degiskenler maksimize
edilerek optimum kosullar elde edilmistir. Tahmini ve deneysel degerler arasinda istatistiksel

fark tek orneklemli t-testi (MINITAB® 21.0 programu ile) ile belirlenmistir.

Tablo 3: Glikasyon Islemi igin Kullanilan Bagimsiz Degiskenlerin Aralik ve Seviyeleri

Aralik ve seviyeler

Degiskenler Kod

-1 0 +1
Protein izolati:seker orani X1 2:1 1:1 1:2
Reaksiyon sicakligi (°C) X2 60 75 90
Reaksiyon stiresi (dk) X3 30 60 90

2.7. GLIKASYON iSLEMIi

Glikasyon reaksiyonu Zhao vd. (2021) ve Zhang vd. (2015) tarafindan 6nerilen yonteme
ufak modifikasyonlar eklenerek uygulanmistir. Glikasyon islemi i¢in dncelikle kuru bazda KPI
ve fruktoz sekeri deney tasariminda belirlenen oranlarda karigtirllmistir. Karisimlar, 0.1M
potasyum fosfat tamponu (pH 7) ile toplam ¢6zelti konsantrasyonu %10 (w/v) olacak sekilde
20 mL’lik viallere hazirlanmistir. Daha sonra izolat:seker dispersiyonlar1 oda sicakligi altinda
2 saat boyunca karistirilmis ve ¢éziinmenin tam olabilmesi ve hidrasyonun saglanmasi adina 1
gece boyunca 4 °C’de bekletilmistir. Glikasyon reaksiyonu i¢in, su banyosunda deney
tasariminda belirtilen farkli sicakliklar (60, 75 ve 90 °C) ve farkli siirelerde (30, 60 ve 90
dakika) inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonun tamamlanmasindan hemen sonra
sicaklik diistiriilerek reaksiyonu durdurulmus ve vialler buz banyosunda oda sicakligina

gelinceye kadar sogutulmustur. Ardindan 6nce -20 °C’de dondurularak liyofilize edilmistir.
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Son olarak, liyofilize 6rnekler toz haline getirilmis ve fiziksel ve kimyasal analizlerde

kullanilmak tizere 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Ayrica, glikasyonun proteinler {izerindeki etkisini gozlemleyebilmek i¢in su
banyosunda 1sitma ve sogutma adimlari atlanarak KPI-seker kompleksleri ve KPI i¢in ayni

prosediirler uygulanmistir. Bu numuneler kontrol numuneleri olarak degerlendirilmistir.

2.8. GLIKASYON DERECESI VE ESMERLESME INDEKSI

Ik olarak 80 mg OPA (o-Ftalaldehit) 2 mL %95 etanol igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
Daha sonra bu soliisyona 50 mL 0.01 M sodyum tetraborat tampon ¢ozeltisi (pH 9.7), 5 mL
%20 (w/v) sodyum dodesil siilfat ve 200 ul. B-merkaptoetanol eklenmistir. OPA reaktifi
hazirlanirken karigim distile su ile 100 mL’ye seyreltilmistir. Numune dispersiyonlari (200 uL.
2 mg/mL), 90 °C’de 5 dakika boyunca 4 mL OPA reaktifi ile reaksiyona sokulmustur.
Numunelerin serbest amino gruplar1 (FAG), bir ultraviyole goriiniir (UV—Vis) spektrofotometre
kullanilarak 340 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. KPI numunesi referans olarak kullanilmistir.

Numunelerin FAG ve asilanma dereceleri (DG) esitlik 2 ve 3 kullanilarak hesaplanmistir (Zhao

vd., 2021).
FAG (%) = 2 x 100 ©)
DG (%) =22 x 100 3)

Burada A, referans numunenin (KPI) absorbansidir ve As, numunenin absorbansidir.

Glikasyon reaksiyonunun esmerlesme yogunlugu, Zhao vd. (2021) tarafindan bildirilen
prosediirlere gore yapilmistir. Numune dispersiyonlari deiyonize su ile %1’e (w/v)
seyreltilmigtir. 294 nm (A294) ve 420 nm’de (As20) dispersiyonlarin absorbanst UV—-Vis
spektroskopisi kullanilarak olgiilmiistiir. Ara {iriinler ve esmerlesme yogunlugu sirasiyla Azo4
ve A4z olarak temsil edilmistir. Optimum glikasyon derecesi i¢in %FAG degerlerinin diistik,

%DG ve esmerlesme yogunlugu degerlerinin yiiksek olmasi hedeflenmistir.

2.9. FONKSIiYONEL OZELLIKLERIN BELIRLENMESI
2.9.1. Suve Yag Tutma Kapasitesi

Su (STK) ve yag tutma kapasitelerini (YTK) belirlemek i¢in, yaklasik 50 mg protein
izolat1 2 mL’lik bir santrifiij tiiptinde 1.5 mL damitilmis su veya ticari misirdzii yagi eklenerek
disperse edilerek, bir vorteksle oda sicakliginda 20 s karnistirllmistir. Karistirildiktan sonra
tiiplerin kapaklar1 kapatilmis ve tlipler oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Tiipler daha

sonra 14000xg’de 20 dakika siireyle santrifiijlenerek siipernatant alinmis ve tortuyu igegen
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santrifiij tiipii tartilmistir. Emilen su veya yag icerigi, tortuyu igeren tiiplerin tartilmasiyla
belirlenmistir. STK ve YTK, sirastyla g protein izolat1 bagina emilen g su veya yag olarak ifade

edilmistir. STK ve YTK esitlik 4 kullanilarak hesaplanmustir.

2—M;

STK ya da YTK =2 (4)

0

Denklemde M; kuru 6rnegi iceren santrifiij tiipiiniin agirligidir, M» yag veya suyun
alinmasindan sonra tiipiin agirligi ve Mo 6rnegin agirligidir (Aydemir ve Yemenicioglu, 2013;

Gilindogan ve Karaca, 2020).

2.9.2. Emiilsiyon Ozellikleri

Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) belirlemek igin
Pearce ve Kinsella (1978) tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir. Oncelikle 300 mg KPI
30 mL saf su ile karigtirilmig (%1°lik protein dispersiyonu) ve bu karisima 10 mL misirdzii yagi
eklenmistir. Karisimmn pH degerini 7’ye ayarlayabilmek i¢in 1IN HCI veya 1IN NaOH
kullan1lmis ve homojenizator (Ultra-Turrax T25 digital, IKA, Almanya) ile 20000 rpm hizda 1
dakika siireyle karistirilmistir. Emiilsiyon olusumu sonrasi, emiilsiyonun sivi fazindan (alt
kisim) 50 pL bir tiip igerisine alinarak {izerine 5 mL %0.1°1lik (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS)
cozeltisi eklenerek seyreltilmis ve bu karisggmin 500 nm dalga boyundaki absorbansi
spektrofotometre kullanilarak 6lcililmiistiir. Emiilsiyon aktivite indeksi esitlik 5 ile

hesaplanmugtir.

: 2x2.303XAgXN
EAl (mz/g) - c><¢><10080 (5)

Burada, Ao, 0. dakikadaki absorbans; N, seyreltme faktorii (100); c, protein
dispersiyonunun konsantrasyonu (0.01 g/mL); ¢ ise yagin hacimsel fraksiyonudur

(10/40=0.25).

Orneklerin ESI degerleri ise emiilsiyon 10 dakika bekletildikten sonra yine ayni1 sekilde
alt kismindan alinan 50 pL 6rnegin 5 mL %0.1°1ik (w/v) SDS ile seyreltilmesi ve 500 nm’de

absorbansinin okunmasinin ardindan esitlik 6 ile hesaplanmistir.

Ag Xt
Ao—A10

ESI (dk) = (6)

Burada, Ao, 10. dakikadaki absorbans; t ise bekleme siiresidir (10 dakika).

2.9.3. Kopiiklenme Ozellikleri

Oncelikle &rneklerin saf su %3 (w/v) ile dispersiyonlar hazirlanmis ve 1N HCI veya

IN NaOH ile pH degerleri 7’ye ayarlanmistir. Daha sonra karisim 11000 rpm hizda 2 dak@ika
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boyunca homojenize edilmis ve karistm 100 mL’lik bir dereceli silindire aktarilmistir.
Kopiiklenme kapasitesi (KK), toplam hacim ve sivi hacimlerin kaydedilmesi ile esitlik 7
kullanilarak hesaplanmistir. Kopiik stabilitesi (KS) ise karisimin ortam sicakliginda 10 ve 30
dakika bekletilmesinden sonra kalan kopiiglin hacmi kaydedilerek esitlik 8 yardimiyla
belirlenmistir (Glindogan ve Karaca, 2020).

KK (%) = VIV;O"‘) x 100 (7)
KS (%) = 5—1 x 100 (8)

Burada Vo, homojenizasyon Oncesi protein ¢ozeltisinin hacmi; Vi, homojenizasyondan

hemen sonra olusan kopiik hacmi; V2 ise 10 ve 30 dakika bekletme sonrasi kopiik hacmidir.

2.10. TOPLAM FENOLIK-FLAVONOID BILESIK VE ANTIOKSIDAN AKTIiVITE
2.10.1. Antioksidan Aktivite

Orneklerin antioksidan aktiviteleri, radikal siipiiriicii aktivite (DPPHe; 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil), ferrik indirgeyici antioksidan giic (FRAP) ve bakir iyonu azaltan antioksidan
kapasite (CUPRAC) yontemleri ile 6l¢iilmiistiir. Kenevir protein izolatlarinin ekstraksiyon
isleminde Taaifi vd. (2021) ait metot modifiye edilerek uygulanmistir. Bu amagla 1 g 6rnek
icine 20 mL methanol:su (%90) karisimi eklenmis ve 1 dakika boyunca vortekslenmistir.
Sonrasinda orneklere 30 dakika ultrasonikasyon uygulanip, sonrasinda ¢ozeltiler 10 dakika
santrifiijlenerek slipernatant elde edilmistir. Tiim antioksidan aktivite standart egrileri i¢in farkl
konsantrasyonlarda troloks soliisyonlar1 kullanilmistir ve sonuglar mg troloks esdegeri (TE)/g

kuru madde olarak verilmistir.

DPPHe radikal siipiiriicii aktivite: DPPHe (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radikalini
stiptiriicii etkisi, DPPHe ile olusturduklari rengin 6l¢iimiize dayali olarak Brand-Williams vd.
(1995) tarafindan Onerilen yontemin modifiye edilmis hali ile belirlenmistir. Ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstrakttan 100 pL alinmis ve iizerine 3.9 mL DPPHe (6x10° M)
sollisyonu eklenmistir. Daha sonra karigim 30 dakika boyunca karanlik bir ortamda bekletilmis
ve siire sonunda spektrofotometre (Shimadzu, UV-1201V, Japonya) ile 515 nm dalga boyunda

absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

CUPRAC: Bu yontemde 50 pL ekstrakt iizerine 6nce 1 mL 10 mM CuCl,.2H>O
cozeltisi, sonra 1 mL 7.5 mM Neocuproine ¢ozeltisi ve en son 1 mL 1M amonyum asetat
(pH=7) ¢ozeltisi eklenerek son hacim saf su ile 4.1 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra karigim
karanlik bir ortamda 30 dakika bekletilmis ve absorbanslar1 450 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile (Shimadzu, UV-1201V, Japonya) ol¢iilmiistiir (Apak vd., 2004).
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FRAP: Bu yontemde Teh vd. (2014) tarafindan Onerilen metot ufak degisiklikler
sonrasinda kullanilmistir. pH 3.6’da asetat tampon, 10 mM TPTZ (2,4,6- Triphridyl-s-triazine)
solisyonu ve 20 mM FeCls, 10:1:1 (v/v/v) oraninda birlestirilerek FRAP c¢ozeltisi elde
edilmistir. Daha sonra 900 pL taze olarak hazirlanan FRAP reaktifi tizerine 100 puL ekstrakt
eklenerek oda sicakliginda 4 dakika boyunca bekletilmis ve absorbanslar1 593 nm dalga

boyunda spektrofotometre ile (Shimadzu, UV-1201V, Japonya) dl¢iilmiistiir.

2.10.2. Toplam Fenolik Bilesik (TFB)

TFB analizinde, 1 mL ekstrakt ve 5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (1:10 v/v) karistirilmis
olup 3-4 dakika sonra iizerine 4 mL %7.5’luk Na>COs eklenmistir. Cozeltiler karigtirildiktan
sonra karanlik bir ortam ve oda sicakliginda 60 dakika boyunca bekletilmistir (Singleton ve
Rossi, 1965; Babiker vd., 2021). Absorbans degerleri 750 nm dalga boyunda spektrofotometre
ile (Shimadzu, UV-1201V, Japonya) Ol¢iilmiistiir. Sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/g

kuru madde seklinde verilmistir.

2.10.3. Toplam Flavonoid Bilesik (TFlaB)

TFlaB analizi, aliiminyum kloriir spektrometrik yontem kullanilarak yapilmistir
(Chandra vd., 2014). Bu amagla, ekstrattan 2 mL alinarak tlizerine 2 mL %2’lik AICl3 ¢ozeltisi
eklenmistir. Karisim oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 15 dakika boyunca bekletilmistir.
Siire sonunda absorbans degerleri 420 nm dalga boyunda spektrofotometre (Shimadzu, UV-
1201V, Japonya) ile belirlenmistir. Sonuglar, mg kuarsetin esdegeri (KE)/g kuru madde olarak

verilmistir.
2.11. FiZiKSEL VE KIMYASAL KARAKTERIZASYON

2.11.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Orneklerin yiizey morfolojisi, 10 kV’luk voltaj ivmesinde bir taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin elektriksel iletkenligini desteklemek
ve daha net bir gorlintii saglayabilmek i¢in Orneklerin yiizeyi, Ol¢limden once 10 nm
kalinliginda altin-paladyum alasimi ile kaplanmistir. SEM goriintiileri x10.000 biiyiitme oran

ile elde edilmistir.

2.11.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR)

Orneklerin  fonksiyonel gruplarinin  belirlenmesi ve aralarmdaki etkilesimin
tanimlanabilmesi i¢in fourier transforme edilmis kizilotesi (FTIR) spektroskopisi

kullanilmistir. Kenevir tohumu proteini izolatlarin ikincil yapisi, Platinum ATR donaniml
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bir FTIR spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Olgiimler 400 cm™ ile 4000 cm™ dalga
boyu araliginda gergeklestirilmistir.
2.12. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS Statistics 26.0 (IBM, New York, USA)
programi kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farkin anlamli olup olmadig1 Duncan testi

ile %95 giiven araliginda (P<0.05) belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. KENEVIR TOHUMU, YAGSIZ KENEVIiR TOHUMU VE PROTEIN
IZOLATININ BILESIMLERI

Materyal olarak kullanilan kenevir tohumu (KT), yagsiz kenevir tohumu (YKT) ve
calisma kapsaminda elde edilen kenevir protein izolatinin (KPI) kimyasal bilesimleri Tablo
4’de verilmistir. Kenevir tohumunun su, protein, yag ve kiil igerikleri sirastyla %4.12, %15.07,
%10.86 ve %4.88 olarak belirlenmistir. YKT nin bilesimi ise %3.90 nem, %21.42 protein,
%0.83 yag ve %4.77 kiil igeriginden olusmaktadir. Karabulut ve Yemis (2022) Narli ¢esidi
kenevir tohumlarinin su, protein, yag, kiil ve karbonhidrat igerigini sirasiyla %6.6, %25.4,
%35.7, %4.8 ve %27.5 olarak tespit etmislerdir. Ayn1 ¢alismada yagsiz kenevir tohumun
bilesimini ise yine sirasiyla %6.8, %55.3, %1.8, %8.0 ve %28.1 olarak belirlemislerdir. El-
Sohaimy vd. (2022) yaptiklar1 ¢alismada kenevir tohumunun nem igerigini %10.0, kiil i¢erigini
%4.0, lif icerigini %12.0, protein igerigini %21.0, kaba yag icerigini %28.0 ve toplam
karbonhidrat icerigini %25.0 olarak rapor etmislerdir. Montserrat-de la Paz vd. (2023) kenevir
tohumunun kiil, protein ve yag igeriklerini sirasiyla %35.0, %23.8 ve %31.8 olarak
belirlemislerdir. Literatiirle karsilastirildiginda mevcut ¢alismada kullanilan  kenevir
tohumlarinin su ve kiil icerikleri benzerlikler gdsterirken protein ve yag igerikleri oldukga
diisiik goriinmektedir. Protein ve yag igeriklerindeki bu farkliligin tohum ¢esidine, cografi ve

iklim kosullarina bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada elde olunan kenevir protein izolatinin su, protein, yag ve kiil igerikleri
strastyla %7.48, %77.58, %0.94 ve %7.56 olarak belirlenmistir. Malomo vd. (2014) kenevir
tohumu protein izolatinin protein igerigini %84.15 olarak bildirmislerdir. Karabulut ve Yemis
(2022) Narli ¢esidi kenevir tohumlarindan elde ettikleri KPI’'nin su, protein, yag, kiil ve
karbonhidrat igerigini sirasiyla %5.6, %90.0, %0.6, %2.6 ve %]1.2 olarak tespit etmislerdir.
Literatiirde kenevir protein izolatlarinin protein igeriklerinin mevcut ¢alismadakine gore ¢ok
daha yiiksek oldugu arastirmalar mevcuttur (Hadnadev vd., 2018; Plati vd., 2021; Fang vd.,
2023a, b; Montserrat-de la Paz vd., 2023). Protein igerigindeki farkliliklar, protein ¢okeltme

yonteminin yani sira ekstraksiyon malzemelerindeki farkliliklardan da kaynaklanabilir.

Kenevir protein izolatinin ¢alismada kullanilan ekstraksiyon kosullariyla kenevir
tohumu agirligina gore protein ekstraksiyon verimi %56.85 olarak belirlenirken yagsiz kenevir
tohumu agirligina gore protein ekstraksiyon verimi %31.68 olarak belirlenmistir. Benzer

sekilde Plati vd. (2021) kenevir tohumu agirlig1 ve yagdan arindirilmis kenevir tohumu agirligi
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protein icerigine gore ifade edilen protein veriminin sirasiyla %58.08 ve %28.51 oldugunu
rapor etmislerdir. Hadnadev vd. (2018) izoelektrik ¢Okeltme ve miselizasyon teknigi
kullanilarak kenevir tohumu kiispesinden elde ettikleri protein izolatlar1 i¢in verimleri kenevir
kiispesi agirligina (%) dayali olarak %19.24-24.24 olarak belirlerken, protein agirligina (%)
dayal1 olarak ise %40.17-50.60 olarak tespit etmislerdir. Bir diger calismada, Malomo vd.
(2014) tarafindan, izolatlardan protein agirligi ve briit agirlik bazinda elde edilen verimin
strastyla %37.90 ve %16.80 oldugu belirtilmistir. Verimdeki bu farkliliklar malzeme kesme
gecmisine, yani yagin kenevir tohumlarindan preslenmesi/gikarilmasi sirasinda uygulanan

kesme kuvvetlerinin boyutuna ve bunlarin hiicre duvar1 parcalanmasi iizerindeki etkilerine

atfedilebilir.
Tablo 4: Kenevir Tohumu ve Yagsiz Kenevir Tohumunun Kimyasal Bilesimi (Kurumadde
Bazinda)
Suicerigi Ham protein  Ham yag Kiil
Materyal
(%) (%) (o) (%)
Kenevir tohumu (KT) 4.12+0.24>  15.07+1.12°  10.86+2.03* 4.88+0.08°

Yagsiz kenevir tohumu (YKT)  3.90+0.01°  21.42+£0.53°  0.83+0.11°  4.77+0.03°
Kenevir protein izolat: (KPI) ~ 7.48+0.06*  77.58+0.00*  0.94+0.48°  7.56+0.04°

Degerler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir, n=2. ¢ Farkli iist simge karakterler, bir siitun i¢inde P<0.05
diizeyinde onemli farkliliklart gostermektedir.

3.2. PROTEIN EKSTRAKSIiYONUN OPTIiMiZASYONU

Kenevir tohumlariin protein ekstraksiyonu Tablo 2’de verilen deney tasarimina gore
yapilmis olup, analiz sonuglar1 (Y1 deneysel) Tablo 5’de sunulmustur. Ek olarak, modelden
elde edilen tahmini degerler de (Y tahmini) Tablo 5’de goriilmektedir. Degerler incelendiginde
farkli kosullarda elde edilen ekstraksiyon sonucunda deneysel protein miktarinin 0.17-1.70
mg/mL araliginda degistigi goriilmektedir. En diisiik protein miktar1, tuz konsantrasyonun 0 M,
pH degerinin 8§ ve ekstraksiyon sicakliginin 37 °C oldugu kosullarda elde edilirken, en yiiksek
deger ise tuz konsantrasyonun 0.5 M, pH degerinin 12 ve ekstraksiyon sicakliginin 49 °C

oldugu kosullarda elde edilmistir.
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Tablo 5: Box-Behnken Deney Tasarimina Gore Elde Edilen Deneysel ve Tahmini Degerler

(Ekstraksiyon)

No X1 * X2 X3 Y1 deneysel Y1 tahmini
1 0.5 12 25 1.49 1.51
2 0.5 10 37 0.96 0.96
3 0.5 10 37 1.04 0.97
4 0 12 37 1.55 1.57
5 0.5 8 25 0.76 0.81
6 1 10 49 1.18 1.23
7 0.5 10 37 0.91 0.96
8 0 10 49 1.26 1.29
9 1 8 37 0.98 0.95
10 0 10 25 1.09 1.03
11 0.5 10 37 0.94 0.96
12 0.5 8 49 1.00 0.97
13 0 8 37 0.17 0.89
14 1 10 25 1.24 1.21
15 0.5 10 37 0.98 0.96
16 1 12 37 1.65 1.64
17 0.5 12 49 1.70 1.64

*Xi: Tuz konsantrasyonu (M), X,: pH, X3: Ekstraksyon sicakligi (°C), Y: Protein miktar1 (mg/mL).

Box—Behnken deney tasarimi kullanilarak elde edilen protein miktarlari, yanit yilizey
yontemi ile optimize edilmis olup calismaya ait ANOVA analizlerine ait sonuglar Tablo 6’da
sunulmustur. Modelin iyi uyum saglayabilmesi i¢in minimum regresyon katsayis1 (R?)
degerinin %80’dan yiiksek olmasi gerektigi bilinmektedir (Gan vd., 2007). Ayrica duyusal,
fizikokimyasal analiz sonuglar1 i¢in kabul edilen ayarlanmus regresyon katsayisi (RZdj)
degerinin ise %70’den yiiksek olmasi beklenmektedir (Granato vd., 2010). Bu calismada
denklemin regresyon katsayist %97.28, ayarlanmig regresyon katsayist ise %93.64 olarak
bulunmus olup, tiim kosullar1 sagladigi belirlenmistir. Diger bir istatistiksel faktér olan model
uyumsuzlugu (Lack of fit) ise modelin matematiksel formunun uygunsuzlugundan kaynaklanan
hataya denilmekte olup bu degerin istatistiksel olarak 6nemsiz olmas1 beklenmektedir (Box ve
Draper, 2007). Tablo 6 incelendiginde, regresyon modelinin uyumsuzluk degerinin énemsiz

bulundugu goriilmiistiir (P>0.05).
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Tablo 6: Protein Miktarina Ait RSM Model Istatistikleri ve ANOVA Analizi (Ekstraksiyon)

Serbestlik Kareler Kareler

Kaynak derecesi  toplami  ortalamasi F-Degeri  P-degeri
Model 8 0.953027 0.119128 26.78 0.000
Lineer 3 0.712014  0.021891 4.92 0.047

X1 1 0.041667  0.000427 0.10 0.767
X2 1 0.630208  0.054230 12.19 0.013
X3 1 0.040139  0.009903 2.23 0.186

Kareler 3 0.226336  0.075445 16.96 0.002
X1*X 1 0.061535  0.054756 12.31 0.013
Xo*Xo 1 0.133759  0.096145 21.61 0.004
X3*X3 1 0.031041  0.031041 6.98 0.038

Interaksiyon 2 0.014678  0.007339 1.65 0.269
X1*X3 1 0.014400  0.014400 3.24 0.122
Xo*X3 1 0.000278  0.000278 0.06 0.811
Hata 6 0.026688  0.004448
Model uyumsuzlugu 2 0.017119  0.008560 3.58 0.129

Saf hata 4 0.009569  0.002392

Toplam 14 0.979716
R? R2a4;j
Model %97.28 %93.64

X1: Tuz konsantrasyonu (M), X2: pH, X3: Ekstraksyon sicaklig1 (°C)

Regresyon analiziyle bulunan ikinci dereceden denklem ile elde edilen model esitligi
Tablo 7°de verilmistir. Modelde bagimsiz degiskenlerin protein miktar1 {izerine etkisi
incelendiginde, en etkili bagimsiz degiskenin pH oldugu goriilmektedir. Protein miktar1 tizerine
pH degerinin etkisinin yiiksek oldugu anlasilabilmektedir. pH degerinin 8’den 12’ye artmasi ile
protein miktarinda yaklasik 2 kat artis goriilmiistiir. Ayrica tim degiskenlerin kendisi ile

interaksiyonun da istatistiksel olarak 6énemli oldugu bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7: Regresyon Analizi Sonucu Elde Edilen Denklem (Ekstraksiyon)

Bagimh degisken Model

Y1=3.97821**-0.08017X1-0.66444X,*-0.03522X3+0.51267X 1 X1 *+
0.04246X>X>**+0.00067X3X3%-0.01000XX3-0.00035X>X3

Protein miktari

*Onem derecesi P<0.05; **Onem derecesi P<0.01; Xi: Tuz konsantrasyonu (M), X2: pH, X3: Ekstraksyon sicaklig1 (°C), Y 1:
Protein miktart (mg/mL).

Box—Behnken deney tasarimui ile farkli protein ekstraksiyonu kosullarinda elde edilen
orneklerde yapilan analiz sonucunda yanit yiizey yontemi ile optimizasyon yapilmis olup,

protein miktarinin maksimize edilmistir ve optimum kosullar;
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. Tuz konsantrasyonu (M): 0
. pH: 12
. Ekstraksiyon sicakligi (°C): 49, olarak bulunmustur.

Optimum kosullar altinda tahmini protein miktar1 degeri 1.79 mg/mL olarak elde
edilmis olup, deneyler sirasinda bu deger 1.70 mg/mL olarak elde edilmistir. Deneysel elde
edilen degerler ile optimizasyon elde edilen tahmini deger arasinda tek Orneklemli t-testi
uygulanarak aralarinda fark olmadig1 gériilmiistiir (P>0.05). Istatistiksel sonuglar Tablo 8’de
sunulmustur. Ek olarak optimizasyon sonucu elde edilen modelin arzu edilebilirlik degeri (d)
1.00 olarak bulunmustur. Bu durum, modelin uyumlulugunun ¢ok yiiksek oldugunun diger bir

gostergesidir.

Tablo 8: Tek Orneklemli t-Testi Analiz Sonuglar1 (Ekstraksiyon)

Yamt N Ortalama Standart sapma P

Protein miktari 3 1.73 0.52 0.423

3.3. GLIKASYON ISLEMININ OPTIiMIiZASYONU

Protein ekstraksiyonunun optimizasyonu sonucunda belirlenen optimum kosullarda
kenevir protein izolat1 (KPI) elde edilmis ve protein izolatinin glikasyon islemleri Tablo 3°de
verilen bagimsiz degiskenler kullanilarak yapilmis olup, analiz sonuglart (Y1 deneysel, Y2 deneysel,
Y3 deneysel, Y4 deneysel) Tablo 9°da sunulmustur. Ek olarak, modelden elde edilen tahmini degerler
de (Y1 tahmini, Y2 tahmini, Y3 tahmini» Y 4 tahmini) 1ablo 9’da goriilmektedir. Degerler incelendiginde
farkli kosullarda elde edilen glikasyon islemi ile glikasyon derecesi (%DG) %40.38-67.95,
serbest amino gruplart (%FAG) 9%32.05-59.62, 420 nm dalga boyundaki esmerlesme
yogunlugu (A420) 0.24-0.53 ve 294 nm dalga boyundaki esmerlesme yogunlugunun (A294) ise
1.53-2.24 araliginda degistigi goriilmektedir.

27

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmugtir.



Tablo 9: Box-Behnken Deney Tasarimina Gore Elde Edilen Deneysel ve Tahmini Degerler
(Glikasyon)

Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4
No Xi* X2 X3

deneysel deneysel deneysel deneysel tahmini tahmini tahmini tahmini

1 1:1 90 30 61.54 3846 0.271 1582 61.62 3838 0.280 1.598
2 11 60 30 62.82 37.18 0.394 1918 63.71 3630 0.399 1.957
3 21 60 60 48.08 51.92 0.534 2.242 46.79 53.20 0.536 2.226
4 11 75 60 5897 41.03 0.260 1.604 57.05 4295 0.255 1.594
5 21 75 90 41.67 5833 0.497 1.987 43.03 5697 0.505 2.020
6 2:1 75 30 4038 59.62 0.485 2.103 40.79 59.21 0.478 2.080
7 11 75 60 5321 46.79 0.256 1.607 57.05 4295 0.255 1.594
8 I 90 90 59.62 40.38 0.346 1.727 58.73 41.27 0341 1.687
9 21 90 60 41.03 5897 0433 1865 40.54 59.46 0431 1.872
10 1:1 75 60  55.77 4423 0.245 1596 57.05 4295 0.255 1.594
11 1:2 90 60 6346 3654 0.262 1534 64.74 3526 0.260 1.551
12 1:2 75 90 6346 36.54 0.293 1.619 63.06 3694 0.300 1.642
13 1:1 75 60 67.95 32.05 0.242 1535 57.05 4295 0.255 1.594
14 12 60 60 6731 32.69 0.309 1.713 67.79 3221 0311 1.706
15 1:2 75 30 6731 32.69 0.294 1.649 6595 34.05 0.287 1.616
16 1:1 75 60 60.26 39.74 0.272 1.627 57.05 4295 0.255 1.594

17 1:1 60 90 66.03 3397 0.388 1.852 6595 34.05 0379 1.836

*X1: Protein:seker orani, Xa: Reaksiyon sicakligi (°C), X3: Reaksiyon siiresi (dk), Y1: %DG-Glikasyon derecesi, Y2: %FAG-
Serbest amino gruplarinin orani, Y3: A420-420 nm’de esmerlesme yogunlugu, Y4: A294-294 nm’de esmerlesme yogunlugu.

Box—Behnken deney tasarimi kullanilarak elde edilen bagimli degiskenlerin (%DG,
%FAG, Aso ve Azgs), yanit ylizey yontemi ile optimize edilmis olup ¢aligmaya ait ANOVA
analizlerine ait sonuglar Tablo 10’da sunulmustur. Modelin 1yi uyum bu ¢alismada da regresyon
katsayilart %96.98-99.32 araliginda, ayarlanmis regresyon katsayilart ise %92.44-98.44

araliginda degistigi bulunmustur. Diger bir istatistiksel faktér olan model uyumsuzluk

degerlerinin (Lack of fit) ise tiim denklemler i¢in 6nemsiz bulundugu saptanmistir (P>0.05).
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Tablo 10: Bagimli Degiskenlere Ait RSM Model Istatistikleri ve ANOVA Analizi

(Glikasyon)
Kaynak Serbestli.k Kareler Kareler li- . l:- .
derecesi toplam ortalamasi1 Degeri degeri
Model 9 1275.35 141.705 21.39  0.001
Lineer 3 1064.58 56.275 849  0.014
Xi 1 1021.17 93.499 14.11  0.009
X2 1 43.20 51.622 7.79  0.032
X3 1 0.21 0.183 0.03 0874
Kareler 3 195.06 65.019 9.81 0.010
Xi*Xy 1 129.46 129.464 19.54  0.004
Xo*Xo 1 52.01 52.006 7.85  0.031
X3*X3 1 13.59 13.586 2.05 0.202
%DG interaksiyon 3 15.72 5.239 0.79  0.542
X1*Xo 1 2.57 2.568 039  0.556
X1*X3 1 6.57 6.575 099  0.358
Xo*X3 1 6.57 6.575 0.99  0.358
Hata 6 39.76 6.626
Model uyumsuzlugu 3 9.35 3.116 0.31 0.821
Saf hata 3 30.41 10.136
Toplam 15 1315.10
R? R,
Model %96.98 %92.44
Kaynak Serbestli.k Kareler Kareler li— . Ij- .
derecesi toplam ortalamasi Degeri degeri
Model 9 1275.35 141.705 21.39  0.001
Lineer 3 1064.58 56.275 849  0.014
X 1 1021.17 93.499 14.11  0.009
X2 1 43.20 51.622 7.79  0.032
X3 1 0.21 0.183 0.03 0.874
Kareler 3 195.06 65.019 9.81 0.010
Xi1*Xi 1 129.46 129.464 19.54  0.004
Xo*Xo 1 52.01 52.006 7.85  0.031
X3*X3 1 13.59 13.586 2.05 0.202
% FAG interaksiyon 3 15.72 5.239 0.79  0.542
X1*Xa 1 2.57 2.568 039  0.556
X1*X3 1 6.57 6.575 0.99  0.358
Xo*X3 1 6.57 6.575 0.99  0.358
Hata 6 39.76 6.626
Model uyumsuzlugu 3 9.35 3.116 0.31 0.821
Saf hata 3 30.41 10.136
Toplam 15 1315.10
R? R%u4j
Model 9%96.98 %92.44
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Serbestlik Kareler Kareler F- P-

Kaynak derecesi toplam ortalamasi1 Degeri degeri
Model 9 0.149211 0.016579  113.27 0.000
Lineer 3 0.091285 0.011707 79.98  0.000

X1 1 0.078210 0.022677  154.92  0.000
X2 1 0.012285 0.011319 77.33  0.000
X3 1 0.000790 0.007550 51.58  0.000

Kareler 3 0.055525 0.018508  126.45 0.000
Xi*Xy 1 0.035362 0.031214  213.25 0.000
Xo*Xo 1 0.009006 0.007958 54.37  0.000
X3*X3 1 0.011157 0.011157 76.22  0.000

A interaksiyon 3 0.002401 0.000800 547  0.030
X1*Xo 1 0.000716 0.000716 4.89  0.063
X1*X3 1 0.000046 0.000046 031 0.59%4
Xo*X3 1 0.001640 0.001640 11.21  0.012
Hata 7 0.001025 0.000146
Model uyumsuzlugu 3 0.000462 0.000154 1.10  0.447
Saf hata 4 0.000562 0.000141
Toplam 16 0.150236
R? R,
Model %99.32 %98.44
Kaynak Serbestli.k Kareler Kareler li— . Ij- .
derecesi toplam ortalamasi1 Degeri degeri
Model 9 0.694047 0.077116 42.80 0.000
Lineer 3 0.484127 0.059367 3295 0.000
Xi 1 0.354272 0.114499 63.55 0.000
X2 1 0.129286 0.056292 31.24  0.001
X3 1 0.000570 0.039950 22.17  0.002

Kareler 3 0.187142 0.062381 34.62 0.000
X1*X 1 0.118364 0.104315 57.90  0.000
Xo*Xo 1 0.035875 0.032255 17.90  0.004
X3*X3 1 0.032903 0.032903 18.26  0.004

Azoy Interaksiyon 3 0.022777 0.007592 421  0.053
X1*Xa 1 0.009851 0.009851 547  0.052
X1*X3 1 0.001849 0.001849 1.03  0.345
X2*X3 1 0.011078 0.011078 6.15  0.042
Hata 7 0.012612 0.001802
Model uyumsuzlugu 3 0.007741 0.002580 212 0.241

Saf hata 4 0.004871 0.001218

Toplam 16 0.706658
R? Ry
Model %98.22 %95.92

Xi1: Protein:seker orani, Xa: Reaksiyon sicakligi (°C), X3: Reaksiyon siiresi (dk), %DG: Glikasyon derecesi, %FAG: Serbest
amino gruplarmin orani, A420: 420 nm’de esmerlesme yogunlugu, A2o4: 294 nm’de esmerlesme yogunlugu.

30

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmugtir.



Regresyon analiziyle bulunan ikinci dereceden denklem ile elde edilen model esitlikleri

Tablo 11°de verilmistir. Bagimsiz degiskenlerin glikasyon derecesi ve serbest amino grup

sicakliginin etkili oldugu goriilmektedir. Esmerlesme yogunluklar1 ise tiim bagimsiz

degiskenlerden istatistiksel olarak 6nemli olacak sekilde etkilenmistir.

Tablo 11: Regresyon Analizi Sonucu Elde Edilen Denklemler (Glikasyon)

Bagimh
Modeller
Degiskenler
%DG Yi=111.218*%+32.612X**-2.495X,*+0.048X3-
0.
5.689X1%**+0.016X22*+0.002X32+0.053X1X2-0.043X1X3-0.003 X2 X3
YFAG Y2=-11.2179%-32.6122X**+2.4947X,*-0.048 1 X3+5.6891X2**-0.016X,2*-
0.
0.0020X32-0.0534X:X>+0.0427X1X3+0.0028 X X3
A Y3=2.58854%*-0.5034X**-0.03608X>**-0.00968 X3**+0.0861 X >**+
420
0.00019X5%**+0.00006X32**+0.00089X X>-0.0001 1 X X3+0.00005 X, X3 *
A Y4=6.9469%*-1.13116X:**-0.08046X2**-0.02227X3**+0.15740X | 2**+
294

0.00039X,2**+0.0001X52**+0.00331X;X>+0.00072X; X3+0.00012X,X3*

*Onem derecesi P<0.05; **Onem derecesi P<0.01; X : Protein:seker orani, X2: Reaksiyon sicakligi (°C), X3: Reaksiyon siiresi
(dk), %DG: Glikasyon derecesi, %FAG: Serbest amino gruplarinin orani, A420: 420 nm’de esmerlesme yogunlugu, Azos: 294
nm’de esmerlesme yogunlugu

Glikasyon derecesinin ve serbest amino grubu oranlarmin farkli kosullar altinda
degisimi Sekil la-b’de verilmistir. Farkli protein:seker oran1 ve reaksiyon sicakliklari ile
glikasyon derecesinin degisimi Sekil la’da goriilmektedir. Protein:seker orani ile pozitif
korelasyon gosterdigi grafikten de anlasilmakta olup oran artis1 ile glikasyon derecesinde artis
gdzlenmistir. Serbest amino gruplari oraninin reaksiyon protein:seker orani ve reaksiyon
sicakligi ile degisimi ise Sekil 1b’de sunulmustur. Bu oranin diisiik olmas1 arzu edildiginden
dolay1 yiiksek protein:seker oran1 (negatif korelasyon) ve diislik sicaklik degerlerinde (pozitif
korelasyon) en diisiik %FAG elde edilmistir.

31

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmugtir.



70

60

%DG

50
90

40

75
A Reaksiyon sicakligi (°C)

0 60

Protein:sekeroram

b)

60

%FAG

40 90

30 75

Reaksiyon sicakhig: (°C)

0

Protein:seker orani

Sekil 1: Protein:Seker Orani ve Reaksiyon Sicakligi ile Degisim a) %DG-Glikasyon Derecesi
b) %FAG- Serbest Amino Grubu Orani

420 nm dalga boyunda elde edilen esmerlesme yogunlugu degerlerinin farkli kosullar
altinda degisimi Sekil 2a-c’de verilmistir. A4z0 degeri protein:seker orani, reaksiyon sicakligi
ve reaksiyon siiresi ile negatif korelasyon gostermis olup, bu degisim grafiklerden de
anlagilmaktadir. Protein:seker orani ve reaksiyon sicakliginin en diisiik oldugu kosullarda A 420
degerinin maksimum oldugu goriilmektedir (Sekil 2a). Benzer degisim, protein:seker orani ve
reaksiyon siiresinin minimum oldugunda da bu degerin yiiksek oldugu saptanmistir (Selik 2b).

Sekil 2c’de ise reaksiyon sicakligl ve siiresi ne kadar diisiik olursa o kadar yiiksek deger elde

edilmistir.
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Sekil 2: 420 nm Dalga Boyundaki Esmerlesme Yogunluguna Bagimli Degiskenlerin Etkisi a)

Protein:Seker Orani-Reaksiyon Sicakligi b) Protein:Seker Orani-Reaksiyon Siiresi ¢)
Reaksiyon Sicakligi- Reaksiyon Siiresi

294 nm dalga boyunda elde edilen esmerlesme yogunlugu degerlerinin farkli kosullar

altinda degisimi Sekil 3a-c’de verilmistir. Bu dalga boyunda da degisimler 420 nm dalga boyu
e
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ile benzer egilimde bulunmus olup, bagimsiz degiskenlerin minimum olmasi ile Az94 degeri
maksimum degerini almistir. Ek olarak Sekil 2a-c ve Sekil 3a-c karsilastirildiginda, A4 ve

Az94 degerlerinin birbiri ile koordineli oldugu da goriilmiistiir.

a)
2,25
2,00
A294
1.5
90
1.5 75
Reaksiyon sicaklig: (°C)
0 60
1
Protein:sekerorani
b)
2,00 |
A294
1,75
90
1,50 60
Reaksiyon siiresi (dk)
0 30
1
Protein:seker orani
c)
2,0
A294
1.9
90
1.8

60
Reaksiyon siiresi (dk)

70

80

Reaksiyon sicakligi (°C)

Sekil 3: 294 nm Dalga Boyundaki Esmerlesme Yogunluguna Bagimli Degiskenlerin Etkisi a)
Protein:Seker Orani-Reaksiyon Sicakligi b) Protein:Seker Orani-Reaksiyon Siiresi c)
Reaksiyon Sicakligi- Reaksiyon Siiresi
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Box—Behnken deney tasarimu ile farkli islem kosullarinda elde edilen 6rneklerde yapilan
analizler sonucunda yanit ylizey yOntemi ile optimizasyon yapilmis olup, %FAG orani

minimize, %DG, A0 ve A4 degerleri maksimize edilmistir ve optimum kosullar;
. Protein:seker orani: 1.6:1
. Reaksiyon sicakligi (°C): 60
o Reaksiyon siiresi (dk): 90, olarak bulunmustur.

Optimum kosullar altinda tahmini %DG, %FAG, A4 ve Az degerleri sirasiyla
%358.43, %41.57, 0.48 ve 2.03 olarak elde edilmis olup, deneyler sirasinda bu degerler yine
sirastyla %67.95+1.81, %32.05+1.81, 0.53+0.03 ve 2.24+0.02 olarak elde edilmistir. Deneysel
elde edilen degerler ile optimizasyon elde edilen tahmini degerler arasinda tek 6rneklemli t-
testi uygulanarak aralarinda fark olmadig1 goriilmiistiir (P>0.05). Istatistiksel sonuglar Tablo
12°de sunulmustur. Ek olarak optimizasyon sonucu elde edilen modelin arzu edilebilirlik degeri

(d) 0.72 olarak bulunmustur. Bu durum, modelin uyumlu oldugunun diger bir gdstergesidir.

Tablo 12: Tek Orneklemli t-Testi Analiz Sonuglar1 (Glikasyon)

Yamt N Ortalama Standart sapma P
%DG 3 64.74 5.64 0.191

%FAG 3 35.22 5.64 0.191
A0 3 0.516 0.04 0.254
A294 3 2.172 0.12 0.186

%DG: Glikasyon derecesi, %FAG: Serbest amino gruplarinin orani, A420: 420 nm’de esmerlesme yogunlugu, A294: 294 nm’de
esmerlesme yogunlugu

Glikasyon islemi optimizasyonu sonucunda belirlenen optimum kosullarda KPI ve
fruktoz sekeri arasinda glikasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda glike
edilmis kenevir protein izolati (G-KPI) elde edilmistir. Ayrica, KPI-seker (N-G-KPI)
kompleksi de kontrol numunesi olarak hazirlanmistir. Glikasyon, Schiff bazini olusturmak i¢in
indirgen sekerlerdeki karbonil grubunun proteinlerdeki serbest amino gruplariyla yogunlagsma
reaksiyonu yoluyla meydana gelir ve glikasyon reaksiyonlarimin boyutunu karakterize etmek
icin siklikla agilama derecesi (DG) kullanilir (Ding vd., 2023). Mevcut arastirmada KPI-fruktoz
konjugatinin (G-KPI) DG degeri %44.58 olarak belirlenmistir. KPI-fruktoz karisiminin (N-G-
KPI) DG degeri ise %13.25°dir. Elde edilen bu DG degerleri, 1s1l islem olmadan da protein ve
sekerler arasinda bir baglantinin gerceklestigini, ancak 1si1l islem ile yani glikasyon
reaksiyonuyla bu degerin daha da arttigin1 gdstermektedir. Ayrica bu degerler KPI-fruktoz
numunesinin glikasyon reaksiyonu ile basarili bir sekilde konjuge edildigini gostermektedir.

Konjugasyonun gerceklestigi FTIR analiziyle de dogrulanmistir (Detaylar Boliim 3.6.2.°de
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verilmistir). Ding vd. (2023) kenevir protein izolati ve pullulan arasindaki glikosilasyon
reaksiyonunun derecesini %6.85 ile %29.33 arasinda degisen degerlerde tespit etmistir. Kenevir
protein izolatiyla ilgili literatiirde ¢ok farkli caligmalara rastlanilmaktayken, KPI'nin
glikasyonu 1ile ilgili ilk arastirma (Ding vd., 2023) mevcut ¢alisma devam ederken
yayinlanmistir. Dolayisiyla bu arastirmanin kenevir protein izolatinin glikasyonu ile ilgili ilk

caligmalardan biri oldugu soylenebilir.

3.4. FONKSIYONEL OZELLIiKLER
3.4.1. Su ve Yag Tutma Kapasitesi

Su tutma kapasitesi, protein ve su arasindaki etkilesimin 6nemli bir gostergesidir (Wang
vd., 2018c). Ayrica bu degerler proteinin, gidanin viskozitesi, tadi ve dokusuyla iligkili olan su
ve yag1 baglama yetenegini yansitmaktadir (Deng vd., 2019). Kenevir proteini izolatinin su
(STK) ve yag tutma (YTK) kapasiteleri Sekil 4’de gosterilmistir. KPI'nin STK ve YTK
degerleri sirastyla 2.44 g su/g protein ve 5.28 g yag/g protein olarak belirlenmistir. EI-Sohaimy
vd. (2022) kenevir proteininin STK degerlerini farkli pH degerlerinde 2.10-4.21 mL su/g
protein arasinda, YTK degerlerini ise 1.23-2.56 mL yag/g protein arasinda tespit etmislerdir.
Bu ¢alismayla benzer sekilde Tang vd. (2006) KPI’'nin STK ve YTK degerlerini sirasiyla 3.37
g/g ve 5.27 g/g olarak belirlemislerdir.

Sekil 4 incelendiginde, KPI’ya seker ilavesi ve glikasyon reaksiyonu sonucu STK ve
YTK degerleri azalmistir ve istatiksel olarak bu farklar 6nemli (P<0.05) etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Ding vd. (2023) kenevir protein izolatin1 pullulan polisakkarit ile glikosilasyon
reaksiyonu yoluyla degistirmeyi amacglamislar ve ardindan yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini
karakterize etmislerdir. Sonug¢ olarak pullulan polisakkaritinin glikosilasyon reaksiyonu ile
KPI'nin STK ve YTK degerlerini arttirdigini bildirmiglerdir. Bunun nedeni olarak ise hidrofilik
polisakkaritin yan zincirini devreye sokarak, protein molekiillerinin agildiktan sonra lipitlerle
ve suyla daha 1yi birlesmesine olanak tanimasina baglamislardir. Mevcut ¢calismada ise molekiil
agirhig1 nispeten daha diisiik olan bir monosakkaritin tercih edilmesi fonksiyonel 6zelliklerde
istenilen artis1 saglayamamistir. Bunun disinda, literatiirde bagka protein izolatlarinin seker
ilavesiyle fonksiyonel 6zelliklerinde her zaman istenildigi gibi artislara sebep olmadigi da
rastlanilan bir durumdur. Gu vd. (2009) %10 ile %40 araligindaki sekerlerin, dispersiyonlarin
pH 6.9’da 1s1l isleminden sonra soya protein izolatinin STK degerlerini 6nemli olglide
azalttigin1 tespit etmisler ve bunu da 1s1 kaynakli denatiirasyona kars1 soya protein izolatinin
kismi stabilizasyonuna atfedilebilecegini bildirmislerdir. Bu bulgu, bizim ¢alismamizda STK

ve YTK degerlerinde meydana gelen azalmanin da olas1 sebebi oldugu diisiintilmektedir.
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Sekil 4: Kenevir Protein izolatlarin Su (STK) ve Yag (YTK) Tutma Kapasiteleri (**° Farkl1
ist simge karakterler, ayn1 6zellik i¢in P<0.05 diizeyinde énemli farkliliklar1 gostermektedir.)

3.4.2. Emiilsiyon Ozellikleri

Kenevir proteini izolatinin emiilsifiye edici 6zellikleri emiilsifiye edici aktivite indeksi
(EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi (EST) (Sekil 5) araciligiyla karakterize edilmistir. EAI, yag
fazinin aninda birlesmesini dnlemek ve dagilmasina yardime1 olmak i¢in proteinin, ara ylizey
alanmin yeterli kaplamasimi hizli bir sekilde saglama yeteneginin bir oOlg¢lisii olarak
tanimlanabilir (Onsaard vd., 2010). Emiilsiyon stabilite indeksi ise proteinin, elde edilen
emiilsiyonlarin faz ayrilmasini 6nleme yetenegini yansitmaktadir (Gao vd., 2022). KPI’'nin EAI
ve ESI degerleri sirastyla 5.23 m?/g ve 23.56 dk olarak tespit edilmistir. Liu vd. (2022) KPI’nin
EAI degerini 15.36 m*/g ve ESI degerini 21.36 dk olarak belirlemislerdir.

Glikasyon reaksiyonu ve seker ilave edilen kenevir protein izolatlari, glike edilmemis
protein izolatma benzer EAI degerleri gdstermislerdir ve kenevir proteininin emiilsifikasyon
ozellikleri lizerine O6nemsiz (P>0.05) etkisi oldugu belirlenmistir. Seker ilavesiyle birlikte
protein izolatinin ESI degerlerinde ise azalma egilimi gézlenmektedir. Genel olarak proteinin
EAI ve ESI degerlerinin, Maillard reaksiyonu bazl1 konjugasyondan sonra gelistirilebilecegine
inanilir ¢iinkii bu islem, karbonhidratlardan hidrofilik zincirlerin kovalent baglanmasini arttirir
(Gao vd., 2023). Ilging bir sekilde, mevcut galismada durum bdyle degildir. Ding vd. (2023)
kenevir protein izolati-pullulan polisakkariti glikosilasyon konjugatlarinda, glike edilmemis
kenevir protein izolatma gdre EAI ve ESI degerlerinin arttigim bildirmislerdir. Bunun
nedeninin glikosilasyon reaksiyonu sonucunda, protein molekiillerinin artan molekiiler agirligi

ve sterik engeli oldugu bildirilmistir. Sterik engelin artis1 ise glikasyon reaksiyonunun g
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fazla hidrofilik grup olusturmasina atfedilmistir. Protein molekiillerindeki hidrofobik u¢ yag
damlaciklarina entegre olabilirken, su damlaciklar1 seker molekiilleri tarafindan g¢ekebilir.
Diger bir deyisle glikosilasyon, proteinin arayiiziinii (su/yag) stabilize etmis ve yag damlas1 bir
araya gelme egilimini azalttig1 rapor edilmistir. Bu nedenle emiilsifiye dzelliklerinde (EAI ve
ESI) bir iyilesme goriilmiis olabilir. Mevcut ¢alismada ise glikasyon sirasinda seker olarak
monosakkarit kullanilmis olmasindan kaynakli yukarida belirtilen etkinin goriilmedigi,
dolayisiyla EAI icin yakin degerler belirlenirken ESI igin bir azalma gostermis olabilecegi
sOylenebilir. Daha 6znel bir bakis acis1 ile fruktozun diisiik molekiiler agirligi, sterik
stabilizasyon siirecini olumsuz etkileyerek (Han vd., 2022), daha kiiciik EAI ve ESI degerleri
saptanmig olabilir. Wang vd. (2018b) soya fasulyesi protein izolatt (SPI) kullanarak islak
1sitmali Maillard reaksiyonu yoluyla ksiloz/fruktoz ile iki monosakkaritli konjugasyonun,
¢ozlnlirliigli 6nemli dlcilide arttirdigini, ancak SPI'nin emiilsifiye edici aktivitesini azalttigini

rapor etmislerdir.

10 30 )
= EAI
=1 ESi

8- T

1
—— T - 20
5 6- A1 m
£ (2]
= 3
g =)
4
- 10
2-
(] 0
KPI N-G-KPI G-KPI

Sekil 5: Kenevir Protein izolatlarmm Emiilsifikasyon Ozellikleri (EAI: emiilsifiye edici
aktivite indeksi, ESI: emiilsiyon stabilite indeksi) (Istatistiksel olarak fark olmadigindan
gruplarda harflendirme yapilmamastir.)

3.4.3. Kopiiklenme Ozellikleri

Kopiiklenme kapasitesi (KK) ve kopiiklenme stabilitesi (KS), protein molekiillerinin
hayati arayiizey Ozellikleridir (Ding vd., 2023). Kenevir protein izolatlarinin k&piliklenme
ozellikleri Sekil 6’da gosterilmistir. Glike edilmis proteinin ve seker karigiminin KK ’sinin,
kenevir proteinininkinden onemli Ol¢iide farkli oldugu (P<0.05) ve KPI'mn KK degeri
baslangicta %7.44 olmasina ragmen maksimum %19.7’ye yiikseldigi goriilmektedir. KSio

acisindan ise numuneler arasinda anlamli bir fark (P>0.05) gozlenmezken, KS3o ac;lslr
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ornekler arasinda 6nemli o6l¢iide fark oldugu (P<0.05) belirlenmistir. Stire ilerledik¢e koptik
stabilitesi tiim numunelerde beklendigi gibi azalmistir. Kopilirme kapasitesi, proteinin
¢Oziiniirligi ile baglantili oldugu ve kopiiklenme kapasitesi ile protein konsantrasyonu arasinda
dogrudan bir iligski oldugu bilinmektedir. Protein KK degerleri yalnizca hidrofilik/hidrofobik
grubun ¢oziniirliigii ve dengesinden degil, aym1 zamanda protein bilesimleri ve yapisal
ozelliklerinden de etkilenebilir (Fang vd., 2023a). El-Sohaimy vd. (2022) pH 7’de KPT’'nin KK
degerini %20.3 ve KS degerini %14.9 olarak tespit etmislerdir. Bu arastirmanin bulgularinin,
protein konsantrasyonunun %?2’ye kadar arttirilmasiyla proteinin kopiirme kapasitesinin
arttigin1 da belirtmistirler. Ding vd. (2023) glikosile edilmis proteinin KK ve KS’sinin, kenevir
proteinininkinden 6nemli 6l¢iide farkli oldugunu (P<0.05) ve KK’ nin baglangigta %14.20 (KPI)
oldugunu ve maksimum %?23’e yiikseldigini bildirmislerdir. Bu olayin, polisakkarit zincirini
devreye sokan glikosilasyon modifikasyonuna ve molekiile ¢ok sayida hidroksil grubunun

eklenmesine atfedilebilecegini bildirmislerdir.
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Sekil 6: Kenevir Protein Izolatlarinin Képiiklenme Ozellikleri (KK: Kpiiklenme kapasitesi,
KS: kopiiklenme stabilitesi) (*° Farkli iist simge karakterler, ayn1 6zellik i¢in P<0.05
diizeyinde nemli farkliliklar1 gdstermektedir. Istatistiksel olarak fark olmayan gruplarda
harflendirme yapilmamustir.)

Literatiirde ekseriyetle calismalarda glikasyon reaksiyonunun protein izolatlarinin STK,
YTK, EAI, ESI, KK ve KS degerlerini artirip iyilestirdigi gériilmektedir (Zhang vd., 2015;
Pirestani vd., 2017; Chen vd., 2019; Meng vd., 2019; Zhong vd., 2019; Ma vd., 2020; Tas vd.,
2021; Zhao vd., 2021; Ding vd., 2023). Ancak mevcut ¢alismanin sonuglartyla uyumlu sekilde
olan ve bu o6zelliklerin azaldigini bildiren c¢alismalara da rastlanilmaktadir (Gu vd., 2009;

Alvarez vd., 2012; Wang vd., 2018b; Zha vd., 2019; Gao vd., 2023). Dolayisiyla mevcut
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caligmada tespit edilen sonuglarin nedenlerini arastirmak gelecekte dnemli bir ¢alisma alani
olusturmaktadir.
3.5. TOPLAM FENOLIK-FLAVONOID BIiLESIiK VE ANTiIOKSIDAN AKTIVITE

KPI, G-KPI ve N-G-KPI 6rneklerinin toplam fenolik-flavonoid bilesik ve antioksidan

aktivite degerleri belirlenmis edilmis olup sonuglar Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13: Orneklerin Toplam Fenolik-Flavonoid Bilesik ve Antioksidan Aktivite Degerleri

Ornekl TFB DPPH- FRAP CUPRAC TFlaB
rnekler
(mg GAE/g) (mg TE/g) (mg TE/g) (mg TE/g) (mg KE/g)
KPI 21.18£1.03*  3.7740.44*  125.34+4.45* 30.60+0.38*  7.16+0.00%

G-KPI 18.16+0.832>  1.10+0.02°  79.24+0.64> 24.43+1.08°  6.05+0.01°
N-G-KPI 17.26£0.91°  1.21+0.21°  79.24+1.91° 22.77+1.27°  5.89+0.03°

Degerler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir, n=2. *¢ Farkl1 {ist simge karakterler, bir siitun i¢inde P<0.05
diizeyinde dnemli farkliliklar1 gostermektedir. KPI: Kenevir protein izolati, G-KPI: Glike edilmis kenevir protein izolati, N-G-
KPI: Kenevir protein izolati+seker kompleksi, TFB: Toplam fenolik bilesik, DPPHe: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil, FRAP: Demir
(III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢, CUPRAC: Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite, TFlaB: Toplam flavonoid bilesik.

3.5.1. Toplam Fenolik Bilesik (TFB)

Kenevir tohumlarindaki renk ve aci tat, fenoliklere ve polimerizasyon bilesiklerine
atfedilebilmektedir (Karabulut vd., 2023). Bu c¢alismada elde edilen kenevir proteini
izolatlarinin TFB degerleri Tablo 13’de goriilmektedir. En yliksek TFB degeri 21.18 mg GAE/g
ile KPI 6rneginde elde edilmis olup, G-KPI 6rnegi ile aralarinda istatistiksel olarak fark
bulunmamistir (P<0.05). N-G-KPI 6rnegi ise G-KPI ile benzer olmasina ragmen, 17.26 mg
GAE/g degeri ile en diisiikk TFB igerigine sahip grup olmustur. KPI ile seker kombinasyonu
TFB igeriginde diisiise neden olmustur. Hadnadev vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
kenevir tohumu kiispesinden protein izolatlar1 alkali ekstraksiyon/izoelektrik ¢oktiirme (HPI)
ve misellestirme (HMI) prosediirleri kullanilarak hazirlanmis ve fizikokimyasal 6zellikleri ve
islevsellikleri agisindan karsilastirilmistir. Sonu¢ olarak, HMI ve HPI i¢in TFB degerleri
sirasiyla 1.01 ve 1.40 mg GAE/g taze 6rnek olarak bulunmus olup, HMI izolatlarindaki TFB
degeri HPI ile karsilastirildiginda %28 daha diisiik oldugu saptanmistir. Diger bir ¢alismada
Potin vd. (2019) kenevire farkl tuz konsantrasyonu, pH ve kati madde oranlarinda ekstraksiyon
uygulayarak elde ettikleri proteinin TFB degerlerinin 0.1-0.8 mg GAE/g aralifinda degistigini
ve degerin pH artis1 ile dogru orantili oldugunu tespit etmislerdir. Yine Potin vd. (2022)
tarafindan kenevir protein konsantresi, yiiksek alkali pH’da (10 ve 12) ekstraksiyon ve ardindan
bir ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon (UF) saflastirma asamasi ve piiskiirtmeli kurutma ile kenevir
tohumu kekinden elde edilmistir. pH 10 oldugunda 33 mg GAE/g olan TFB degeri UF islemi
ile 31.5 mg GAE/g degerine, pH 12 oldugunda 35.1 mg GAE/g olan degerin ise UF islemi ile

32.5 mg GAE/g degerine diistiigii belirtilmistir. Diger bir deyisle, farkli pH degerlerindeki "
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degerinin UF islemi ile %5-7 oraninda azaldig1 goriilmiistiir. Bu durumun nedeninin ise fenolik
bilesiklerin protein, lipidler veya polisakkaritler gibi diger makromolekiillerle spesifik olmayan
veya kovalent etkilesimler yoluyla kompleklesmesinden kaynakli oldugunu rapor etmislerdir.
Farkli materyallerden elde edilen izolatlar incelendiginde, Fernando ve Manthey (2022) fasulye
proteini izolatinin TFB degerini 13.06 mg GAE/g olarak hesaplamislardir. Yan vd. (2020)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise tar¢in agaci tohumu c¢ekirdeginden elde edilen

protein izolatinda bu deger 1.7 mg GAE/g olarak bulunmustur.

3.5.2. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusturdugu oksidasyon siirecini geciktirebilen veya
durdurabilen bilesiklerdir ve fenolik bilesikler gibi ¢esitli kimyasal siniflara ait dogal maddeler
olarak bilinirler (Pisoschi ve Pop, 2015; Benkirane vd., 2022). Kenevir protein izolatlarinin
antioksidan aktivite degerleri DPPHe, FRAP ve CUPRAC yontemleri ile belirlenmis olup Tablo
13°de verilmistir. Degerler incelendiginde, KPI drneklerinin DPPHe, FRAP ve CUPRAC
degerlerinin G-KPI ve N-G-KPI o6rneklerinden istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu durum TFB sonuglarinda oldugu gibi, izolatin seker ile kombinasyonu ile
antioksidan aktivitesinde azalma oldugunun gostergesidir. Diger bir deyisle seker eklenmesi ile
DPPHe degerlerinde ortalama %70, FRAP degerlerinde ortalama %37 ve CUPRAC
degerlerinde ise ortalama %23 oraninda diisiis gozlenmistir. Benzer bulgular Wang vd. (2013)
tarafindan bugday protein izolatlariin farkli sekerler ile 1sitma yontemiyle modifikasyonu
sonucunda da saptanmistir. Bunun yani sira bizim ¢alismamizda, G-KPI ile N-G-KPI 6rnekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemesi, termal islemin antioksidan aktivite
tizerine etkisinin olmadigimin bir gostergesidir. Literatiirde yapilan bazi ¢alismalar, protein
izolatlarinin yiiksek DPPHe veya diger yontemlerle belirlenen antioksidan aktivitelerinin,
yiiksek hidrofobiklik ile iliskili oldugunu gostermistir (Li vd., 2008; Pownall vd., 2010; Girgih
vd., 2011). Bu bulgu bizim calismamizla da uyumlu bulunmustur. STK degerlerine
bakildiginda, en yiliksek KPI orneginde elde edildigi goriilmektedir. Kenevir tohumu
proteininden farkli olarak, Yan vd. (2020) tarafindan yapilan bir caligmada, tar¢in agact tohumu
cekirdeginden elde edilen protein izolatinda DPPHe, FRAP ve CUPRAC degerleri sirastyla 35,
40 ve 25 umol TE/g olarak hesaplanmistir. Sonug¢ olarak seker kompleksi iceren drneklerin
antioksidan aktivite degerleri KPI’ye gore azalmig gibi goriinse de miktar olarak onemli

derecede ihtiva etmektedir.
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3.5.3. Toplam Flavonoid Bilesik (TFlaB)

Flavonoidler, bitkilerde antimikrobiyal, antialerjik ve antiinflamatuar etkiye sahip
onemli antioksidanlardir (Munteanu vd., 2023). Bu calismada elde edilen kenevir proteini
izolatlarinin TFlaB degerleri Tablo 13’de goriilmektedir. KPI, G-KPI ve N-G-KPI 6rneklerinin
TFlaB degerleri sirasiyla 7.16, 6.05 ve 5.89 mg KE/g olarak hesaplanmis olup istatistiksel
olarak birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0.05). Baska bir deyisle, TFlaB degeri seker
kullanim1 ile ortalama %16 oraninda diigsmiistiir. Bu egilim hem TFB hem de antioksidan
aktivite sonuclarinda da goriilmiistiir. Dia vd. (2019) yaptiklar1 bir calismada, kenevir protein
izolatinin TFlaB miktarin1 1.1 mg KE/g olarak bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda bu deger
daha yiiksek elde edilmistir. Bunun nedeninin de iki ¢aligmada uygulanan ekstraksiyon
prosesindeki farkliliklar oldugu sdylenebilir. Farkli hammaddeler incelendiginde, Saraiva vd.
(2021) bira yapiminda atik olarak olusan tortunun (trub) protein izolatinin flavonoid igeriginin

4.06 mg KE/g oldugu rapor edilmistir.

Korelasyon (Pearson — r) katsayisi degiskenler arasindaki korelasyonu anlamak veya
dogrusallig1 hakkinda bilgi almak i¢in kullanilmaktadir. Bu deger -1 (giiclii negatif korelasyon)
ile +1 (giiclii pozitif korelasyon) araliginda olmaktadir. Deger sifira yakin oldugunda
korelasyonun olmadigi anlamima gelmektedir (Asuero vd., 2006). KPI, G-KPI ve N-G-KPI
orneklerinin toplam fenolik-flavonoid bilesik ve antioksidan aktivite degerlerinin birbirleri ile
korelasyonunun gosteren Pearson katsayilar1 Tablo 14’de verilmistir. Toplam fenolik-flavonoid
bilesik ve antioksidan aktivite degerlerinin birbirleri ile interaksiyonu incelendiginde, yiiksek
pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Bizim bulgularimiza benzer olarak, Dia vd. (2019)
tarafindan yapilan ¢alismada da kenevir protein izolatinin biyoaktif bilesiklerinin uyumunun
oldukgca yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Tablo 14: KPI, G-KPI ve N-G-KPI Orneklerinin Toplam Fenolik-Flavonoid Bilesik ve
Antioksidan Aktivite Degerlerinin Birbirleriyle Olan Korelasyonunu Gdésteren Pearson

Katsayilar
Bilesikler TFB DPPH:- FRAP CUPRAC TFlaB
TFB 1.0000
DPPH:- 0.8702 1.0000
FRAP 0.9193 0.9677 1.0000
CUPRAC 0.9080 0.9552 0.9442 1.0000
TFlaB 0.9283 0.9767 0.9880 0.9795 1.0000

TFB: Toplam fenolik bilesik, DPPHe: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil, FRAP: Demir (III) iyonu
indirgeyici antioksidan giic, CUPRAC: Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite, TFlaB:
Toplam flavonoid bilesik
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3.6. FIZIKSEL VE KIMYASAL KARAKTERIZASYON
3.6.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Protein izolatlarimin SEM goriintiileri Sekil 7°de sunulmustur. Toz haline getirilmis
numunelerin diizensiz, pul pul bir sekil, piiriizlii yiizeylerin olmas1 ve dondurarak kurutma
teknigi uygulanarak elde edilen suyu alinmis liriinlere 6zgii kompakt, diizensiz bir yiizey
morfolojisi sergiledikleri goriilmektedir. Elde edilen SEM mikrograflari, FTIR spektrumlarinda
gosterildigi gibi (Bolim 3.6.2.°de detaylandirilmistir), KPI ve seker arasindaki iligkilerin
varligini da gosterebilir. KPI ve fruktoz arasindaki etkilesimler stingerimsi ii¢ boyutlu bir mikro
yaptya yol acmis (Sekil 7B ve C), gozenekli ylizey farklt boyutlarda bosluklardan ve i¢ ige
geemis vakuollerden olustugu sdylenebilir. Fakat G-KPI ve N-G-KPI karigimlari i¢cin SEM
mikrograflari, tanimlanabilir bir bag gostermemektedir (Sekil 7B ve C). Buna karsilik,
konjugasyonun bir sonucu olarak partikiil yapisinda ve seklinde baz1 degisiklikler meydana
gelmigtir. Goriintliler, KPI ve seker bilesenleri i¢in aralarinda kovalent baglarin olusumunu

gosteren ¢ok kompakt bir rasgele mikro yap1 gostermektedir.

Sekil 7: KPI (A), G-KPI (B) ve N-G-KPI (C) Orneklerinin SEM Mikrograflar1 (10.000x)
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3.6.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR)

Seker ilavesi ve glikasyon reaksiyonunun proteinin ikincil yapisi tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla Fourier doniisiimii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi kullanilmistir. KPI, G-
KPI ve N-G-KPI'nin IR spektrumlari (Sekil 8) ¢ogunlukla bir karbonil (C=0) gerilme titresimi
olan Amid I bandma (1632 cm™) karsilik gelen karakteristik bolgelerden, Amid II bandindan
(1515 cm™) ve Amid III bandindan (1234 cm™) olusmustur. Proteinlerin karakteristik bantlar,
strastyla yaklasik 1700 ila 1600 cm™, 1550-1450 cm™ ve 1229-1301 cm™ arasindaki Amid I,
IT ve III bantlaridir. Amid I esas olarak amino grubunun C=0 gerilme titresimini, Amid II esas
olarak NH gerilmesini ve Amid III ise NH biikiilmesi ve CN gerilmesinin bir kombinasyonunu
temsil eder. Ek olarak, Sekil 8 incelendiginde alifatik birincil amin igin 3400-3300 cm’
civarinda NH gerilmesiyle iligkili bir genis bir tepenin daha ortaya c¢iktigi goriilmektedir.
Kenevir protein izolatlarinin FTIR spektrumlar1 yapilan diger ¢aligmalarla uyum icerisindedir
(Hadnadev vd., 2018; Plati vd., 2021; El-Sohaimy vd., 2022; Karabulut vd., 2022; Ding vd.,
2023).

Glike edilmis konjuge numunelerde 516, 700, 778, 816, 864, 975 ve 1050 cm™'"deki
(fruktoz icin belirtilen bolgeler) absorbansin KPI’ye kiyasla oOnemli olgiide arttig1
goriilmektedir. Bu durum Sekil 9°de detayl1 bir sekilde gdsterilmistir. Dolayisiyla bu gozlem,
proteinlerin polisakkaritlerle kovalent baglanmasini agiklamak i¢in giivenilir nedenler sunabilir
(Guan vd., 2006). Ayrica, glike edilmis olan G-KPI (3211 cm™), KPI (3271 cm™) ile
karsilastirildiginda  3300-3200 cm''’de daha giiclii absorpsiyon gdstermistir; bu durum
polisakkarit zincirinin indirgeyici ucunun amino asitlerle kovalent olarak birlestirildigini,
dolayistyla N-H nin gerilme titresimine neden oldugunu gostermektedir. Ding vd. (2023) N-H
gerilme bolgesinde pullulan’in KPI glikosile edilmis numunenin 3300 cm™’de daha yayvan bir

absorpsiyon gosterdigini tespit etmislerdir.
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Sekil 8: Kenevir Tohumu Protein Izolatlarmin FTIR Spektrumlar1 (KPI: Kenevir Protein
Izolat1, G-KPI: Glike Edilmis Kenevir Protein Izolati, N-G-KPI: Kenevir Protein

izolati+Seker Kompleksi)
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SONUC VE ONERILER

Sonu¢

Ulkemizde kenevir ekim alanlar1 son 10 yillik siireg igerisinde iyice azalmis olmasina
ragmen, son iki-ii¢ y1l igerisinde piyasadan gelen talepler ve degisen devlet politikalari lizerine
tekrar artis egilimine girmistir. Ozellikle son dénemlerde vegan beslenme kiiltiiriiniin daha fazla
kisi tarafindan benimsenmesi ile bitki-bazli proteine talep de artmaktadir. Bu tez kapsaminda,
ilkemizde gilin gectikce Onemi artan kenevirin daha farkli alanlarda kullanilabilirligini
aragtirmak ve kenevir proteinlerinin tekno-fonksiyonel 6zelliklerini incelenerek, modifikasyon
teknikleri uygulanmistir. Yanit yiizey metodunu (RSM) kullanilarak ekstraksiyon kosullari
optimize edilmis ve tuz konsantrasyonunun 0, pH degerinin 12 ve sicakligin 49 °C oldugu
kosullar optimum olarak bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen protein izolatlar1 (KPI),
fonksiyonel 6zelliklerinin degistirilmesi i¢in glikasyon islemine tabi tutulmus ve bunun i¢in de
yine yanit yiizey metodu kullanarak glikasyon reaksiyonu optimize edilmistir. Glikasyon i¢in
optimum kosullar ise en uygun glikasyon dereceleri ve esmerlesme indekslerinin elde edildigi
protein:seker (fruktoz) oraninin 1.6:1, sicakligin 60 °C ve siirenin 90 dk oldugu durumda
saptanmistir. Son olarak optimum kosullarda glike edilen protein izolatlarmin (G-KPI)
fonksiyonel, toplam fenolik-flavonoid bilesik miktarlari, antioksidan aktivite degerleri ve
karakterizasyonu arastirtlmistir. Karsilagtirma amaciyla KPI ve G-KPI 6rneklerine ek olarak

seker ile kompleks olusturulmus ama glike edilmemis olan N-G-KPI 6rnegi de kullanilmistir.

Elde edilen sonuglar irdelendiginde, KPI ve KPI-fruktoz kompleksleri (G-KPI ve N-G-
KPI) arasinda gerceklesen yapilar ve fizyokimyasal ozellikler agisindan onemli farkliliklar
goriilmiistiir. G-KPI 6rnekleri glikasyon reaksiyonu ile basarili bir sekilde konjuge edilmesine
ragmen, koplik kapasitesi (KK) hari¢ diger fonksiyonel 6zelliklerinde KPI 6rneklerine gore
herhangi bir artis gézlenmemistir. Konjugasyonun gerceklestigi FTIR analizi sonuglar ile de
dogrulanmistir. Sonuglar, optimal reaksiyon kosullarinin iiretilen KPI-fruktoz konjugatlarinin
verimli bir sekilde elde edilmesine olanak sagladigini gostermektedir. Elde edilen SEM
goriintiileri, FTIR spektrumlarini destekler nitelikte, KPI ve seker arasindaki iligkilerin varligini
gostermektedir. KPI ve fruktoz arasindaki etkilesimler siingerimsi ii¢ boyutlu bir mikro yapiya
yol agmis, gozenekli yiizey farkli boyutlarda bosluklardan ve i¢ ice gecmis vakuollerden
olustugu sdylenebilir. Konjugasyonun bir sonucu olarak partikiil yapisinda ve seklinde bazi
degisiklikler meydana gelmistir. Toplam fenolik-flavonoid bilesik ve antioksidan aktivite
degerleri karsilastirildiginda, KPI 6rneklerinin daha yiiksek miktarda bu bilesikleri ihtiva ettigi
goriilmiistiir, fakat G-KPI ve N-G-KPI 6rnekleri de 6nemli diizeyde toplam fenolik-flavonoid
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bilesik ve antioksidan aktivite igermektedir. Ek olarak, toplam fenolik-flavonoid bilesik ve

antioksidan aktivite degerleri arasinda ytiksek pozitif bir korelasyon oldugu saptanmustir.

Oneriler

Tim bu bulgular 1s181inda, mevcut calisma monosakkaritlerin glikasyonunun nasil
kontrol edilecegi agisindan 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ayrica, gelecekte protein izolatlarinin
fonksiyonel 6zelliklerindeki degisimleri degerlendirebilmek i¢in bilesimi ve yapisal 6zellikleri
hakkinda daha detayli incelemeler yapilmasi gerektigi 6nerilmektedir. Bu ¢alisma baz alinarak
devaminda daha genis biitceli ve kapsamli projeler/tezler gelistirilerek, kenevir protein
izolatinin gidalarda (6rnegin kek, mayonez gibi) emiilgator ve stabilizator olarak kullaniminin

etkilerinin arastirilabilecegi diistiniilmektedir.
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