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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MIKRODALGA VE ULTRASES UYGULAMALARININ PEYNIRDE BULUNAN
AZOTLU MADDELERIN EKSTRAKSIYONU UZERINE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

PINAR OZGE ASLAN

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstituisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

59+ VIII sayfa
2025
Danisman: Dog. Dr. Didem SAHINGIL

Peynir, iiretiminden itibaren olgunlasma ile fiziksel, duyusal ve biyokimyasal ve
mikrobiyolojik degismelere ugramaktadir. Peynirin olgunlasmasini belirlemede genellikle
azotlu maddelerdeki degisimler esas alinmaktadir. S6z konusu azotlu maddelerin
ekstraksiyon iglemleri temel olarak pH 4.6/4.4 ya da suda gergeklestirilmektedir. Bu
calismada peynirde bulunan azotlu maddelerin ekstraksiyonu sirasinda kullanilan klasik
yontemlere alternatif olarak inovatif tekniklerden ultrases destekli ekstraksiyon (USE) ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE) yontemlerin uygulanabilirligi arastirilmistir. MDE
icin 90 W giiciinde, ekstraksiyon siiresi 30, 40, 50 ve 60 sn; ve USE i¢in 60 amplitude (A)
ve 52 W giicii sabit tutularak 1, 5, 10 ve 15 dk olarak seg¢ilmistir. Klasik ekstraksiyon
metodunda azotlu organik maddelerin ekstraksiyonu i¢in su banyosunda 1 saat siireyle
bekletilmesi gerekmektedir. Bu nedenle mikrodalga ve ultrases destekli ekstraksiyon ile bu
stirenin kisalmasi ve ayni zamanda azotlu maddelerin ekstraksiyon veriminin korunmasi
ve/veya artirilmasi amacglanmistir. Calismada Ornek olarak piyasadan temin edilen
olgunlastirilmis beyaz peynir kullanilmistir. Ultrason ve mikrodalga giicleri uygulanan
orneklerin suda, pH 4.6'da ve %12'lik TCA'da ¢dziinen azot oranlar1 belirlenmis olup bunun
yam sira, Ure-PAGE elektroforetik 6zellikleri ve yiiksek performans sivi kromatografisinde
(HPLC) peptit profilleri ile spektrofotometrik yontemle toplam serbest aminoasit miktarlari
degerlendirilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda 50 saniyelik uygulamada kontrol
grubuna kiyasla %98.67 verim saglamis, ancak bu siire 60 saniyeye ¢iktigmnda verim
%97.12'ye diismiistiir. Ultrases yonteminde 1 dakikalik uygulama %93.25 verim sunarken,
15 dakikada verim %70.91'e gerilemistir. Sonug¢ olarak, her iki ydnteminde klasik
ekstraksiyon yontemine kiyasla ekstraksiyon siiresinin kisalmasinda etkili oldugu ancak
mikrodalga yonteminin ultrason yOntemine kiyasla daha verimli oldugu sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrodalga, Ultrases, Ekstraksiyon, Proteoliz
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MICROWAVE AND ULTRASOUND
APPLICATIONS ON THE EXTRACTION OF NITROGENOUS SUBSTANCES IN
CHEESE

Pinar Ozge Aslan

Inonu University
Graduate School of Nature and Applied Sciences
Department of Food Engineering

59+VIII sayfa
2025
Supervisor: Dog. Dr Didem Sahingil

Cheese undergoes physical, sensory, biochemical, and microbiological changes during
ripening. The determination of cheese ripening is generally based on changes in nitrogenous
compounds, which are typically extracted using pH 4.6/4.4 or water-based methods. This
study investigates the applicability of innovative techniques such as ultrasound-assisted
extraction (UAE) and microwave-assisted extraction (MAE) as alternatives to conventional
methods for extracting nitrogenous compounds in cheese. MAE was performed at 90 W
power with extraction times of 30, 40, 50, and 60 seconds, while UAE was conducted at a
constant 60 amplitude (A) and 52 W power for 1, 5, 10, and 15 minutes. Conventional
extraction requires a water bath for 1 hour; therefore, this study aimed to reduce extraction
time while maintaining or improving extraction efficiency. Aged white cheese obtained from
the market was used as a sample. The nitrogen content soluble in water, pH 4.6 buffer, and
12% TCA was determined, alongside peptide profiles analyzed by Urea-PAGE
electrophoresis and high-performance liquid chromatography (HPLC), and total free amino
acid content measured spectrophotometrically. MAE at 50 seconds achieved a 98.67% yield
compared to the control, but efficiency decreased to 97.12% at 60 seconds. UAE provided a
93.25% yield at 1 minute but dropped to 70.91% at 15 minutes. In conclusion, both methods
effectively reduced extraction time compared to conventional techniques; however, MAE
proved to be more efficient than UAE.

Keywords: Microwave, Ultrasound, Extraction, Proteolysis
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1. GIRIS

Siit ve siit tirtinleri, saglikli bir metabolizmanin siirdiiriilmesi agisindan insan beslenmesi ve
saglhig1 i¢in gerekli temel besin maddelerinin 6nemli kaynaklaridir (Pereira ve Vicente,
2017). Bu siit iiriinlerden birisi de insanlarin yemekten keyif aldigi, her yastaki tiiketiciye
hitap eden ve her 6giinde tiiketilebilen peynirdir. Peynir yapiminin temel amaci siitiin temel
bilesenlerini korumaktir (Tekin ve Hayaloglu, 2023) Farkl siit tiirleri (inek, koyun, keci,
manda) ve iiretim yoOntemleri, peynirin c¢esidini ve Ozelliklerini belirleyen temel
faktorlerdendir (Akarca ve dig, 2013). Peynir, igerdigi yiiksek protein, kalsiyum ve esansiyel
yag asitleri nedeniyle besleyici bir gida maddesi olup, diinya genelinde yaygin olarak

tiiketilmektedir (Fox ve dig, 2017).

Peynir; siitiin enzimler veya organik asitler eklenerek pihtilastirilmasi, telemenin ayrilmas,
sekillendirilmesi ve tuzlanmasi ile yapilir. Pihtilastirma, siizme ve olgunlastirma, siitii
peynire doniistiiren ii¢ temel islemdir (Karabiyikli ve Erdogmus, 2019). Peynirin lezzet,
doku ve aromasmin gelisimini saglayan en Onemli siire¢ ise olgunlasmadir. Peynir
olgunlasmasi, peynirin iiretim asamasin takip eden ve karakteristik tat, doku ve aroma
ozelliklerinin gelistigi biyokimyasal bir stiregtir. Bu siire¢, pithtinin olusumunu takiben baslar
ve peynir ¢esidine bagli olarak birka¢ hafta ile birka¢ yil arasinda stirebilir. Peynir
olgunlasmasi, mikroorganizmalardan ve enzimatik aktivitelerden kaynaklanan kompleks bir
dizi biyokimyasal reaksiyonu icerir (Fox ve dig, 1996; McSweeney, 2004). Olgunlasma
stiresince; laktik asit bakterileri laktozu fermente ederek laktik asit olusur, bu da pH’1
diisiirerek peynirin mikrobiyolojik stabilitesini artirir ve dokusunu etkiler (Fox ve dig, 2000).
Olgunlasma sirasinda kullanilan starter kiiltiirlerin yani sira dogal mikroflora da siirece
katkida bulunur. Bu mikroorganizmalar, tat ve aromanin gelisiminde kritik bir rol oynar
(Beresford ve dig, 2001). Lipaz enzimlerinin etkisiyle siit yaglar1 serbest yag asitlerine ve
aromatik bilesiklere parcalanir. Bu reaksiyonlar, 6zellikle aroma gelisimi iizerinde etkilidir
(Collins ve dig, 2003). Peynirde bulunan kazein, baslica proteolitik enzimlerin (6rnegin,
rennet ve mikroorganizmalarin salgiladigi enzimler) etkisiyle parcalanir. Bu siireg, peynirin
aromatik bilesiklerinin olusumunda 6nemli bir rol oynar ve peynirin yapisal degisimlerine
katkida bulunur (McSweeney, 2004; Fox ve dig, 2017). Dolayisiyla peynirde bulunan azotlu

organik maddelerin ekstraksiyonu, gida bilimi agisindan olgunlagma siirecinin belirlenmesi,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030224009767#bib53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030224009767#bib53

kalite kriterlerinin olusturulmasi ve besin degerlerinin degerlendirilmesi bakimindan biiyiik
bir dneme sahiptir (Fox ve McSweeney, 2017). Azotlu bilesikler, proteinlerin, peptitlerin ve
serbest amino asitlerin ¢coziiniir hale gelmesiyle analiz edilebilir. Bu tiir analizler, peynirin
kimyasal 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasma katki saglarken, ayni zamanda endiistriyel

uygulamalar i¢in kalite standartlarinin belirlenmesinde temel bir rol oynamaktadir.

Geleneksel ekstraksiyon yontemleri azotlu organik bilesenlerin etkili bir sekilde
degerlendirilmesini saglamaktadir. Ancak zaman tasarrufu saglamak ve ekstraksiyon
verimini artirmak gibi amaglarla geleneksel yontemlerde giincellestirme ve alternatif yontem
arayisina girilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde mikrodalga enerji kullaniminin
gidalardaki molekiiler hareketi hizlandirarak ¢oziinme ve reaksiyon siire¢lerini destekledigi;
ultrases uygulamalarinin ise akustik kavitasyon yoluyla hiicre duvarlarmin parcalanmasini
kolaylastirarak hedef bilesiklerin daha etkin bir sekilde salmimmini sagladigi goriilmiistiir
(Chemat ve dig, 2011).

Bu ¢aligmanin amaci, mikrodalga ve ultrases destekli uygulamalarinin peynirdeki azotlu
maddelerin ekstraksiyonu {izerindeki etkilerini incelemektir. Mikrodalga ve ultrases gibi
modern teknolojilerin ekstraksiyon siireclerine entegrasyonuna dair yeni bilgiler sunarak
mevcut analiz yOntemlerinin daha verimli hale getirilmesine katki saglamak

hedeflenmektedir.



2. LITERATUR OZETIi

Peynir; siitiin pihtilagtirict bir enzimle veya asitle pihtilastirilmasinin ardindan pihtidan
suyun uzaklastirilmas1 ve piht1 isleme asamalarini kapsamaktadir. (Hayaloglu ve Ozer,
2021). Tirk Gida Kodeksi tarafindan peynirler olgunlasma durum ve ydntemlerine gore,
sertlik derecelerine gore ve icerdikleri siit yagi miktarlarina gore Cizelge 2.1, Cizelge 2.2 ve
Cizelge 2.3’te belirtilen sekilde siniflandirilmistir. Peynir, protein icerigi agisindan %4 ile
%40 arasinda degisen degerler gostermektedir. Proteinler, peynirin besin degeri,
fizikokimyasal 0zellikleri, fonksiyonel nitelikleri ve duyusal karakteristiklerinden sorumlu
temel bilesenler arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte, peynirin olgunlasma siireci,
peynir mayasi, siitte dogal olarak bulunan ve c¢esitli mikroorganizmalardan kaynaklanan
enzimlerin etkisiyle proteinlerin kademeli olarak amino asitlere ve peptitlere pargalanmasini
icermektedir (Hayaloglu ve McSweeney, 2014). Bu siire¢, peynir proteinlerinin neredeyse
%100 oraninda sindirilebilir olmasin1 saglamaktadir. Ayrica, Maillard reaksiyonlarmin
ger¢eklesmemesi sonucu peynirde yiiksek biyoyararliliga sahip baslica amino asitlerden biri

olan lizin, onemli miktarlarda bulunabilmektedir (Ardo ve dig, 2017).

Cizelge 2.1: TGK olgunlagsma durumu ve yontemine gore peynirlerin siniflandiriimasi.

Olgunlagsma En Az Olgunlasma Siiresi (Giin)
Olgunlasma Yontemi | Olgunlasma Durumu | Agirhk>1,5 kg \ Agirhk<1,5 kg
Olgunlastirilmamais Taze -

Kiif Kiiltiirleri ile Olgunlastirilmig 90 45
Olgunlastirilmig
Salamura ile Olgunlastirilmig 90 90
Olgunlastirilmig
Kiif ve Salamura Olgunlastirilmig 90 45

Yontemleri disindaki
Yontemler ile
Olgunlastirilmisg

Cizelge 2.2: TGK sertlik derecesine gore peynirlerin siiflandirilmasi.

Sertlik Derecesi (PYKN) Yagsiz Peynir Tolerans
Kitlesindeki Nem Oram (%)
Ekstra Sert PYKN<49 +2
Sert 49<PYKN<57
Yari Sert 57< PYKN<64
Yar1 Yumusak 64< PYKN<70
Yumusak PYKN=>70



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958694624002553#bib34

Cizelge 2.3: TGK siit yagi miktarlarina gore peynirlerin siniflandirilmasi.

Sinifi Kuru Maddede Siit Yagi (%)
Tam Yagh 45<siit yagi

Yarim Yagh 25<siit yagi<45

Az Yagh 10<siit yag1<25

Yagsiz 10>siit yagi

2.1 Peynirde Olgunlasmanin Onemi

Peynirin olgunlasma siirecinde basta proteoliz olmak iizere gergeklesen glikoliz ve lipoliz
gibi biyokimyasal reaksiyonlar neticesinde peynirin kendine 6zgii lezzet ve dokusu olusur
(Akgiin ve dig, 2022). Proteinlerin olgunlasma siirecindeki degisimleri peynir kalitesini
belirlemede ana unsurdur. Peynirdeki proteolitik aktivitenin takibi ve proteolitik aktivitenin
degerlendirilmesi peynir olgunlagsmasi siirecinde en énemli biyokimyasal siireclerden biri
olarak kabul edilir ve peynirin lezzet, aroma, tekstiir ve olgunlasma kalitesini dogrudan
etkiler (El-Aidie ve dig, 2024). Peynir iiretiminde kullanilan pihtilastiricinin tiiri ve
proteolitik giicii, proteoliz orani etkileyebilir (Giimiis ve Hayaloglu, 2019). Proteoliz sonucu
olusan kisa zincirli peptit ve aminoasitler peynirin karakteristik tat ve aromasmnin
olusmasinda da biiyilk 6neme sahiptir (McSweeney, 2004). Ala, Gly, Pro, Ser ve Thr
aminoasitleri tatli; Asp, Glu ve His eksi; Arg, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr ve Val ise aci1 tat
vermektedir (McSweeney, 2004; Vitova ve dig, 2006). Proteolitik aktivite, peynirin duyusal

ve fizikokimyasal 6zelliklerini etkileyen ii¢ temel asamada gerceklesir;

Primer Proteoliz: Peynirin olgunlagma siirecinde gergeklesen birincil proteoliz, peynir
dokusunun, tadinin ve aromasmin olusumunda temel bir rol oynamaktadir. Bu siire¢ peynir
proteini olan kazeinin peynir mayasi ile pihtilastirilmasiyla baslamaktadir. Kimozin ve
plazmin gibi enzimler, kazeinleri hidroliz ederek orta biiyiikliikte peptitlerin olusmasini
saglar (Atallah ve dig, 2022). Bu peptitler, sekonder proteoliz asamasinda daha kiiciik
bilesenlere ayrilarak peynirin aroma bilesiklerinin gelisimine katkida bulunur (Dervisoglu
ve dig, 2007). Primer proteoliz, peynirin baslangigtaki sert yapisinin, olgunlagma siireci
boyunca yumusak ve kremsi bir dokuya doniisiimiinii saglamaktadir. Bu siirecte olusan
peptitler, su tutma kapasitesini artirarak peynirin daha homojen bir yapiya kavusmasina
katkida bulunmaktadir. Ayrica, primer proteoliz sonucunda ortaya ¢ikan peptitler, sekonder
proteoliz i¢in gerekli substratlar1 saglayarak aroma bilesiklerinin olusumuna ve peynirin

karakteristik duyusal 6zelliklerinin gelisimine zemin hazirlamaktadir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958694624001158#bib24

Sekonder Proteoliz: Primer proteoliz ile olusan peptitlerin aminoasitlere ve daha kiiciik
bilesenlere ayrildigi1 ve peynirin tat, aroma ve doku Ozelliklerinin gelisimini saglayan
biyokimyasal bir siirectir (Upadhyay ve dig, 2018). Starter ve non-starter mikroorganizmalar
tarafindan tiretilen enzimler, uzun peptitleri parcalayarak serbest amino asitler ve ugucu
aroma bilesikleri olusturur (Fox ve dig, 2017). Bu bilesikler, peynirin kendine 6zgii duyusal
ozelliklerini belirlerken, siire¢ ayn1 zamanda peynirin dokusunun yumusamasina da katki
saglamaktadir (Sousa ve dig, 2001). Sekonder proteolizin etkinligi, sicaklik, pH, mikroflora
yapis1 ve tuz igerigi gibi ¢esitli faktorlere baghdir.

Aroma ve Tat Bilesenleri: Primer ve sekonder proteoliz sonucu ortaya ¢ikan peptitler ve
amino asitler, cesitli katabolik reaksiyonlar i¢in kritik substratlar olarak islev goriir ve
peynirin kendine 6zgii lezzet ve aromasimi belirleyen aminler, aldehitler, alkoller, asitler,
fenoller ve kiikiirt bilesikleri gibi ugucu bilesiklerin olusumuna katkida bulunur (Zheng ve

dig, 2021).

Proteolitik aktivite, peynir kalitesini ¢esitli yonlerden etkilemektedir. Kazein parcalanmasi
sonucu olusan peptitler ve amino asitler, peynirin tat profiline katki saglar. Ornegin, Cheddar
ve Parmesan peynirlerinde proteoliz sonucu yogun aromalar olusur (Collins ve dig, 2003).
Proteolitik yikim, peynirin elastikiyetini, sertligini ve kesilebilirligini etkiler. Yiiksek
proteoliz, peynirde daha yumusak bir yap1 olustururken diisiik proteoliz sert bir dokuya
neden olabilir. Proteolitik aktivite, peynirin olgunlagsma hizini belirler. Optimal proteoliz,
kisa siirede yiiksek kaliteli bir peynir elde edilmesini saglar. Optimum proteolitik aktivite,
peynirin duyusal kalitesini artirirken, asir1 veya yetersiz proteoliz istenmeyen sonuglara yol
acabilir (Singh ve dig, 2003). Bu nedenle, peynir iiretiminde proteolitik siireglerin kontrolii,
besin degerinin belirlenmesi, gida giivenligi ve standartlara uygun yiiksek kaliteli tiriinlerin

elde edilmesi icin kritik oneme sahiptir.

2.2 Peynirde Olgunlasma Analizlerinde Azotlu Maddelerin Ekstraksiyonu

Peynir basta protein ve esansiyel aminoasitler olmak tizere bir¢cok bilesen acisindan olduk¢a
zengin bir Uriindiir. Peynirin besin degerinin ve besin kalitesinin belirlenmesinde azotlu
bilesiklerin analizlerinden faydalanilir. Olgunlagsma siirecinde miktar1 artan serbest
aminoasitlerin ve kisa zincirli peptitlerin miktar1 ekstraksiyon yontemleri ile tayin edilebilir.
Bu bilesiklerin yiiksek miktar1 daha kolay sindirilebilirlik dolayisiyla daha yiiksek
biyoyararlilik sunmaktadir (Haug ve dig, 2007). Azotlu bilesikler insan viicudunda sentezi

olmayan ve disardan almak zorunda oldugumuz esansiyel aminoasitler agisindan da
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zengindir. Bunlardan 16sin, izolosin ve valin gibi kas ve protein sentezinde 6nemli olan
(Walstra ve dig, 2005) dall1 zincirli aminoasitlerin varlig1 ve miktar1 ekstraksiyon yontemleri
ile belirlenebilmektedir. Ekstraktsiyon yontemleri ile edilen peptitler, antihipertansif,
antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikler gibi saglik yararlar1 sunabilmekte ve bu peptitlerden
basta gida sanayi olmak iizere farmakoloji ve tip gibi sektorlerde faydalanilmaktadir
(FitzGerald ve Meisel, 2000). Azotlu organik maddelerin ekstraksiyonu endiistriyel boyutta
iretimde peynirin kalite standartlarina uygunlugunu belirlemek ve iiretim slirecini optimize
etmek i¢in kullanilir (Singh, 2006). Peynirde bulunan azotlu maddeler gida bilimi agisindan
olgunlasmanin belirlenmesi, kalite kriteri ve besin degerlerinin degerlendirilmesi a¢isindan
olduk¢a dnemli bir yere sahiptir. Azotlu bilesikler, proteinlerin, peptitlerin ve serbest amino
asitlerin ¢oziiniir hale gelmesiyle elde edilebilir.  Peynirin kimyasal o6zelliklerinin
anlasilmasinda ve endiistriyel uygulamalar i¢in kalite standartlarinin belirlenmesinde bu
bilesiklerin ekstraksiyonu temel bir rol oynar. Chemat ve dig, (2011) yaptig1 caligmalar
sonucunda azotlu organik bilesiklerin dogru ekstraksiyonu, mikrobiyal faaliyetler ve
istenmeyen enzimaktik reaksiyonlar nedeni ile olusabilecek bozulmalarin erken tespit
edilmesini saglayabilecegini bildirmislerdir. Dolayisiyla proteolitik aktivitenin ekstraksiyon

yontemleriyle kontrol edilmesi peynirin raf 6 mriiniin belirlenmesinde belirleyici olmaktadir.

Peynirdeki azotlu maddelerin ekstraksiyon igslemleri temel olarak pH 4.6, pH 4.4 ya da suda
gergeklestirilmektedir. Bunun disinda Harwalkar ve Elliott yontemi olarak bilinen metanol-
kloroform karigiminin ¢6ziicii olarak kullanildig1 yontemde kullanilabilmektedir. pH degeri
ve stabilitesi, kurumadde, yag ve % tuz orami gibi peynirin karakteristik ozellikleri ve
peynirin ¢esidi ekstraksiyon metodunun se¢iminde etkilidir. Su ile ekstraksiyonda proteinler
(kazeinlerin biiylik bir kismi harig), peptitler, amino asitler, aminler, iire ve amonyak gibi

kiigiik molekiil agirligia sahip azotlu bilesikler elde edilir.



SUDA
EKSTRAKSIYON pH 4.6’da EKSTRAKSIYON

Tuz RENDELEME Povnir G
/' l Omek alma ve rendeleme
Omek alma ve rendeleme v
Rendelenmis peynir + su
. @ Yag Rendelenmis peyn:£+ su (1:2 veya 1:5) (1:2 V?'a 1:5)
Homojenizasyon(Stomacher veya UltraTurrax Homojenizasyon
/ l Blender) (Stomacher veya UltraTurrax Blenden
pH, asitik  Azot 40 °C’'de 1 saat bekletme 1 M HCl ile pH ;.B’ya ayarlama
v
3000=g ve 4°C'de 30 dk santrififf —— 40 °C'de 1 saat bekletme
~ v —— > Yagin Uzaklagtirnimasi
Filtrasyon
OZUNMEYEN FRAKSIYO! yo HPLC Sodisstaine asit
PAGE OZONEN FRAKSIYON *> (Amino Acid Analyser)
Toplam Serbest Amino asit Tayini
FJELOAHL Yy Cd-Ninhidrin Metodu
Etanol lle Fraksiyona Ayirma(EtOH-SN) Trikloroasetik Asit lle Fraksiyona
o N Ayirma (TCA-SN) Fosfotungstik Asitle Fraksiyona
Gozlinen Fraksiyon + Etil Alkol (3:7) ¥ Ayrrma (PTA-SN)
¥ Coziinen Fraksiyon + %24 TCA (1:1) ¥
20 °C'de 30 dk'bekletme ¥ Gdzinen fraksiyon + % 33 PTA
v 20 °C'de 2 saat bekletme +3.95 M H,S0, (5:1.5:3.5)
3000xg ve 20°C’de 30 dk santrifijj ¥ ¥
¥ Filtrasyon +4°C'de 1 gece bekletme
) v
Filtrasyol §
«— n\ Goziinen Fraksiyon F'mf‘;’yo"
Goziinmeyen Goziinen ¥ Coziinen Fraksiyon
Fraksiyon Fraksiyon KJELDAHL Analizi
PAGE ve v HPLC v KJELDAHL Analizi

Etanolun Uzaklagtirimasi

HPLC

Sekil 2.1: Peynirdeki azotlu madde fraksiyonlarmin elde edilme teknikleri (Hayaloglu ve
dig, 2011).

Sekil 2.1. de peynirde azotlu maddelerin ekstraksiyonunda ve alt fraksiyonlar ayrilmasinda
kullanilan baglica yontemler verilmis (Hayaloglu ve dig, 2011) olup sekilde goriildiigii tizere
uygun O0rnek alma metodlar1 ile alman peynir 6rnegi lizerine uygun miktarda su (1:2 veya
1:5) eklendikten sonra homojenize edilir ve 40 °C de 1 saat siire ile bekletilir. Ardindan
santrifiij islemine tabi tutulur. Santrifiij sonras1 yag uzaklastirilarak filtrasyon yapilir. Bu
filtrasyon islemi sonrasi c¢oziinen fraksiyon kullanilarak suda, pH 4.6’da, %12’lik
trikloroasetikasitte, etanolde ve fosfotungustik asitte ¢oziinen azot orani analizleri, toplam
serbest aminoasit tayini ve HPLC analizleri yapilirken ¢6ziinmeyen fraksiyondan ise PAGE
analizleri gergeklestirilir. Suda ve pH 4.6°da yapilan ekstraksiyon islemi sirasinda, kazeinler
hari¢ olmak tizere proteinler, kisa zincirli peptitler, amino asitler, aminler, lire ve amonyak
gibi diisiik molekiiler agirliga sahip azotlu bilesikler elde edilir. %12’lik TCA ve etanol
¢oOzeltisinde ¢oziiniir fraksiyon analizinde ise orta ve kiigiik boyutlu peptitler, amino asitler,
aminler, lire ve amonyak gibi bilesiklerin ekstraksiyonuna olanak saglani Fosfotungstik

asitte ¢ozliniir fraksiyon, ¢ok kii¢iik peptitler, amino asitler ve amonyak disindaki daha diisiik
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molekiiler agirhikli azotlu bilesiklerin belirlenmesinde kullanilir. HPLC (Yiiksek
Performansli Stvi Kromatografisi) analizleri, ¢esitli azotlu bilesiklerin hassas ve spesifik
tespiti i¢cin yaygm olarak kullanilir. Kullanilan kolona, dedektére (UV, DAD, MS, vs.) ve
mobil faza bagli olarak farkli azotlu fraksiyonlar ayristirilabilir ve analiz edilebilir. PAGE
(Poliakrilamid Jel Elektroforez) analizlerinde ise tespit edilebilen azotlu madde
fraksiyonlari, kullanilan ydntemin tiiriine (6rnegin, SDS-PAGE veya Ure-PAGE) ve spesifik
analiz amacina baghdir. Genel olarak, PAGE analizleri protein ve azotlu bilesiklerin

molekiiler agirliklarina ve yapisal 6zelliklerine gore ayristirilmasini saglar.

Yukarida bahsetmis oldugumuz klasik yontemler disinda son yillarda kullanilan modern
yontemlerden bazilar1 sunlardir:  sliperkritik akiskan ekstraksiyonu, mikrodalga
ekstraksiyonu, basingli solvent ekstraksiyonu, kati-faz mikroekstraksiyonu, ultrases destekli
ve enzim destekli ekstraksiyon (Handa, 2008; Dahmoune ve dig, 2014; Gligor ve dig, 2019).
Her bir yontemin kendine gore avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Ekstraksiyon isleminin
temel amaci, hedef bilesigi en yliksek miktar ve biyolojik aktivitede elde etmektir (Truong
ve dig, 2019). Ayrica klasik teknikler; uzun ekstraksiyon siireleri, fazla miktarda ¢6zgen
ihtiyaci, diisiik ekstraksiyon segiciligi, yliksek maliyet gibi olumsuz 6zelliklere de sahiptir.
Bu nedenle, etkin sekilde hedef bilesigin kazanimi i¢in yesil ve yeni ekstraksiyon teknikleri
gelistirilmektedir (Oroian ve dig, 2020; Bitwell ve dig, 2023). Giiniimiizde ekstraksiyon
isleminde yaygin olarak kullanilan ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon, islem
stiresini kisaltmakla birlikte daha yiiksek saflikta iiriin eldesi saglar, enerji sarfiyatin1 azaltir
ve ¢ozgen kullanimini azaltarak ¢evreci bir teknoloji olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Chemat

ve dig, 2017; Oroian ve dig, 2020; Martins ve dig, 2023).

2.3 Ultrases Destekli S1vi1 Ekstraksiyon Teknigi

Ultrases, insan kulaginin isitemeyecegi, 20 kHz {izerindeki yiiksek frekansli ses dalgalarini
ifade etmektedir. Ultrasonik dalgalarin yayilimi bir enerji olusturur ve bu enerji fiziksel ve
kimyasal degigsimlere yol acar (Mari¢ ve dig, 2018; Picot-Allain ve dig, 2022). Ultrases
teknolojisi gida bilimi ve teknolojisinde diislik veya yliksek giiclii uygulamalariyla genis bir
kullanim alanina sahiptir (Chemat ve dig, 2011). Analitik dl¢timler, mikrobiyolojik testler
ve kalite kontrol tespit analizlerinde diisiik gii¢lii ultrases (<1 W/cm?) tercih edilirken, gida
isleme, ekstraksiyon, emiilsiyon stabilizasyonu ve mikroorganizma inaktivasyonu gibi
islemler i¢in yiiksek giiclii ultrases (>1 W/cm?) tercih edilmesi daha uygundur (Arzeni ve

dig, 2012).



Sekil 2.2 de gosterilen ilizere ultrases teknolojisinin temel mekanizmasi, yiiksek frekansli ses
dalgalarinin siv1 ya da yar1 kat1 ortamlarda yayilarak meydana getirdigi akustik kavitasyon
etkisidir. Bu akustik kavitasyon, sivi igerisinde mikroskobik kabarciklarin olusumu,
biiyiimesi ve patlamasidir. Bu siireg, yiliksek sicaklik, basing ve yogun enerji yayilimima

neden olur, bu da kimyasal ve fiziksel degisimlere yol acar (Mason, 1998).

Sekil 2.2: Ultrasesin 3 temel asamasi.

Ultrases dalgalar1 s1v1 ortam igerisinde basing dalgalar1 olusturur. Bu basing dalgalar1
diisiik ve yliksek olmak tizere 2 fazdan olusur. Diisiik basing sirasinda mikro kabarciklar
olusur, yiiksek basing sirasinda ise olusan bu kabarciklar hizla ¢okerler. Bu ¢okiis sirasinda
yiiksek sicaklik ve basing ortaya ¢ikar. Kabarciklarin ¢okiisii sonucu ortaya ¢ikan yiiksek
kesme kuvveti ve sok dalgalar1 hiicre membraninin parcalanmasi, proteinlerin daha diisiik
molekiil agirlikli peptit ve aminoasitlere par¢alanmasi veya bilesiklerin serbest kalmasina

neden olmaktadir (Chemat ve dig, 2011).

Ultrases prosediirlerinde kullanim i¢in ¢esitli ultrasonik cihazlar tercih edilebilse de,
ultrasonik banyo ve ultrasonik prob sistemleri genellikle en yaygm kullanilanlardir (Mason,
1998). Prob sistemleriyle karsilastirildiginda, ultrasonik banyo sistemlerinin kullanim1 daha
kolay ve daha ucuzdur. Ultrasonik banyo sistemlerinde transdiiser tankin altina yerlestirilir.
Santos ve Capelo (2007) gore, cogu ultrasonik banyo yaklagik 40 kHz frekansinda ¢alisir ve
tipik olarak 1-5 W/cm? gibi diisiik gii¢ yogunluklarma sahiptir. Kisa kimyasal reaksiyon
tekrarlama siiresi ve iletilen diisiik enerji yogunlugu nedeniyle, banyo sistemleri gida isleme

operasyonlarinda daha az kullanilmaktadir (Wen ve dig, 2018). Ultrases sistemlerinin



karsilastirilmast Cizelge 2.4 de verilmistir. Ultrasonik problar ultrasonik banyolarla
karsilastirildiginda, daha yiiksek yogunlukta ultrases iiretebilirler. Hem ultrasesin

verilebilecegi numune hacmi hem de sisteme uygulanan gii¢c yogunlugu problarin ¢aplarina

baglidir.
Cizelge 2.4: Ultrases sistemlerinin karsilagtirilmasi.
Sistem Frekans Kavitasyon Kullanim Avantajlar | Dezavantajlar
Arahg Etkisi Alanlan
Diisiik 20-100 kHz Yiiksek Gida isleme, Giiglii Hassas
Frekanslh hiicre mekanik bilesikler zarar
Ultrases parcalanamasi etkiler gorebilir
Yiiksek 100 kHz- 1mHz Diisiik T1bbi Kontrollii Daha kisith
Frekansls analiz,hassas enerji mekanik
Ultrases ekstraksiyon aktarimi etkinlik
Ultrasonik 20-40 kHz Orta Numune Homojen Diisiik enerji
Banyo hazirlama, enerji verimliligi
temizlik dagilim
Ultrasonik 20-100 kHz Yiiksek Gida Direkt enerji Lokal asirt
Prob ekstraksiyonu, aktarimi 1sinma
biyoteknoloji
Mikroakiskan 20-50 kHz Diisiik/Orta Nanoteknoloji, Kiiciik Karmasik ve
Ultrasonik ilag olgekli maliyetli
islemlerde ekipman
yiiksek
hassasiyet

2.3.1 Ultrases teknolojisinin kullanim alanlan

Ultrason destekli ekstraksiyon (UAE), daha az ¢6ziicii tiiketimi, daha kisa ekstraksiyon
stiresi ve daha diisiik islem sicakliklarinda ¢aliyma avantajlariyla yiiksek ekstraksiyon
verimliligi saglayan basit ve etkili bir tekniktir. Bu 6zellikleri nedeniyle UAE, kimya ve gida
endiistrilerinde genis bir uygulama potansiyeline sahiptir (Chakraborty ve digerleri, 2020).
Gida bilimi ve endiistrisinde bitki, meyve ve siit iriinlerinden biyoaktif bilesiklerin ve

proteinlerin hizli ve verimli sekilde ¢ikarilmasini saglar (Chemat ve dig, 2017). Salata sosu
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vb lriinlerde daha stabil yag-su emiilsiyonu olusturulmasinda kullanilir. Mikroorganizma
inaktivasyonu saglayarak stabilite ve uzun 6mrii saglar (Zou ve dig, 2018). Farmakoloji, tip,
kimya ve kozmetik endiistrisinde, ila¢ yapiminda kullanilacak etken maddelerin ekstrakte
edilmesinde ve nanopargacik olusturmada ve ilaglarin ¢oziiniirliglinii artirmak i¢in kullanilir
(Mason, 1998). Tibbi goriintillemede ve teropatik uygulamalarda yararlanilir. Kozmetik
iiriinlerin hammaddelerinin ekstraksiyonu ve yapinin stabilitesinin saglanmasi amaciyla
kullanilir. Cevresel uygulamalarda ise, atik sularin aritilmasinda organik atiklarin
parcalanmasi isleminde ve biyoyakit tiretiminde bitkisel ve hayvansal kaynaklarin igslenmesi

stireglerine dahil edilerek verimi artirmak amaciyla yararlanilir.

2.3.2 Ultrases teknolojisinin avantajlar

Kavitasyon etkisiyle hiicre membranin pargalanmasi, partikiil capmin azalmasi suretiyle kat1
ve s1vi kismlar arasindaki ylizey alani ve etkilesimin artmasi, ¢oziiciiniin dokulara dogru olan
dagilimmi hizlandirmaktadir. Bunun sonucunda kimyasal reaksiyon siireci hizlanir ve
ekstraksiyon verimliligi artmaktadir. Geleneksel yOntemlere kiyasla islem siiresinin
azalmasma bagli olarak enerji tasarrufu saglanir. Daha az ¢6zgen kullannmina olanak
vermesi nedeniyle doga dostu teknikler arasinda kabul edilir. Gida, farmakoloji ve gevre
basta olmak iizere genis bir kullanim alani sunar. Ultrases teknolojisi, gidalardan biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonunda verimi artirarak, bu bilesiklerin potansiyel saglik yararlarini

korur veya gelistirir (Rojas ve dig, 2022).

2.3.3 Ultrases teknolojisinin dezavantajlar

Ultrases ilk kurulum maaliyeti nedeniyle geleneksel ekstraksiyon yontemlere kiyasla
maaliyet agisindan dezavantatjli durumdadir. Kavitasyon sirasinda ¢ikan enerji nedeniyle
yiikselen sicaklik ve basing bazi proteinlerin denatiirasyonuna neden olabilir (Chemat ve dig,
2011). Laboratuvar oOl¢eginde basarilt sonuglar elde edilebilen ultrasonik siireclerin
endiistriyel 6l¢eklerde uygulanmasi sirasinda teknik zorluklarla karsilasilabilir (Zou ve dig,
2018) Sonug olarak ultrases teknolojisi, gida isleme ve ekstraksiyon siire¢lerinde 6nemli
avantajlar1 olan yeni bir yontemdir. Kavitasyon etkisi sayesinde reaksiyonlar1 hizlandirr,
enerji ve maliyet tasarrufu saglar. Ancak, yiiksek cihaz maliyeti, kontrol zorluklar1 ve
sicaklik/basing etkileri, bu teknolojinin optimize edilmesini zorlastirabilir. Ultrases
teknolojisinin siirekli gelisen yapisi, gelecekte daha genis bir uygulama alan1 ve daha diistik

maliyetli ¢6ziimler sunmasinit miimkiin kilacaktr.
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2.4 Mikrodalga-Destekli Ekstraksiyon Teknigi

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), sivi molekiillerinin hareketini uyarmak icin
mikrodalga enerjisinden yararlanarak hedef bilesenlerin verimli bir sekilde ¢ikarilmasini
saglayan bir tekniktir. Geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle karsilastirildiginda, MAE
daha kisa ekstraksiyon siiresi, daha diisiik ¢oziicii maliyetleri ve artan otomasyon gibi nemli
avantajlar sunar. Ayrica, hem ¢oziicliyli hem de ekstrakte edilecek materyali esit sekilde
isitarak daha yliksek bilesik verimi elde edilmesini saglar (Lépez-Salazar ve dig, 2023).
Mikrodalga teknolojisi, elektromanyetik dalgalarin (300 MHz ile 300 GHz arasinda degisen
miktarlarda) polar molekiilleri hizla dondiirdiigli ve bu donme sirasinda molekiiller
arasindaki siirtiinme ile hizli ve homojen bir 1s1 artis1 saglayan bir metotdur. Dielektrik 1sitma
prensibine gore ¢alisan bu sistem basta su gibi polar molekiilleri hedef alarak hizli ve esit bir
enerji transferi saglar (Chemat ve dig, 2011; Marié¢ ve dig, 2018). Ozellikle gida isleme
stireclerinde sik¢a kullanilir ve biyoaktif bilesiklerin ¢ikarilmasinda oldukc¢a verimlidir
(Zhang ve dig, 2020). Mikrodalga ekstraksiyon islemi temel olarak; ¢oziicii ve ¢6zlinen
maddenin fizikokimyasal ve tasinma 6zelliklerinin artmasina neden olur. Cozeltinin iyon
gb¢iine direnciyle siirtiinme meydana gelerek ¢ozelti 1sinmakta ve 1sinmayla birlikte hiicre
icindeki nem buharlasmakta ve hiicre duvarma basing uygulamaktadir. Iste bu yiiksek basing
hiicre duvarinda yapisal hasara yol acarak istenilen bilesiklerin difiizyonun artmasini
destekler ve Kkiitle transfer katsayisini arttirir (Mari¢ ve dig, 2018; Mirzadeh ve dig, 2020).
Sekil 2.3 de gosterildigi lizere bir magnetron, bir yiikseltici transformatdr, bir firin boslugu,
bir dalga kilavuzu, bir aplikator ve islenecek numune bir mikrodalga sistemini olusturur.
Mikrodalga teknolojileri benzer bir temelde c¢alisir. Konut gii¢ hattinin 50-60 Hz alternatif
akimi bir transformatdr kullanilarak 2450 MHZz'e yiikseltilir. Magnetron, mikrodalga firinin
agirhiginin yarisindan fazlasmi olusturan yiikseltici transformatér tarafindan beslenir.
Magnetron 4000 voltta elektrik enerjisini mikrodalga enerjisine doniistiiriir. Magnetronun
iirettigi mikrodalgalar, mikrodalga bosluguna ulagsmadan 6nce bir dalga kilavuzundan geger.
Isttilacak {iriin, mikrodalga boslugunun yansitict duvarlari tarafindan yerinde tutulur ve bu
da mikrodalga 1sitma verimliligini optimize eder. Tipik bir ev mikrodalga firmni igin
mikrodalga aplikatorii dikdortgen bir bosluk ile temsil edilir. Uygulamalar arasinda gezici

dalga cihazlari, tek modlu cihazlar ve ¢cok modlu cihazlar bulunur (Orsat ve dig, 2017).
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Sekil 2.3: Magnetro yapis1 (Kus, 2016).

2.4.1 Mikrodalga teknolojisinin kullanim alanlar

Gida bilimi ve endiistrisinde mikrodalga sistemi kullanilarak protein, yag ve fenolik
maddeler gibi bilesiklerin daha kisa siire ve yiiksek verimde ekstraksiyonu saglanabilir
(Wang ve Weller, 2006). Basta meyve ve sebzeler olmak iizere bir ¢ok besinde kurutma
islemi i¢in kullanilir. Yiyeceklerin daha hizli ve kolay isitilmasi, pisirilmesi ve
sterilezasyonu islemlerinde kullanilir. Ambalaj dezenfeksiyonu saglanmak suretiyle gida
paketleme sektoriinde faydalanilir. Kimya endiistrisinde, Mikrodalga enerjisinden kimyasal
reaksiyonlarm hiz ve verimliligini yiikseltmek icin faydalanabilir (Eskilsson ve Bjorklund,
2000). Ilagc hammaddesi olan bitkilerden bitki 6zleri ve aktif maddelerin elde edilmesi
stireglerinde yararlanilir. Cevresel uygulamalarda su aritma sistemlerinde toksik maddelerin
parcalanmasi amaciyla ve biyokiitlenin islenme hizin1 artrmak amaciyla mikrodalga
enerjisinden yararlanarak biyoyakit iretiminde avantaj saglar (Zhang ve dig, 2020).
Nanoteknoloji alaninda ise partikiil boyutu kontroliinde etkin bir yontem olan mikrodalga

ile nanomalzemelerin sentezi ve opmizasyonu saglanabilir.

2.4.2 Mikrodalga teknolojisinin avantajlar

Molekiiler diizeyde 1sitma geleneksel yontemlere kiyasla daha hizli ve ve enerji verimliligi
yiiksek bir sistemdir. Ekstraksiyon siiresini ve solvent tiiketimini azaltti1, ekstraksiyon
verimini ise arttirdigi bildirilmistir (Svarc-Gaji¢ ve dig, 2013). Hedef bilesenlerin daha
yiiksek verimle ekstrakte edilmesine olanak saglar. Homojen bir 1s1 dagilimi saglayarak
istenmeyen bolgesel asir1 1sinmalari dnler (Wang ve Weller, 2006). Gida ve kimya endiistrisi
basta olmak tizere bir ¢ok alanda kullanim olanag saglar.
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2.4.3 Mikrodalga teknolojisinin dezavantajlar

Yiiksek cihaz maaliyeti geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda baslangi¢ asamasinda daha
maliyetlidir. Yaglar gibi polaritesi diisiik maddeler tizerinde etkisi diistiktiir. Sicaklik ve giic
kontrolii zor oldugundan optimize edilmesi zor bir metotdur, optimizasyon saglanamadig1
takdirde triinde bozulmalara neden olabilir (Zhang ve dig, 2020). Yiiksek sicakliklar,
proteinlerin ve enzimlerin denatiirasyonuna neden olabilir. Bu durum, istenmeyen yan

iirlinlerin olusmasina neden olabilir (Eskilsson ve Bjorklund, 2000).

2.5 Ultrases ve Mikrodalga Tekniklerinin Ekstraksiyon Siireclerine Etkisine iliskin
Yapilmis Cahismalar

Chemat ve dig. (2011) ultrases destekli ekstraksiyonun etkinligini incelemistir. Ultrasesin
kavitasyon etkisi nedeniyle olusan fiziksel etkileri ve mikro pargaciklarin ¢okiisii sirasinda
aciga c¢ikan sicaklik ve basing etkisinin neden oldugu kimyasal etkileri analiz edilmistir.
Ozellikle fenolik bilesikler, vitaminler ve antioksidanlar gibi biyoaktif bilesiklerin daha hizli
ve verimli bir sekilde ekstrakte edilebilecegini tespit etmis olup ultrasesin zaman, solvent ve
enerji tasarrufu sagladigi vurgulanmistir. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon siiresi %50
kisalmis, solvent tiikketimi %30 azalmis ve antioksidan aktivite korunarak hedef bilesikler

elde edilmistir.

Ultrases destekli ekstraksiyonun gida maddesi igerisindeki protein ve diger biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonundaki etkilerinin incelendigi bir diger ¢calismada 6rnek olarak basta
slit ve siit iirtinleri olmak iizere 6zellikle protein acgisindan zengin gida maddeleri {izerinde
calisilmistir. Kontrollii diisiik sicaklik degerleri ile orta ve yiiksek gii¢ seviyelerinde farkli
stirelerde, 20 kHz ultrases frekansinda uygulama yapilmistir. Proteinlerin hidroliz oranlari,
toplam serbest aminoasit miktarlari, elde edilen {iriin verimi ve ultrases uygulama siireleri
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak protein hidrolizinin ultrases etkisiyle %30-40 oraninda
artt1ig1, Ozellikle kisa siireli uygulamalarda serbest aminoasit miktarinda artis oldugu
goriilmiis ancak uzun siireli uygulamalarin proteinlerin denatiire olmasma neden oldugu
tespit edilmistir. Calisma sonucunda ultrasesin ¢evre dostu, verimli ve ekonomik bir yontem
olarak kullanilabilecegi, ultrases destekli ekstraksiyonun siit ve siit iirlinleri gibi protein
acisindan zengin gidalarin iglenmesinde endiistriyel potansiyele sahip olabilecegi

degerlendirilmistir (Zou ve dig, 2018).

Ultrases destekli ekstraksiyon (UAE), akustik kavitasyon etkisi yoluyla matriste mikro-

kanallar olusturur ve bu durum hedef bilesiklerin ¢oziiciiler i¢ine salinmasini kolaylastirir.
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Bu yontem, diisiik sicaklik ve kisa ekstraksiyon siireleri ile biyolojik bilesiklerin yapisal
biitiinligiinii korur. Chemat ve Vian (2014), fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ultrases
teknolojisinin etkinligini inceleyen ¢alismalarinda, bu yontemin hem ekstraksiyon verimini
hem de siire¢ etkinligini anlamli dl¢iilerde arttirdigini belirtmistir. Ayrica, bu yontemin

enerji tiiketimi agisindan geleneksel yontemlere gore daha avantajli oldugu vurgulanmustir.

Ultrasesin ‘Yesil Ekstraksiyon’ yontemi olarak belirtildigi ve ¢evre dostu bir uygulama
olabileceginin vurgulandig1 bir baska calismada ise ultrasesin bitkisel yaglar, fenolik
bilesikler ve protein ekstraksiyonu iizerindeki etkileri incelenmistir. Geleneksel yontemlere
kiyasla daha diisiik sicakliklarda zeytin yapraklarindan oleuropein ¢ikarilmasinda %25 daha
fazla verim elde edilmistir. Chemat ve dig. (2017), yesil ekstraksiyon teknolojilerinin
gelisimine dnemli katkilar saglamis olup 6zellikle gida ve ilag endiistrisinde, ultrasesin ¢evre

dostu ¢oziimler sundugu ve geleneksel yontemlerin yerini alabilecegi vurgulanmaistir.

Wang ve Weller (2006) bitkisel kaynaklardan biyoaktif bilesiklerin daha kisa siirelerde daha
az ¢oziicli kullanimu ile ekstrakte edilmesi lizerine ¢calismiglardir. Calismada soguk pres,
¢oOziicii bazl ekstraksiyon gibi geleneksel yontemlerle ultrases yonteminin farkl frekans ve
stireleri karsilastirilmistir. Yapilan degerlendirmede geleneksel ekstraksiyon yontemlerine
kiyasla ultrases destekli ekstraksiyonda %20-50 daha fazla verim saglamistir. Uziim kabugu
orneginden fenollerin eldesinde ultrases kullanildiginda toplam fenolik bilesik miktarinin

onemli Ol¢iide arttig1 gorilmiistiir.

Ultrases islemi, kisa siirelerde dahi etkili sonuglar sunabilen bir ekstraksiyon yontemidir.
Karki (2009), soya yapraklarmdan protein ekstraksiyonu i¢in 2 dakika boyunca 475 W gii¢
uyguladiginda, geleneksel yonteme kiyasla %34'liik bir ekstraksiyon artis1 bildirmistir. Bu
calisma, ultrases teknolojisini kullanirken optimum zaman ve genlik etkilesiminin dogru bir
sekilde belirlenmesinin 6nemini vurgulamaktadir. Benzer sekilde, Zhang ve dig, (2011),
yagt alinmis yer fistig1 tozundan fistik protein izolatinin ekstraksiyonuna yardimci olmak
icin alkali ekstraksiyon ve asit ¢okelmesi ile birlikte ultrasonik dalga kullanmistir. Bu
caligmada, 210 W gii¢c ve 40 °C’de 30 dakika uygulama sonucunda ekstraksiyon veriminin
%80.09’a ulastig1 rapor edilmistir.

Akbag (2024), susam kiispesinden protein ekstraksiyonuna ultrasesin etkisini arastirdigi
calismasinda ultrases 6n isleminden sonra toplam protein veriminde yaklasik %30’luk artis
tespit etmistir. Yapilan benzer bir ¢alismada, piring kepegi proteinlerinin ultrases destekli
ekstraksiyon sonrasi antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleri incelenmistir. Iscimen ve

Hayta (2018) tarafindan gergeklestirilen bu ¢alismada, 400 W gii¢ kullanilarak 30 dakika
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stireyle ultrases uygulanan orneklerden %39,85 toplam protein verimi elde edilmistir. Bu
sonuglar, ultrases teknolojisinin protein ekstraksiyonunda etkili bir yontem oldugunu ve
ekstrakte edilen proteinlerin biyolojik 6zelliklerini koruyarak daha verimli bir islem

sundugunu gdstermektedir

Liu ve dig, (2018) ultrasesin peyniralt1 suyu proteinlerinin ekstraksiyonunda kullanimi
iizerine yapilan bir c¢aligmada, 200 W giiciinde ultrases uygulamasinin protein
¢cOziinlirliiglinii artirdig1 ve biyoaktif peptit olusumunu tesvik ettigi rapor edilmistir. Bu
calisma, ultrasesin siit proteinlerinin biyolojik 6zelliklerini koruyarak ekstraksiyona olan

katkisin1 vurgulamaktadir.

Ultrases uygulamasmin siit proteinleri lizerine etkilerini inceleyen Arzeni ve dig, (2012)
ultrasesin protein molekiillerinin ylizey o6zelliklerini degistirdigi ve emiilsifikasyon
kapasitesini artirdigr belirtilmistir. Ayn1 zamanda siit proteinlerinin stabilitesini korurken
daha yiiksek verim elde edilmistir. Benzer bir ¢alismada Yanjun ve dig, (2014) ultrases
destekli siit protein konsantrelerinin islenmesinde 20 kHz frekansta uygulanan ultrasesin
protein ekstraksiyon verimini artirdigi ve proteinlerin sindirilebilirligini gelistirdigi

belirtmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE) ise, mikrodalga enerjisinin 6zellikle polar
molekiilleri hedef alarak hizli bir sekilde 1sitma saglamasi esasina dayanir. Bu teknik, gida
matrisi i¢inde su molekiillerinin ve diger polar bilesiklerin enerji sogurmasi ile ekstraksiyonu
destekler (Eskilsson ve Bjorklund, 2000). Mikrodalga yonteminin kullanildigi1 ¢caligmalar, bu
yontemin diisiik sicaklik araliklarinda bile etkili oldugunu ve hedef bilesiklerin yapisal
stabilitesini korudugunu gostermistir. Lopez-Salazar ve dig, (2023) bitki kaynakl1 biyoaktif
bilesiklerin mikrodalga yontemi ile ekstraksiyonunda elde edilen verim artisini rapor

etmistir.

Zhang ve dig, (2018) mikrodalga yOnteminin siit proteinlerinden [-laktoglobulin
izolasyonuna olan etkilerini arastiran bir ¢alismada, 700 W giiciindeki mikrodalga
uygulamasinin ekstraksiyon siiresini %50 oraninda azaltti31 ve protein verimini artirdigini

rapor etmistir.

Perino-Issartier ve dig, (2012) tarafindan gergeklestirilen bir diger calismada ise, mikrodalga
destekli ekstraksiyonun siit proteinlerinin izolasyonu tizerindeki etkilerini detayl bir sekilde
incelenmistir. Calismada 0Ozellikle mikrodalga enerjisinin, ekstraksiyon siireclerini

hizlandirmadaki potansiyeli ve proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini koruyarak verimliligi
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artirmasi tizerine odaklanilmistir. Sonuglara bakildiginda toplam ekstraksiyon siiresinin %50
kisaldigy, siit proteinlerinden kazein ve peyniralt1 suyu proteinlerini izole etmede geleneksel

yontemlere kiyasla %20-40 arasinda daha yiiksek verim saglandigi tespit edilmistir.

Her iki yontemin birlestirilerek kullanildigi hibrit sistemler de son yillarda Snem
kazanmustir. Bu hibrit teknikler, ultrases ve mikrodalga enerjisinin birlesimiyle ekstraksiyon
etkinligini daha da artirabilmektedir. Dahham ve dig, (2015) hibrit yaklagimlarin 6zellikle
antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonunda umut vaat ettigini gostermistir. Bu modern
yontemlerin 6nemli bir avantaji, hem ekstraksiyon etkinliginin artirilmasi hem de hedef
bilesiklerin yapisal biitiinliigiiniin korunmasidir. Ancak, bu teknolojilerin uygulanabilirligi,
analiz edilecek bilesiklerin 6zelliklerine ve ekstraksiyon sirasinda kullanilan parametrelere
bagh olarak degisebilmektedir. Bu nedenle, peynir gibi karmasik gida matrislerinde en

uygun yontemin secilmesi biiyiik bir 6zen gerektirir (Barbosa-Canovas ve dig, 2020).

Liu ve dig, (2020) ultrases ve mikrodalga yontemlerinin birlikte kullandig1 ¢aligmada,
peyniralt1 suyu proteinlerinin daha yiiksek ¢oziiniirliik ve ekstraksiyon verimi sagladigini
belirtilmistir. Ultrasesin kavitasyon etkisiyle proteinlerin parcalanmasmi hizlandirdigi,

mikrodalganin ise termal etkileri optimize ederek verimi artirdigi goriilmiistiir.

Mikrodalga ve ultrases teknolojilerinin etkililigi, ¢esitli gida bilesiklerinin ekstraksiyonunda
detayl1 olarak ele alinmustir. Ornek olarak, Al-Dhabi ve dig, (2017) tropikal meyvelerden
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda mikrodalga ve ultrases tekniklerini karsilastirmis ve
her iki yontemin geleneksel yontemlere gore ¢ok daha yiiksek verim sagladigini rapor
etmistir. Benzer sekilde, Kallel ve dig, (2014) zeytin yagi tortularindan fenoliklerin

ekstraksiyonunda ultrases yonteminin etkinligini gostermistir.

2.6 Ultrases ve Mikrodalga Uygulamalarinin Siit Proteinleri Uzerine Etkisi

Ultrases dalgalar1 gida proteinlerinde fiziksel, kimyasal, enzimatik veya bunlarin
kombinasyon iglemleriyle yapisal degisiklikleri ve protein molekiiler agirliginin daha hizli
transferini tesvik edebilir (Cui ve dig, 2020). Ultrasonun, fizikokimyasal 6zelliklerde ve
besin kalitesinde herhangi bir kayip veya bozulma olmaksizin siit {iriinlerinin giivenligini,
islevsel ve besinsel 6zelliklerini iyilestirmek i¢in kapsaml bir sekilde incelenmis ve olumlu
etkileri vurgulanmistir (Jeli¢i¢ ve dig, 2012; Jiang ve dig, 2018). Ultrases 6n isleminin
yapisal proteinler iizerinde sicaklik veya maruz kalma siiresinin etkisinden daha biiyiik bir

etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Abadia-Garcia ve dig, 2016). Bu etki, peynir alt1 suyu
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proteinlerinde enzimlere kars1 daha duyarl hale getirebilecek pozitif yapisal degisikliklere
neden olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, Ultrases biyoaktif peptit iiretimini
destekleyen bir ara¢ olarak kullanilabilir (Abadia-Garcia ve dig, 2016). Ultrases
uygulamasindan sonra peynir alti suyunun islevsel 6zelliklerindeki iyilesme, biyoaktif
peptitlerin veya biyopeptitlerin salinmasmdan kaynaklandig1 bildirilmistir (Uluko ve dig,
2013). Diistik frekansli ve yiliksek enerjili ultrasonikasyonun (20-100 kHz), siit proteinlerinin
yapisal boyutunu ve seklini degistirmek icin 20-25 kHz'de kullanilmasindan daha etkili
oldugu bulunmustur. Ayrica, uygun kosullar altinda ultrasonikasyonun kullanilmasiyla, gida
bilesenleri arasindaki etkilesimlerin  bilesenlerin  temel yapismi degistirmeden
tyilestirilebilecegi one siirlilmiistiir. Yiiksek basingli isleme (YG) ve mikrodalga (MW)
islemleriyle karsilastirildiginda, ultrasonikasyonun esas olarak dogal kazein ve peynir alt1
suyu proteinlerinin yapisim etkileyen ek aktiviteleri vardir. Bu aktiviteler, yiiksek giicli,
diisiik frekansli ultrasonikasyonun kesme etkisinden dolay: siispansiyonlardaki daha 6nce
denatiire olmus protein kiimelerinin ¢dziinmesini ve diisikk gliclii yiiksek frekansli US
tarafindan olusturulan radikallerin neden oldugu proteinlerin kimyasal yikimim igerir.
Ultrasonik teknoloji tarafindan iiretilen sok dalgalar1 ve mikro jetler nedeniyle
siispansiyondaki  agregalarin  daha fazla kuvvetle carpistigi iddia edilmistir.
Ultrasonikasyonun protein kiimelerini bir arada tutan daha zayif hidrofobik baglantilar1 veya
Van der Waals kuvvetlerini bozarak homojenize protein c¢ozeltileri elde edildigine
inanilmaktadir. Hidrofobik etkilesimler, peynir alt1 suyundan yapilan peynir alt1 suyu protein
konsantrelerinde (WPC) protein kiimelerini bir arada tutar. Son c¢aligmalar, yeniden
olusturulmus %5 (w/w) WPX cozeltisinin 20 kHz frekans ve 31 W giicte 60 dakika boyunca
sonikasyonunun, ortalama parcacik boyutunu 200'den 125 nm'ye diisiirebilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde, yeniden olusturulmus peynir alt1 suyu proteini izolatinin bir
siispansiyonunun 20 kHz frekans ve 34 W/cm? giicte iki dakika boyunca sonikasyonunun,
agregat boyutunda %50'lik bir azalmaya yol agabilecegi bulunmustur (Mehra ve dig, 2021).
Daha ileri arastirmalar, sonikasyon uygulanmis siit proteini konsantresi, sodyum kazeinat ve
denatiire kazein-peynir alt1 suyu proteini karisimi ¢ozeltilerinin de 20 kHz frekans ve 300 W
elektrik giicii veya 34 W/cm? gii¢ yogunlugunda ultrasonikasyonla islendiginde agregat
boyutlarinda benzer bir azalma yasadigmi gostermistir. Bazi ¢alismalarda banyo
ultrasonikasyonunun (40 kHz, 1 W/cm?) ve prob ultrasonikasyonunun (20 kHz, 43-48
W/cm?) WPC' deki agregalar azaltmadaki etkisi incelenmistir. Prob bazli ultrasonikasyon
daha yiiksek kavitasyon bdlgesi ile sonuglanir, enerji kayiplarini dnler ve en iyi sonuglar1

verir (Mehra ve dig, 2021). Ayrica, daha yiiksek radyasyon yogunluklarindaki
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ultrasonikasyon kazein misellerini bozarak ve misel boyutunu azaltarak siit proteinlerini
degistirebilir. Pugliese ve dig, (2017), 10 dakika boyunca 22,5 kHz ve 50 W'da
ultrasonikasyonla yagsiz siit parcaciklarinin boyutunun azaldigini bildirmistir. Baska bir
caligma, kazein misellerini ayristirmak icin daha iyi bir potansiyeli siirdiirmek i¢in
ultrasonikasyonun kullanimini agiklamistir (Murtaza ve dig, 2023). Ayrica, siit yiiksek pH'ta
15 dakika boyunca 20 kHz ve 286 kl/kg giicte sonikasyona tabi tutulmus ve ardindan
notralize edilmistir. Kazein misellerinin, mekanik kuvvetlere karsi daha yiiksek duyarlilik
saglayan elektrostatik itmeler nedeniyle daha yiiksek pH'ta genisledigi bulundu (Corredig ve
dig, 2016). Kazeinlerin ultrasonikasyonu hala daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.
Yapilan bir ¢alisma, peynir alt1 suyu proteinlerinin US'de ¢esitli yapisal degisikliklere
ugradigini, 20 kHz ve 31 W'daki sonik kaymanin peynir alt1 suyu proteinlerinin agilmasina
neden oldugu bildirildi. Ancak, 10 dakikadan fazla ultrasonikasyonda sonuglar peynir alt1
suyu proteinlerinin hidrofobik etkilesimler nedeniyle kiimeler olusturdugunu gosterdi

(Munir ve dig, 2019).

Ultrases (US) teknolojisi, diisiik frekansli yiiksek enerji uygulamasiyla protein yapilarini
degistirme ve enzimatik reaksiyonlar1 hizlandirma potansiyeline sahiptir. Siite ultrases
uygulanmasi, raf omriinii uzatmak, homojenizasyon, parg¢acik boyutunu kiiciiltmek igin
yapilmaktadir. Siit proteini kazein (~%80) ve peynir alt1 suyu (~%20) fraksiyonlarindan
olusur, ilki misel formunda ve ikincisi kiiresel formdadir. Chandrapala ve dig, (2012),
ultrasesin kazein misel biitlinliigii lizerindeki etkisini incelemistir. Arastirma sonuglari
ultrasesin kazein miselinin, misel olmayan kazeinin ve peynir alt1 suyu proteini
agregatlarmin daha kiiciik parcaciklara parcalanmasma yardimci oldugu gézlemlenmistir.
Bu durum dogal protein yapilarinda gizli olan yeni protein hidrolizatlar1 ve peptitler,

ultrasonikasyon destegiyle iiretilebildigi bildirilmistir.

Yapilan cesitli ¢calismalarda proteinlerin sindirim islemine mikrodalga ve ultrases destegi
uygulanmistir. Mikrodalga destekli sindirim islemi ile, proteinin {i¢ boyutlu yapisinin
bozulmasmma neden olan bipolar molekiillerin donmesiyle enzimatik pargalanmay1
hizlandirabilecegini ve bu da daha once proteolitik enzim i¢in erisilemeyen bazi protein
bdlgelerini agia c¢ikarabilecegini bildirmislerdir (Chen ve dig, 2014). Ultrases destekli
sindirimin ise iglem siiresini kisaltmada yiliksek verimlilik gosterdigi bildirilmistir (Kadam
ve dig, 2015). Ultrases desteginin mekanizmasi tam olarak a¢iklanmamis olsa da kavitasyon

olay1 ve 1sitmanin bir sonucu olarak difiizyon oranlarindaki artigla iliskilendirilmistir (Santos
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ve dig, 2007). Kavitasyonla ezilme, protein yapisinin bozulmasina ve hidrofilik gruplarin
acilmasma neden olan biiyilk mekanik kesme kuvvetleri iiretir. Bu yapisal olgu, enzim-
substrat (protein) etkilesimini kolaylastiran protein ¢oziiniirliigiinii artirir (Kadam ve dig,

2015).

Mikrodalga uygulamasi, siit proteinlerini termal etkiler yoluyla degistirir. Yiiksek sicaklik
nedeniyle 6zellikle whey proteinleri (B-laktoglobulin, a-laktalbumin) denatiire olabilir ve bu
durum proteinlerin ¢dzliniirliigiinii ve fonksiyonel 6zelliklerini etkileyebilir (Alikhani ve
Fadavi, 2020). Mikrodalga ile 1sitma swrasinda, whey proteinleri kazein miselleriyle
etkilesime girerek cokelmeye veya jel olusumuna neden olabilir (Sahin ve dig, 2018).
Ayrica, kazein miselleri mikrodalga enerjisiyle daha gevsek bir yapi1 kazanabilir ve
agregasyon egilimleri artabilir, bu da siit {iriinlerinin viskozitesini degistirebilir (Patel ve dig,
2016). Kopiiklenme ve emiilsiyon stabilitesi de bu siiregten etkilenebilir (Dissanayake ve
Vasiljevic, 2009). Geleneksel 1s1] islemlere kiyasla, mikrodalga pastdrizasyonu daha kisa
stirede gerceklestiginden proteinlerin besin degeri biiyiik 6l¢lide korunur ve agir1 1stya maruz
kalmadik¢a amino asit kaybr minimal seviyede kalir (Huppertz ve Fox, 2019). Ayrica,
mikrodalga 1sitmas1 sirasinda Maillard reaksiyonu daha az meydana geldiginden,
istenmeyen renk ve tat degisiklikleri minimize edilir (Gul ve dig, 2021). Ancak, kontrolsiiz
yiiksek sicakliklarda siit proteinleri fazla denatiire olabilir ve agregasyon artarak protein-
protein etkilesimleri kuvvetlenebilir (Guo ve Wang, 2017). Sonug¢ olarak, mikrodalga
uygulamasi siit proteinleri iizerinde denatiirasyon, ¢okelme ve fonksiyonel degisimlere yol
acabilir ancak kontrollii kullanildiginda siit tiriinlerinin islenmesinde verimli ve besin degeri

acisindan avantajli bir yontem olabilir (Tomasula ve Kozempel, 2004).

Mikrodalga ve ultrases yontemlerinin ekstraksiyon siireglerine etkisini inceleyen ¢aligmalar,
bu yontemlerin etkinliginin farkli bilesik gruplar1 i¢in optimize edilmesi gerektigini
vurgulamaktadir Sonug olarak, peynirdeki azotlu organik maddelerin ekstraksiyonuna
yonelik yontemlerin gelistirilmesi hem bilimsel ¢calismalar hem de endiistriyel uygulamalar
icin Onemlidir. Mikrodalga ve ultrases gibi yenilik¢i teknolojiler, bu alanda yeni kapilar

acarak, peynirdeki azotlu maddelerin analizinde daha hassas ve hizli ¢dzlimler sunacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢aligmada materyal olarak piyasadan temin edilen peynirin bilesim 6zellikleri Cizelge

3.1 de verilmis olup en az 9 Ay olgunlastirilmis “‘Klasik inek Beyaz Peynir’’ kullanilmistur.

Cizelge 3.1: Beyaz peynirin genel bilesim 6zellikleri.

Enerji ve Besin 100 g icin
Ogeleri
Enerji 1213 kj
Yag 25¢
Karbonhidrat lg
Protein 172 ¢
Tuz 27¢g

3.2 Yontem

3.2.1 Suda coziinen azot oranlarinin belirlenmesi

Suda ¢6ziinen azotlu maddelerin ayrilmasi i¢in, 20 g beyaz peynir 6rnegi tartilarak {izerine
40 °C’de 40 mL saf su eklenmis ve Ultra Turrax (Janke & Kunkel KG, IKA, WERK; 14000
x rpm, 2 dk) blender kullanilarak homojenize edilmistir. Konrol grubu icin 6rnekler 40
°C’deki su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Mikrodalga ve Ultrases destekli ekstraksiyonda
ise homojenize edilen peynir ¢ozeltisine Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3 de belirtilen parametreler

uygulanmaistir.

Ardindan karisim, 3000 x g'de, 4 °C’de ve 30 dakika siireyle santrifiij (Universal 320 R,
Hettich, Germany) islemine tabi tutulmustur. Santrifiij islemi sonrasinda, iist kisimda olusan
yag tabakasi bir spatiil yardimiyla uzaklastirilmis ve sivi faz, Whatman No.113 filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen filtrat, meziir yardimiyla 100 mL’ye tamamlanmistir.
Filtrattan 10 mL alinarak, standart Kjeldahl metodu uygulanarak suda ¢oziinen azot orani

hesaplanmigtir. Bunun i¢in, 10 mL filtrat Kjeldahl tiiplerine aktarilmig ve lizerine 1 g
katalizor (30g KoSOs4+ 1 g CuSOs) ilave edilmistir. Ardindan, 10 mL %98'lik H2SO4

eklenerek tiip icerigi, agik yesil bir renk olusuncaya kadar 430 °C’de yakilmistir.
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Cizelge 3.2: Mikrodalga destekli ekstraksiyon uygulama parametreleri.

Ornek kodu Mikrodalga Giicii Ekstraksiyon Siiresi (sn)
(W)Siire (sn)
MD 1 90 W 30 sn
MD 2 90 W 40 sn
MD 3 90 W 50 sn
MD 4 90 W 60 sn

Cizelge 3.3: Ultrases destekli ekstraksiyon uygulma parametreleri.

Ornek kodu Ultrases Giicii (, Watt) | Ekstraksiyon Siiresi Siire
(=dk)
US 1 60 A,52 W 1 dk
US2 60 A, 52 W 5 dk
US 3 60 A, 52 W 10 dk
US 4 60 A, 52 W 15 dk

Sogutulan tiiplerdeki distilat, 0.1 M HCl ¢6zeltisi ile titre edilerek sonuglar asagidaki formiil
yardimiyla hesaplanmistir. (IDF, 1993).

[1,4 x (V1- VO )x M x F]
m

% Suda ¢6zlinen azot =

A\ :Ornek icin harcanan HCI, mL

VO :Kor 6rnek i¢in harcanan HCI, mL

M :HCl ¢6zeltisinin molaritesi
F :HCI ¢ozeltisinin faktorii
m: Ornek miktar, g

Olgunlasma derecesi, suda ¢Oziinen azot miktarmin toplam azota orani olarak ifade

edilmekte olup, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Hayaloglu, 2003).

% Suda Coziinen Azot
Olgunlasma Derecesi = % Toplam Azot X 100

3.2.2 pH 4.6’da ¢oziinen azot oranlarinin belirlenmesi
Boliim 3.2.1 de belirtilen homojenizatin pH’s1 1 M HCI ile 4.6’ ya ayarlanmistir. pH’s1
ayarlanan Orneklerden kontrol grubu 1 saat siireyle su banyosunda bekletilmis diger

orneklere ise Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3 de belirtilen parametrelerde mikrodalga ve ultrases
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islemi uygulanmistir. Ardindan protein igeren ekstraklar, 3000 x g'de, 4 °C’de ve 30 dakika
stireyle santrifiij (Universal 320 R, Hettich, Germany) islemine tabi tutulmustur. Santrifiij
islemi sonrasinda, iist kisimda olusan yag tabakasi bir spatiil yardimiyla uzaklastirilmis ve
stvi faz, Whatman No.113 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen filtrat, meziir

yardimiyla 100 mL’ye tamamlanmistir. Bu filtrattan 10 mL alinarak Kjeldahl tiiplerine

aktarilmig ve lizerine 1 g katalizor (30 g K2SO4 + 1 g CuSOy) ilave edilmistir. Ardindan, 10

mL %98'lik HoSOa4 eklenerek tiip igerigi, acik yesil bir renk olusuncaya kadar 430 °C’de

yakilmistir. Sogutulan tiiplerdeki distilat, 0.1 M HCI c¢ozeltisi ile titre edilerek sonuclar
asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir. (IDF, 1993).

[1,4 x (V1- VO)x M xF ]
m

% pH 4.6'da ¢6zlinen azot =

Vi :Ornek i¢in harcanan HCI, mL

Vo :Kor 6rnek i¢in harcanan HCI, mL
M :HCl ¢o6zeltisinin molaritesi

F :HCI ¢ozeltisinin faktorii

m: Ornek miktar1, g

Olgunlagma derecesi, pH 4.6’da ¢oziinen azot miktarmin toplam azota orani olarak ifade

edilmekte olup, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Hayaloglu, 2003).

. % pH 4.6'da Coziinen Azot
Olgunlasma Derecesi = % Toplam Azot x 100
0

3.2.3 %12’lik TCA’da ¢oziinen azot oranlarinin belirlenmesi

Boliim 3.2.1 de belirtilen suda ¢oziinen azot analizi icin elde edilen filtrattan 25 mL alinarak,
esit hacimde %?24’likk (w/w) TCA ¢ozeltisi ile karistirilmis ve karisimin son TCA
konsantrasyonu %12 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan bu karigim, oda sicakliginda
oda sicakliginda yaklasik 2 saat siireyle bekletilmistir. Bu siirenin ardindan, karigim
Whatman No.113 filtre kagidindan siiziiliir ve elde edilen filtrattan 10 mL alinarak standart
Kjeldahl metodu ile TCA’da ¢oziiniir kismin azot icerigi belirlenmistir. Sonuclar asagidaki

esitlige gore hesaplanmistir.
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[1,4 x (V1- VO )x M xF]

%12'lik TCA'da ¢6zilinen azot = —

Vi :Ornek icin harcanan HCI, mL

Vo :Kor 6rnek i¢in harcanan HCI, mL
M :HCl ¢6zeltisinin molaritesi

F :HCl ¢6zeltisinin faktorii

M:  Ornek miktar, g

Olgunlagsma derecesi, TCA’da ¢6zlinen azot miktarinin toplam azota oranmi olarak ifade

edilmekte olup, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Hayaloglu, 2003).

. % TCA'da Cozinen Azot
Olgunlasma Derecesi = % Toplam Azot x 100

3.2.4 Toplam serbest aminoasit miktari belirleme

Bu yontemin prensibi, belirli reaktifler kullanilarak peptid baglarinim par¢alanmasi sonucu
bir amino grubunun serbest kalmasi ve bu grubun bir kromojenik madde ile reaksiyona
girerek belli bir dalga boyunda verdigi absorbansin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bu amagla,
Kadmiyum-ninhidrin (Cd-Nr) reaktifi kullanilmistir. Suda ¢oziinen azot analizi icin elde
edilen filtrattan 10 pL alinarak saf su ile I mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra, 6rnege 2 mL
Cd-—ninhidrin ¢6zeltisi ilave edilmistir. (Cd—ninhidrin ¢ozeltisi; 0.8 g ninhidrin, 80 mL etanol
ve 10 mL asetik asit karisiminda ¢oziindiiriilerek hazirlanmis, ardindan bu karigima 1 mL
suda ¢ozlinmiis 1.0 g CdCL eklenmistir) Hazirlanan bu karisim, 84 °C’de 5 dakika siireyle
bekletilmis ve sonrasinda buzlu suda hizlica sogutulmustur. Elde edilen ¢ozeltinin 507
nm’deki absorbans degeri, bir UV—spektrofotometre (Shimadzu, UV-1700, Kyoto, Japan)
kullanilarak ol¢lilmiistiir (Hayaloglu, 2009). Sonuglar 16sin standardina gore hazirlanmis
(0-400 mg/L) kalibrasyon egrisi (Sekil 3.1) lizerinden hesaplanarak mg Leu/kg peynir olarak

verilmistir.
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Standard Curve
0825 I

0,600

0,400

Abs.

0,000
0,070 ' ! |
1,000 100,000 200,000 300,000 400,000
Conc. (mg/L)

y =0,00185135 x +0,0103455
Correlation Coefficient r2 = 0.99868

Sekil 3.1: Leu standardina ait kalibrasyon egrisi.

3.2.5 Peynirde peptit profilinin RP-HPLC ile belirlenmesi

RP-HPLC, protein ve peptit ayiriminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayirimda, gozenek
boyutu 300 A olan C4, C8 ve C18 kolonlar tercih edilmektedir. Gozenek boyutu 300 A olan
C18 kolonlar genelde molekiil agirligi<5000 olan kiigiik peptitlerin ayiriminda tercih
edilmektedir. Suda ¢6ziinen fraksiyonlarin peptit analizleri, Shimadzu LC-20AD
Prominence HPLC cihazi (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) kullanilarak ters faz
yiiksek performansli s1vi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi ile gergeklestirilmistir. Daha
once anlatilan (3.2.2) ve dondurularak kurutulmus (Teknosem, Tiirkiye) olan, pH 4.6’da
¢oziiniir azot (pH 4.6-SN) fraksiyonundan 10 mg alinir ve 1 mL hareketli faz A (deiyonize
su icerisinde %0.1 (v/v) TFA ¢o6zeltisi) icinde tamamen ¢oziindiiriiliir. Daha sonra 0.45 um
seliiloz asetat filtreden (0,45 pm, Sterlitech Corp. WA, USA) gecirilir ve HPLC sistemine
80 pL enjekte edilmistir (Hayaloglu ve dig, 2005). Ayirma islemi, 250 x 4.6 mm, 5 pm, 300
A gozenek boyutuna sahip Jupiter C18 kolon (Phenomenex Co., Torrance, CA, ABD)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Peptit profillerinin degerlendirilmesi 214 nm dalga

boyunda yapilmistur.

Ornekler ilk olarak 5 dakika %100 A ¢oziiciisii ile ardindan 55 dakika boyunca %0-50 B
(HPLC safliginda asetonitril icerisinde %0.1 (v/v) TFA ¢ozeltisi) c¢oOziiciisiinden
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gecirilmistir. Bunu takiben, ornekler 6 dakika %50 B c¢oziiciisiinde, daha sonra 4 dakika
%50-60 B ¢oziiciisiinde, son olarak ise 3 dakika %60 B ¢oziiciisiinde tutulmustur. Kolon, 5
dakika boyunca %95 B coziiciisii ile yikanmig ve sonraki enjeksiyonlar i¢in %100 A

¢oziiclisii ile yeniden kalibre edilmistir. Akis hiz1 0.75 mL/dk olarak ayarlanmistir.

3.2.6 Poliakrilamid Jel Elektroforez ile protein fraksiyonlarinin belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) siit proteinlerinin ve bu proteinlerin hidrolizi sonucu
olusan peptitlerin tespitinde veya tanimlanmasinda siklikla kullanilan bir ayirma teknigidir.
Bunun igin iire poliakrilamid jel elektroforez (Ure-PAGE) yontemi kullanilmistir. Bu
yontem, proteinlerin molekiiler biiyiikliiklerine ve yiiklerine gore ayrilmasmi saglayan bir
elektroforez teknigidir. Ure, denatiire edici bir ajan olarak kullanilarak proteinlerin dogal
yapilarini bozar ve molekiiler agirliklarina gore ayirim saglanir. Bu ¢calismada, elektroforez

islemi PROTEAN II XI dikey slab—jel iinitesi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Jelin hazirlanis1 ve elektroforezin uygulanmasi asagida belirtildigi sekilde yapilmistir.
Stok Cozeltinin Hazirlanist

Akrilamid Cozeltisi; Saf suda %40 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanmis sekilde

kullanilmistir (Merck, Darmstadt, Almanya).

Siralama jel tamponu; 4.15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 150 g iire ve 2.2 mL
konsantre HCI, saf su i¢ginde ¢6ziilerek toplam hacim 500 mL'ye tamamlanmistir. Cozeltinin

pH degeri, HCl ile 8.9 olarak ayarlanmistir.

Ayiwrma jel tamponu; 32.15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 192.85 g iire ve 2.86 mL
konsantre HCI, saf su i¢inde ¢oziilerek toplam hacim 500 mL'ye tamamlanmistir. Cozeltinin

pH degeri, HCl ile 8.9 olarak ayarlanmustur.

Elektrot tamponu; 15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane ve 73 g glisin, saf su icinde

coziilerek toplam hacim 5 L'ye tamamlanmuigtir.

Ornek tamponu; 0.75 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 49 g iire, 0.4 mL konsantre
HCI, 0.7 mL 2-mercaptoethanol ve 0.15 g bromophenol blue, saf su i¢inde ¢oziilerek toplam

hacim 100 mL'ye tamamlanmustir.
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Amonyum persulfat; Saf suda %10 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanmis ¢ozeltiden 1’er

mL, Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de saklanmuistir.

Boyama c¢ozeltisi; Coomassie Brilliant Blue G250, %0.2 (w/v) konsantrasyonunda
hazirlanmis ve esit hacimde 1 M H2SOq ile karistirildiktan sonra bir gece bekletilmistir.
Ardindan, ¢6zelti Whatman No. 1 filtre kagidindan siizlilmiis ve 9:1 oraninda 10 M KOH ile

karigtirilmistir. Daha sonra, ¢ozeltiye %12 oraninda trikloroasetik asit ilave edilmistir.
Jel Cozeltilerinin Hazirlanist

Yiikleme jel ¢ozeltisi; 5 mL akrilamid cozeltisi, 45 mL yiikleme jel tamponu ve 0.1 g
N,N,N’,N’-metilen bisakrilamid karistirilmis, ardindan karisim Whatman No. 113 filtre
kagidindan siiziilmtistiir. Elde edilen filtrata 25 uL N,N,N’,N’-tetramethylethylene diamine
(TEMED) ilave edilmistir.

Aywrma jel Cozeltisi; 22.5 mL akrilamid ¢ozeltisi, 52.5 mL ayirma jel tamponu ve 0.375 g
N,N,N’,N’-metilen bisakrilamid karistirilmis, ardindan karistm Whatman No. 113 filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen filtrata 37.5 uL N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin
(TEMED) ilave edilmistir.

Ornegin Hazirlanist

Dondurularak kurutulmus pH 4.6’da ¢6ziinmeyen azot fraksiyonundan 10 mg tartilmis ve 1

mL 6rnek tamponunda ¢ozdiirtilmiistiir.

Elektroforez Uygulamasi

Elektroforez {initesi (Bio—Rad Laboratories Ltd., Watford, UK), iiretici firmanin
talimatlarma uygun sekilde kurulmustur. Aymrma jel c¢ozeltisine Dbaslangic
polimerizasyonunu saglamak amaciyla 282 pL amonyum persiilfat eklenmistir. Jel
seviyesini ayarlamak ic¢in aymrma jel ¢ozeltisi, her iki jel bolmesine dokiilmiis ve jel
taraklarinin uglarindan yaklasik 1 cm asagida olacak sekilde seviye belirlenmistir. Uzerine
saf su eklenmis ve jel tamamen polimerize oluncaya kadar (~45 dakika) beklenmistir. Daha

sonra list kisimda kalan su dikkatlice dokiilmiistiir.

Yiikleme jel ¢ozeltisine, 300 pL. amonyum persiilfat ilave edildikten sonra jel bolmesine

dokiilmiis ve taraklar uygun sekilde yerlestirilmistir. Jel polimerizasyonunun tamamlanmasi
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icin yaklasik 45-60 dakika beklenmis, ardindan taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir. Hazirlanan

jeller, yeterli miktarda elektrot tamponu iceren elektroforez linitesine yerlestirilmistir

Elektroforez islemi, jellere 30 dakika silireyle 280 V elektrik akimi uygulanarak
baslatilmistir. Na—kazeinat (standart, Sigma, St Louis, USA) ve protein iceren ekstraklar
Hamilton mikro sirmga kullanilarak (10 pL) enjekte edilmistir. Ornekler, 6nce yiikleme jel
tamponu boyunca 280 V'de, ardindan ayirma jel tamponu boyunca 300 V'de yiiriitilmiistiir.
Boya izinin jel {initesinin dip kismina ulagsmasiyla Orneklerin jelde yiiriitiilmesi

tamamlanmistir. Analiz boyunca sistem, siirekli soguk su sirkiilasyonu ile sogutulmustur.
Jelin boyanmast

Elektroforez sisteminden c¢ikarilan jeller, hazirlanan jel boyama ¢o6zeltisinde bir gece
bekletilmistir. Bu islem, jelde bulunan proteinlerin yogunluklarina gére boya ile kompleks
olusturmalarimi saglamistir. Boyanmis jeller, bantlarin disinda kalan kisimlardaki boyanin
giderilmesi amaciyla saf su ile birka¢ kez yikanmistir. Jellere ait denogram Phoretix 1D pro

Tutorial v11.7 programi ile elde edilmistir.
Jelin Degerlendirilmesi

Goriintiilerin dijital olarak kaydedilmesi ve degerlendirilmesi amaciyla jeller HP Scanjet
G4010 tarayict (Hewlett Packard, Palo Alto, CA) kullanilarak bilgisayar ortamina
aktarilmistir. Jellere ait denogram Phoretix 1D pro Tutorial v11.7 programi ile elde
edilmistir. Degerlendirmede, protein bantlarindaki densitometrik azalma ve/veya artma ile

yeni protein bantlarinin olusumu dikkate alinmaktadir.

3.2.7 istatiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistik degerlendirilmesinde SPSS paket programi (versiyon 6.12)
kullanilmistir. Uygulanan ekstraksiyon yontemleri arasindaki farkin onemi tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) yontemiyle degerlendirilmis ve gruplar arasindaki

ortalamalarin farkliliklari, Tukey coklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu boliimde mikrodalga ve ultrases uygulamalarinin peynirde bulunan azotlu maddelerin
ekstraksiyonuna etkisine dair yapilan analiz sonuglar1 verilmis, bulunan sonuglar istatiksel
olarak degerlendirilmis ve bu konularda yapilan bagka c¢aligmalar ile karsilastirilarak

bulgular yorumlanmustir.

4.1 Suda Coziinen Azot Oram

Farki ekstraksiyon yontemleri uygulanan protein izolatlarnin suda ¢6ziinen azot oranlari
olgunlasma indeksi tizerinden hesaplanarak degerlendirilmistir. Mikrodalga uygulamasinin
suda ¢dziiniir azot oranlarmna ait sonuclar Sekil 4.1 ve Cizelge 4.5 ‘te verilmistir. 40 °C’lik
su banyosunda 1 saat bekletilen (Kontrol) orneklerinsuda c¢oziinen azot oraninin %?26,
37+0,08 oldugu belirlenmistir. 30 sn’lik mikrodalga uygulamasinda suda ¢oziinen azot orani
%24,90+0,07, 40 sn’de %25,25+0,24, 50 sn’ de %26,02+0,08 ve 60. sn’de %25,61+0,07
oldugu belirlenmistir. Uygulanan ekstraksiyon siiresinin suda ¢0ziiniir azot oranina etkisi
onemli bulunmustur (p<0,05). 50 sn uygulanan mikrodalga uygulamasi kontrol 6rnekleri ile
benzer bulunmustur. Proteinler ve peptitler yiiksek dielektrik sabitine sahiptir ve mikrodalga
uygulamasi, proteinlerin aktivitesi ve yapisi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmaktadir
(Plagemann ve dig, 2014). Bu nedenle uygulanan mikrodalga destegi ile 50 sn’lik siirede
klasik ektraksiyonla elde edilen suda ¢oziinen azot oranina ulasilmistir. Yan ve dig. (2014),
arastrmasinda mikrodalga uygulamasiyla 5 dakikalik islem siiresinin proteinin hizla

parcalanarak azalabildigi ve protein alt fraksiyonlarmin igeriginin arttig1 belirtilmistir.
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Sekil 4.1: Mikrodalga destekli ekstraksiyon uygulamasima ait SCA orani.

Benzer sekilde, Quitain ve dig. (2006) proteinin amino asitlere bozunma hizin1 mikrodalga
islemiyle inceledikleri ¢calismada geleneksel yonteme kiyasla amino asit veriminde énemli
bir artis oldugunu gosterilmistir. Zhang ve dig, (2018) mikrodalga yonteminin siit
proteinlerinden beta-laktoglobulin ekstraksiyonuna olan etkilerini arastiran bir ¢aligmada,
mikrodalga uygulamasinin ekstraksiyon siiresini %50 oraninda azalttig1 ve protein verimini
artirdigini rapor etmistir. Perino-Issartier ve dig, (2012) tarafindan gergeklestirilen bir diger
calismada ise, mikrodalga destekli ekstraksiyonun toplam ekstraksiyon siiresinin %50
kisaldigy, siit proteinlerinden kazein ve peyniralt1 suyu proteinlerini izole etmede geleneksel
yontemlere kiyasla %20-40 arasinda daha yiiksek verim saglandig tespit edilmistir. Ancak
ekstraksiyon siiresinin uzatilmasiyla (60sn) suda ¢6ziinen azot oraninda bir azalma egilimi
goriilmiistiir (p<0,05). Yapilan literatiir incelemesinde Chandini ve dig, (2017) de yaptig1
caligmalar incelendiginde mikrodalga yonteminin siit ve siit iiriinlerindeki azotlu organik
maddelerin ¢ozinilirliglinii  artirdi@1 ancak islem siiresinin  kritik nokta oldugunu
belirtmiglerdir. Mikrodalga grubunda 50 sn’lik siirede elde edilen verimin siirenin artmasiyla
diismesi bu goriisii desteklemektedir. 60 sn de protein oraninin diismesi Fox ve McSweeney
(2004) de belirtmis oldugu iizere sicaklik artisinin proteinlerin stabilitesini bozarak

denatiirasyona neden olmasiyla agiklanabilir.
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Ultrases uygulamasimin suda ¢6ziiniir azot oranlarma ait sonuglar Sekil 4.2 ve Cizelge 4.6
‘da verilmistir. 40> °C’lik su banyosunda 1 saat bekletilen (Kontrol) peynir drneklerin suda
coOziinen azot oraninin %26,37+0,08 oldugu belirlenmistir. 1 dk’lik ultrases uygulamasinda
suda ¢oziinen azot oran1 %24,59+0,23, 5 dk’de %22,53+0,16, 10 dk’ da %20,09+0,16 ve 15
dk’da  %18,70+1,08 oldugu belirlenmistir. Ultrasonikasyon sirasinda kavitasyon
kabarciklarmin olusturulmasi, hiicre duvarmin lokalize olarak parcalanmasini ve hiicresel
bilesenlere daha fazla ¢oziiciiniin niifuz etmesini saglayarak hiicre i¢i tirlinlerin salinmasina
yol acar (Carpentieri ve dig, 2021). Ek olarak, sonikasyon 1s1 iiretir ve mekanik darbelerle
eslestirildiginde siispansiyonda gézenek olusumunu tesvik eder. Bu, ekstraksiyon isleminin
verimini ve protein igerigini artrmaktadir (Kingwascharapong ve dig, 2021; Chalapud ve
dig, 2023). 1dk’ lik US uygulamasi ile %24,59+0,23 suda ¢oziinen oranina ulagilmistir. Liu
ve dig, (2020) ultrases ve mikrodalga yontemlerinin birlikte kullandig1 ¢calismada, peyniralt1
suyu proteinlerinin daha yiiksek ¢oziiniirliik ve ekstraksiyon verimi sagladigini belirtilmistir.
Ultrasesin kavitasyon etkisiyle proteinlerin par¢alanmasini hizlandirdigi, mikrodalganin ise
termal etkileri optimize ederek verimi artirdigi goriilmiistiir. Ancak ultrases uygulama
sliresinin artmasinin protein suda ¢ozlniirliigili izerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Ultrases uygulama siiresinin artmasi protein yapisinda denatiirasyonun
basladigimi, 6zellikle 15 dakika gibi daha uzun siireli uygulamada, ultrasonik kavitasyonun
protein yapisini bozarak ¢oziiniirliigli onemli 6l¢lide azalttig1 soylenebilir. Arzeni ve dig,
(2012) ultrasesin olumlu fizikokimyasal etkilerini olabilecegini ancak uzun siireli
uygulamalarin dezavantaj saglayacagini savunmustur. Uzatilmig siireye bagh artan akustik
kavitasyon, ¢oziiniir proteinlerin es zamanli yeniden agregasyonla denatiire olmasina ve
boylece 15 dakikalik ekstraksiyon siiresinde gozlemlendigi gibi daha diisiik protein
ekstraksiyon verimliligine dolayisiyla daha diisiikk suda ¢oziinen oranina neden oldugu bu

bilgiye gore sOylenebilir.
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Sekil 4.2: Ultrases destekli ekstraksiyon uygulamasina ait SCA oranu.

Mikrodalga ve ultrases ekstraksiyon yontemleri kendi aralarinda degerlendirildiginde,

(Cizelge 4.1) mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde 6zellikle 50 saniyede elde edilen

9%26,02+0,08 orani, klasik ekstraksiyona oldukca yakin bir deger gostermektedir. Bu durum,

mikrodalga yonteminin klasik yonteme alternatif olabilecek verimlilige sahip oldugunu

isaret etmektedir. Ote yandan, ultrases ekstraksiyon yontemi siireye bagl olarak azalan bir

performans sergilemektedir. Siire arttikga suda ¢dziinen azot orani belirgin bir sekilde

diismekte, 1 dakikalik siirede elde edilen %24,59+0,23 orami en yiiksek deger olarak
goriilmektedir. Ancak siire 15 dakikaya ¢iktiginda oran %18,70+1,08 gibi oldukca diisiik bir

seviyeye inmistir. Bu nedenle mikrodalga yontemi, klasik ekstraksiyon degerlerine daha

yakin sonuglar sagladig1 i¢in genel anlamda daha avantajli bir se¢enek olarak gortinmektedir.

Cizelge 4.1: Uygulanan ii¢ farkli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen SCA orani.

Ozellikler Klasik Mikrodalga Destekli Ultrases Destekli
Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon
Siire Siire
(saniye) (dakika)

Suda Coziinen . 17 ec 30 24,90+0,07° 1 24,59+0,23¢
Azot (%) 40 25,25+0,24° 5 22,5340,16"
50 26,02+0,08% 10 20,09+0,16*
60 25,61+0,07% 15 18,70+1,08*
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4.2 pH 4.6 da Coziinen Azot Oram

pH 4.6’da ¢oziiniir fraksiyonda da, suda ¢oziiniir azota benzer fraksiyonlar elde edilmektedir.
pH 4.6’da, daha ¢ok pihtilagtirict enzim aktivitesi sonucu olusan azot fraksiyonlar1 ile
proteoz-pepton azotu ve serum proteinleri bulunmaktadir. Farkli siirelerde uygulanan
mikrodalganin pH 4.6’da c¢oziinen azot oranlarma etkisi Sekil 4.3 de ve Cizelge 4.5°de
gorilmektedir. Klasik ekstraksiyon Orneginde pH 4.6’da ¢Oziinen azot oraninin
(%25,15£0,6) MD-60sn 0Ornegi ile istatistiksel olarak fark olmadigi bulunmustur
(%25,86£0,36) (p>0,05). MD-40sn (%24,99+0,23) ve MD-50sn (%26,00+0,23)

orneklerinin ise kontrol 6rnegi ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.3: Mikrodalga destekli ektstraksiyon uygulamasina ait pH 4.6-CA orani

Bu azalma Zhang ve dig, (2020) mikrodalga yonteminin sicakligi kisa siirede artirarak
proteinlerin ¢oziiniirliigiinii artrmada etkili oldugunu ancak uzun siireli uygulamalarin
protein yapisinda bozulmaya yani denatiirasyona yol agacagini dolayisiyla c¢oziiniirliikte
diislis olacagin1 goriisiiyle iliskilendirilebilir. Jambrak ve dig. (2008), peynir alt1 suyu
proteinlerinin ¢dziiniirliigiiniin ultrases uygulamasiyla (20 kHz) 15 ve 30 dakikada arttigini
ve proteinlerin {i¢iinciil yapisindaki degisikliklere atfedildigini bildirdi. Baska bir caligmada
ise Baruk¢i¢ ve dig, (2015), pastorizasyon (30 dakikada 65 °C) veya 10 dakikada 60 W, 45
veya 55 °C'de ultrases (20 kHz) uygulandiktan sonra peynir alti suyunda farkli protein
icerikleri buldular.

Ultrases islem siirelerinin (1, 5, 10 ve 15 dakika) pH 4.6’da ¢oziinen azot orani (%)
tizerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.6), klasik ekstraksiyon uygulanan

33



ornekte pH 4.6’da ¢dziinen azot oran1 %25,15+0,6 ile en yiiksek degerine sahipken bunu
US-1 (%24,02+0,28) ornegi takip etmektedir ve klasik ekstraksiyonda belirtilen diizeye
ulagmistir (Sekil 4.4). Proteinlerin molekiiler yapisi sicakliklarin yiikselmesiyle daha esnek
hale gelir ve su ile protein molekiilleri arasindaki etkilesimleri kolaylastirir (Dong ve dig,
2019). Benzer olarak, Yang ve dig. (2017) ultrason isleminin protein molekiillerinin
acilmasina neden olabilecegini, boylece daha fazla proteinin agiga ¢ikmasina neden olarak
yogunlugunun artirdigint belirtmislerdir. Bu nedenle, bu yaklasim kullanilarak iiretilen
proteinler daha c¢oziiniirdiir. Keci siitii proteininin biyoaktivitesini degerlendirmek i¢in
ultrases 6n islemin ardindan enzimatik hidrolizin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, ultrases
islemi, ultrasonikasyon siiresi (20 dk) ve genlik (%80) degerlerinde elde edilen sonuglar, 6n
islemin optimum kosullar altinda ¢oziiniir protein konsantrasyonunu 4,35 £+ 0,02 mg/mL 'den
6,15 £ 0,02 mg/mL'ye ¢ikardigini gosterdi (Koirala ve dig, 2021). Ancak, ekstraksiyon
sicakligr belirli bir noktaya (60 °C) yiikseldiginde kimyasal baglar kirilmaya baslar. Bu
molekiiler yapinin ¢okmesine ve ¢okelmesine neden olarak ekstraksiyon verimini azaltir
(Dong ve dig, 2019). Bu nedenle, bu ¢calismada protein ekstraksiyonu i¢in ultrasonikasyonda
siire, sicakligm 50 °C yi gegmeyecek sekilde ayarlanmistir. Yine de ultrases islem siiresinin
artig1 protein yapilarini olumsuz etkileyerek ¢oziiniirliiglin belirgin sekilde azalmasma ve
buna bagli olarak pH 4.6’da ¢oziinen azot oraninda 6nemli diizeyde azalmaya neden
olmustur (p<0.05). Ultrasonik iglem sirasinda, protein salinimi kavitasyon kaynakli fiziksel,
mekanik ve kimyasal etkilerle saglanir (Wen ve dig, 2019). Ancak genisletilmis ultrasonik
maruziyet yani siirenin arttirilmasi kavitasyon etkilerini artirabilir ve kiitle transfer
verimliligini diisiirebilir. Ayrica, protein aktif bolgeleri agiga ¢ikabilir ve bozulabilir, bu da
verimliligini diisiirebilir (Dong ve digerleri, 2019). Chemat ve dig, (2011) ultrasesin hiicre
duvarlari parcalayarak proteinlerin biyolojik yapisini bozacagini, bu nedenle enerji miktar1
ve siiresine dikkat edilmesini 6nermektedirler. Calisma sonuglarimizi destekleyen literatiir
verileri de dikkate alindiginda uzun siireli ultrases uygulamalarmin proteinlerin yapisal

biitiinliigiinii bozarak ¢oziiniirliik lizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.4: Ultrases destekli ekstraksiyon uygulamasma ait pH 4.6-CA oranu.

Cizelge 4.2° bakildiginda pH 4.6’da ¢6zilinen azot orani agisindan mikrodalga ve ultrases
ekstraksiyon yontemlerinin farkli degerlere sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05). Ug farkli
ekstraksiyon yontemi arasinda MD-50sn (%26,00+0.23) en yiiksek pH 4.6-CA oranina sahip
ornek oldugu tespit edilmistir. Klasik ekstraksiyon yonteminde pH 4.6-CA %?25,15+0,6
oldugu ve istatistiksel olarak MD-40 sn uygulama sonrast (%24,99+0,23) pH 4.6-CA
oraninin klasik ekstraksiyon yontemi ile ayn1 oldugu bulunmustur. Ultrases yonteminde ise
1 dk’lik uygulama neticesinde (%24,02+0,28) klasik ekstraksiyon yontemine yakin sonuglar
elde edilmistir. Uygun parametreler kullanildiginda her iki yonteminde klasik ekstraksiyona

alternatif olarak kullanilabilecegi goriilmektedir.

Cizelge 4.2: Uygulanan {i¢ farkl ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen pH 4.6-CA orani.

Ozellikler Klasik Mikrodalga Destekli Ultrases Destekli
Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon
Siire Siire
(saniye) (dakika)
30 22,34+0,11¢ 1 24,02+0,28¢
pH 4.6°da 40 24.99+023% 5 19,6320,12°
Coziinen Azot 25,15+0,6% ’

(%) 50 26,00+0,23° 10 15,51+0,16*
60 25,86+0,36° 15 14,66+0,25%
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4.3 %12’lik Trikloroasetik Asitte Coziinen Azot Orani Analizi

Trikloroasetik asit (TCA) ¢oziinen azot analizi, peynirdeki proteoliz siirecinin belirlenmesi
icin yaygin olarak kullanilir. Bu analiz, 6zellikle kiiciik ve orta zincirli peptitler ve serbest
amino asitler gibi diisiik agirlikli, azotlu bilesiklerin belirlenmesine yoneliktir Hayaloglu
2003). TCA degisiklikleri azot fraksiyonlari, proteoliz sonucu olusan kiiclik peptitler ve
serbest amino asitleri icerir (Ertekin 2007). Farkl siirelerde uygulanan mikrodalganin’nin
%12 TCA’da ¢6zlinen azot oranlarina etkisi Sekil 4.5’te ve Cizelge 4.5’te goriilmektedir.
Klasik ekstraksiyon orneginde TCA’da ¢0ziinen azot oraninin (%16,27+0,24) MD-40sn
ornegi ile istatistiksel olarak benzerlik gosterdigi (%16,06+0,05) MD-50sn 6rnegin oranina
gore ise daha diisiik oldugu (%17,09+0,12) belirlenmistir. Perino-Issartier ve dig, (2012)
mikrodalga destekli ekstraksiyonun, 1sinin kontrollii kullanimiyla protein yapisii bozmadan
verimi artirabilecegini ve bu yontemin toplam ekstraksiyon siiresini azalttigmi belirtmistir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yapilan izolatlarin 30. sn sonras1 %13,90+0,55 TCA’da
¢Oziiniir azot orani ile en diisiik degerde oldugu, ekstraksiyon siiresindeki artis ile TCA’da
¢Oziliniir azot oraninin 6nemli diizeyde yiikseldigi belirlenmistir. Zou ve dig, (2018)
mikrodalga destekli ekstraksiyonun protein hidrolizini hizlandirdigini, TCA’da ¢6ziinen
azot oranini artirmada etkin bir yol olabilecegini tespit etmistir. Ozellikle kisa siireli
uygulamalarda hem yiiksek verim saglamasi hem de endiistriyel kullanima uygun bir yontem
olmas1 nedeniyle alternatif bir yol olabilecegini belirtmistir. Ancak 60 sn’lik daha uzun siireli
uygulamanin ise tam tersi etki yaparak TCA’da ¢oziinen azot oraninin %15,39+0,07
seviyesine gerilemesine neden olmustur. Bu azalma Zhang ve dig, (2020) mikrodalga
yonteminin sicakligir kisa siirede artirarak proteinlerin ¢oziiniirliiglinii artirmada etkili
oldugunu ancak uzun siireli uygulamalarin protein yapisinda bozulmaya yani denatiirasyona

yol acacagmi dolayisiyla ¢oziiniirliikte diisiis olacagmi goriisiiyle iliskilendirilebilir.
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Sekil 4.5: Mikrodalga destekli ektstraksiyon uygulamasina ait %12 TCA-CA orani.

Ultrases islem siirelerinin (1, 5, 10 ve 15 dakika) %12’lik TCA’da ¢6ziinen azot orani (%)
iizerindeki etkisine iliskin degerler Sekil 4.6 ve Cizelge 4.6’te verilmistir. Klasik
ekstraksiyon 6rneginde TCA’da ¢6ziinen azot oraninin %16,27+0,24 ile en yiiksek degerin,
ultrases ile 1 dakikalik uygulama sonrasi elde edilen TCA’da ¢0ziinen azot oranimin ise
9%13,4240,52 olarak azalma gosterdigi ve uygulama siiresinin arttirilmasiyla da onemli
diizeyde diisiis oldugu gozlenmistir (p<0.05). En diisik TCA’da ¢6zlinen azot oran1 15 dk
siireyle uygulanan islemde %10,00+£0,20 olarak belirlenmistir. Uzatilmis ultrasonik
ekstraksiyon siiresi (15 dk), 1 dakikalik isleme kiyasla daha diistik bir ekstraksiyon verimi
gostermistir. Uzatilmig siireye bagli artan akustik kavitasyon, ¢Oziiniir proteinlerin es
zamanli yeniden agregasyonla denatiire olmasma ve boylece 15 dakikalik ekstraksiyon
stiresinde gozlemlendigi gibi daha diisiik TCA’da ¢dziinen azot oranina neden olabilir. Karki
ve arkadaglar1 (2009), ultrases uygulamasinin yagsiz soya pulpasindan elde edilen soya
protein izolatlarinin verimi ve fonksiyonel 6zellikleri iizerindeki etkilerini incelemistir.
Calisma sonucunda, ultrases uygulamasinin soya protein izolatlarinin ¢oziiniirligilini
artirdig1 belirlenmistir. Ancak, uzun siireli ultrases uygulamalarinin proteinlerin dogal
yapisin1 bozarak c¢Oziiniirlikte azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar,
ultrasesin verimli ve kontrollii bir sekilde kullanilabilmesi i¢in uygulama kosullarinin

dikkatli bir sekilde se¢ilmesi gerektigini vurgulamislardir.
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Sekil 4.6: Ultrases destekli ektstraksiyon uygulamasina ait % TCA-CA orani.

Cizelge 4.3’e bakildiginda %12’lik TCA’da ¢dziinen azot orami agisindan mikrodalga ve
ultrases ekstraksiyon yontemlerinin farkli degerlere sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05).
Uc farkli ekstraksiyon yontemi arasinda MD-50 sn (%17,0940,12) en yiiksek TCA’da

¢Oziiniie azot oranina sahip ornek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3: Uygulanan ii¢ farkl ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen % 12 TCA-CA
orani.

Klasik Mikrodalga Destekli ~ Ultrases Destekli

Ozellikler Eksrtaksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon

Siire Siire
(saniye) (dakika)

d cd

%12 30 13,90+0,55 1 13,4210,52b

’ 16,06+0,05¢ 5 12,41+0,05

TCA'a 6 574004 ; b

¢oziinen 50 17,09+0,12 10 11,86%0,20

azot (%) 60 15,390,07° 15 10,00+0,2°

Klasik ekstraksiyon yonteminde ise bu oran %16,27+0,24 oldugu ve istatistiksel olarak MD-
40 sn (%16,06+£0,05) ve 50 sn (%17,09+0,12) uygulama sonrasi oraninin klasik ekstraksiyon
yontemi ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Ultrases yonteminde ise 1 dk’lik uygulama

neticesinde (%13,90+0.55) MD-30sn uygulanan yontemine benzer sonug¢ (%13,42+0,52)
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elde edilmistir. Uygun parametreler kullanildiginda klasik ekstraksiyona alternatif olarak

kullanilabilecegi goriilmektedir.

4.4 Toplam Serbest Aminoasit Miktari

Mikrodalga destekli ektraksiyona iliskin toplam serbest aminoasit miktarlarindaki degisim
Cizelge 4.5 ve Sekil 4.7°de verilmistir. Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin sonuglarinin
farkli degerlere sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05). Kontrol grubunun toplam serbest
aminoasit degerinin 125,6+3,84 mg Leu/kg peynir olarak mikrodalga 50sn uygulamasiyla
istatistiksel olarak benzerlik gosterdigi ancak 30sn, 40sn ve 60sn uygulamasina gore daha
yikksek oldugu bulunmustur. Toplam serbest aminoasit miktar1 agisindan mikrodalga
ekstraksiyon siiresinin etkileri degerlendirildiginde 30 sn mikrodalga uygulamasi sonrasinda
toplam serbest aminoasit miktar1 63,23+9,83 mg Leu/kg peynir ile en diisiik seviyede
kalmistir. Stire 40 sn ¢ikarildiginda, konsantrasyon 105,10+1,81 mg Leu/kg peynir diizeyine
yiikselmis ve anlamli bir artis géstermistir (p<0,05). 50sn’de ise 119,0919+0,99 mg Leu/kg
peynirile en yiiksek konsantrasyon degerine ulasmistir. Ancak, 60sn uygulama yapildiginda,
konsantrasyon 90,98+2,19 mg Leu/kg peynir seviyesine diismiis ve uzun siirelerin sicaklik

artisina bagli olarak serbest aminoasit miktarini olumsuz etkileyebilecegini gostermistir.
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Sekil 4.7: Mikrodalga uygulamasmin toplam serbest aminoasit miktarina etkisi.

Bu sonuglar, Chemat ve dig. (2011) tarafindan mikrodalga teknolojisinin kisa stirede etkili
oldugunu, ancak agir1 sicaklik artisi ile protein yapisint bozabilecegini ifade eden bulgularla

uyumludur.
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Ultrases destekli ektraksiyona iligkin toplam serbest aminoasit miktarlarindaki degisim
Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8°de verilmistir. Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin farkli
degerlere sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05). Toplam serbest aminoasit miktar1 agisindan
farkli ultrases uygulama siirelerinin etkisi degerlendirildiginde, siire arttikca serbest
aminoasit miktarinda belirgin bir azalma gozlemlenmistir. 1 dk ultrases uygulamasi ile
toplam serbest aminoasit miktar1 111,59+3,61 mg Leu/kg peynir olarak belirlenmis ve en
yiikksek deger elde edilmistir. Bu siire, ultrases yonteminin baslangicta etkili oldugunu
gostermektedir. Ancak siire uzadikea; 5, 10 ve 15 dk’lik uygulamalar neticesinde sirasiyla
76,16+0,49, 71,248,95 ve 61,23+0,43 mg Leu/kg peynir degerlerinde tespit edilmis ve

azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4.8: Ultrases uygulamasmin toplam serbest aminoasit miktarina etkisi.

Cizelge 4.4’e bakildiginda toplam serbest aminoasit miktar1 acisindan mikrodalga ve
ultrases ekstraksiyon yontemlerinin farkli degerlere sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05).
U farkll ekstraksiyon yontemi arasmda klasik ekstraksiyon (125,60+3,84 mg Leu/kg

peynir) en yliksek toplam serbest aminoasit miktarina sahip 6rnek oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4: Uygulanan {i¢ farkl ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen toplam serbest
aminoasit (mg Leu/kg peynir)

Ozellikler Klasik Mikrodalga Destekli Ultrases Destekli
Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon
Siire Siire
(saniye) (dakika)
a de
TFAA 30 63,2349,83 1 111,5943,61
(mg 40 105,10£1,81¢ 5 76,16+0.49°
125,60+3,84°¢ d b
Leu/kg 50 119,09+0,99% 10 71,248,95
peynir) 60 90,9842, 19 15 61,2340,43°

MD-50sn ve US-1dk uygulanan yontemlerinde ise bu degerin sirasiyla 119,09+0,99 ve
11,5943,61 mg Leu/kg peynir oldugu ve istatistiksel olarak benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. MD-30sn uygulanan yontemde ise en diisiik miktarda 62,23+9,83 mg Leu/kg

peynir oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.5: Mikrodalga uygulamasi ile elde edilen proteoliz degerleri.

Eksltil‘?lzisli(yon Ekstraksiyon Mikrodalga

Siiresi (sn)  Ekstraksiyon

30 24.90+0.07%

Suda Coziinen Azot/TN (%) 26.37+0.08¢ 40 25.2540.24°
50 26.02+0.084

60 25.61+0.07¢

30 22.34+0.11*%

pH 4.6’da Coziinen 05 15.40.6% 40 24.99+0.23°
Azot/TN (%) 50 26.00+0.23¢
60 25.86+0.36"

30 13.90+0.55%

° ’ 5zii 40 16.06+0.05%
fubertehd ?%(;a oenen 16.27+0.24° 50 17.090.12¢
60 15.3940.07°

30 63,23+9,83¢

it g ey BSOS
60 90,98+2,19°
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Mikrodalga yontemi, kisa siirede etkili sonuglar sunarak serbest aminoasit miktarini ultrases
yontemine gore daha yiiksek seviyelere ¢ikarabilmektedir. Ultrases yontemi ise kisa siireli
uygulamalarda etkili olmakla birlikte, wuzun siireli kullanimlarda stabiliteyi

koruyamamaktadir.

Cizelge 4.6: Ultrases uygulamasi ile elde edilen proteoliz degerleri.

Klasik Ekstraksiyon Ultrases
Ekstraksiyon Siiresi (dak.) Ekstraksiyon

1 24.59+0.234
22.53+0.16°
Suda Coziinen Azot/TN (%) 26.37+0.08° b
10 20.09+0.16
15 18.70+1.08%
1 24.02+0.28°
) - 5 19.63+0.12°
pH 4.6’da Coziinen Azot/TN 25 1540 6°
(%) 10 15.51+£0.16%
15 14.66+0.25%
1 13.42+0.52°¢
, .o il 5 12.41£0.05°
% 12 TCA’da Coziinen 16.27+0 244
Azot/TN (%) 10 11.86+0.20°
15 10.00+0.20%
1 111,5943,61°
. . 5 76,16+0.49%
T(-)plam Serbest Amlnoas.lt 125.60+3,84°
miktar1 (mg Leu/kg peynir) 10 71,2+8,95%

15 61,23+0.43%

4.5 HPLC ile Peptit Profilinin Belirlenmesi

HPLC yo6ntemi ile proteinlerin hidrolizi sonucu olusan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin
ayrimi yiiksek hassasiyetle yapilmaktadir. Genelde kromatogramlar hidrofobik bolge ve
hidrofilik bolge olarak ayrilabilir. Bu bolgelerde olusan peptit sayis1 ve pik yiiksekligi (veya
pik alani) degerlendirilerek yorumlar yapilir ve olustugu bdlgeler peynirde proteoliz

konusunda onemli bilgiler verir.

Mikrodalga uygulama siirelerinin ve klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen orneklerin

HPLC kromotogram Sekil 4.9 ve 4.10°da verilmistir. Kromatogram iizerinde yeni ve farkl
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yiikseklikleri sahip pikler isaretlenmistir. Kontrol 6rnegine gore 12., 22., ve 43. alikonma
stirelerinde mikrodalga uygulamasiyla yeni pik olusumu oldugu goriilmiistiir. Alikonma
stiresinin 54. dk’ da ise MD-60sn uygulanmasi sonrasi ortaya ¢ikan yeni kiigiik pik varligi

oldugu ve diger kromatogramlarda ¢ikmadig1 goriilmektedir.

Perino-Issartier ve dig, (2012), mikrodalga destekli ekstraksiyonun protein yapisinda
coziinlir kiiciik molekiillerin olusumunu sagladigini ifade etmistir. Artan mikrodalga

stiresiyle olusan yeni pik bu goriis dogrultusunda degerlendirilebilir.

T T T T T T T T T T T T T T T
X} 50 100 150 200 250 0.0 350 200 450 500 550 800 1] 700 750

Sekil 4.9: 30 sn (a) ve 40 sn (b) mikrodalga uygulamasinin peptit profiline etkisini
gosteren HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.10: 50 sn (a) ve 60 sn (b) mikrodalga uygulamasmin peptit profiline etkisini
gosteren HPLC kromatogramlari.

Ultrases uygulamasi ve klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen izolatlarin HPLC
kromatogrami Sekil 4.11 ve 4.12°de verilmistir. Kromatogram iizerinde yeni ve farkli
yiiksekliklerine sahip pikler isaretlenmistir. Pik profillerinde hem yiikseklik hemde
konsantrasyon bakimindan farkli alikonma siirelerinde degisiklikler gdzlenmistir. Ozellikle
US-1dk kontrol 6rnegine benzer bir profil gosterirken 5. dk ultrason uygulamasiyla profil
degismistir. Peptit profilinde hem hidrofilik hem hidrofobik bolgede bulunan peptitlerin
farkli profilde oldugu ilgi ¢ekicidir. Ultrason, yiizey asmmasi ve pargacik par¢alanmasina
neden olan kavitasyon adi verilen dnemli bir kesme kuvveti ve mekanik enerji iiretir
(Nipornram ve dig, 2018). Feng ve dig, (2011) gore akustik kavitasyondan kaynaklanan
kayma kuvvetleri, ekstrakttaki bazi protein molekiillerinin konformasyonunda degisime
neden olabilir ve bu da protein ylizey hidrofobisitesini azaltici yonde degistirir.
Hidrofobisite, bir yiizeydeki agiga ¢ikan hidrofobik kisimlarin kapsamini ifade eder.
Proteinlerin arayliz aktivitesiyle yakindan i¢ igedir ve bu nedenle protein stabilitesi ve
konformasyonunda 6nemli bir rol oynar ve nihayetinde protein islevselligini etkiler (Zhou

ve Yang, 2019). Bununla beraber, ultrason destekli ekstraksiyonun (US-1dk) klasik
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ekstraksiyon ile benzer profili gdstermesi ekstraksiyon siiresinin etkili bir sekilde azalttiginin

onemli bir kanitidir.

Ultrases uygulamasinda siirenin artis1 6nceki boliimde belirtildigi gibi toplam serbest
aminoasit degerlerinde dnemli diizeyde diislise neden olmus ve bu azalma peptit profiline
yansimustir. Ultrases uygulamalarinda siire uzadik¢a, kavitasyon etkisi sonucu olusan mikro
kabarciklarm patlamasi protein yapisini mekanik olarak pargalar. Bu durum, baglangigta
protein ¢Oziiniirliiglinii artwrabilirken, uzun siireli uygulamalarda ¢oziiniir fraksiyonlarda

azalmaya neden olabilir.
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Sekil 4.11: 1 dk (a) ve 5 dk (b) ultrases uygulamasinin peptit profiline etkisini gésteren
HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.12: 10 dk (a) ve 15 dk (b) ultrases uygulamasinin peptit profiline etkisini gésteren
HPLC kromatogramlari.

Sekil 4.13 de mikrodalga (MD) ve ultrases (US) uygulamalarinin peptit profili lizerindeki
etkileri gdzlemlenmektedir. Isaretli alanlar, farkli yontemlerin spesifik peptit bdlgeleri
iizerindeki  yogunluklarin1  karsilastirmaktadir.  Isaretli  bolgelerde, mikrodalga
uygulamalarinda pik seviyelerinin birbirine yakin oldugu gorilmektedir. Bu durum
mikrodalga uygulamasinin peptit profili iizerinde onemli bir degisime neden olmadigini
gostermektedir. Buna karsilik, ultrases uygulamasinda 1 dk’lik islem sonrasinda pik
seviyelerinin belirgin sekilde daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Bu azalma, ultrases
yonteminde ultrasesle muamele siiresi uzadikgca peptit stabilitesinin Onemli Olgiide
bozuldugunu gostermektedir. Bu nedenle, peptit profili acisindan mikrodalga ydntemi

ultrases yontemine gore daha etkili ve koruyucu bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.13: Mikrodalga ve ultrases uygulamalarinin peptit profiline etkisini gosteren HPLC
kromatogrami.

4.6 Elektroforetik Yontemle (Ure-PAGE) Protein Profili

Elektroforez, yiiklii proteinlerin elektriksel alandaki hareketine dayanan bir ayirma
teknigidir. Elektroforezde molekiilleri hareket ettiren gilic elektrik potansiyelidir.
Proteinlerin elektroforetik ayiriminda, onlarin molekiil boyutlar1 ve net elektrik yiiklerindeki
farkliliklarindan yararlanilmaktadir (Hayaloglu ve Ozer 2021). Ultrason ve mikrodalga
destegi ile elde edilen protein ektraktlarmin birincil yapilari, Ure-PAGE'deki ayrimma gore
kontrol ornekleri ile karsilastirilmistir (Sekil 4.14a). Peynir proteinleri. a, B, vy, «, kazein
olmak iizere kazein dort farkl fraksiyon igerir. Kontrol grubundaki bant yogunlugu ve
sayisinin daha az oldugu goriilmektedir. Dansitometrik analizinden elde edilen veriler (Sekil
14.4b) klasik ekstraksiyon uygulamasi ile ultrases ve mikrodalga uygulamalar1 iki ayr1 yerde
kiimelendigini gdstermistir. Dendogram, MD-30sn uygulamasi ile klasik ekstraksiyon
uygulamasinin benzer parcalanma iiriinlerine sahip oldugunu ve MD-40sn ve MD-60sn
bantlarm ise benzer parcalanma iiriinlerine sahip oldugunu ve US-5dk ile ayn1 alt grupta yer
aldigini gostermektedir. Ozellikle B-CN ve asi-CN gibi proteinlerin par¢alanmasiyla olusan
kiiciik molekiiler agirhikli kazein alt fraksiyonlarmin 40-60 sn’lik mikrodalga islemi

uygulanan 6rneklerin bulundugu bantta yogun oldugu ve uygulanan bu siirede daha yiiksek
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verim elde edildigi sdylenebilir. Bu sonu¢ Zhang ve dig, (2020) yaptiklar1 ¢aligmada
mikrodalganm proteinlerin ¢oziinlirliigiinii artirdigim1 ve bunun daha net bant cizgilerine
neden olacagini belirttikleri calismayla uyumludur. Bantlardaki belirsizlik ve dagmiklik,
proteolitik aktivitenin etkisiyle kii¢iik peptit parcalarinin olusumunu destekler. Siit proteinin
peptitlere enzimatik hidrolizle ultrasonik 6n islemin hidrolize etkisini ag¢iklamak igin,
hidrolizatlara SDS-PAGE gerc¢eklestirildigi bir ¢alismada, enzim protein hidrolizatinin
ultrasonik 6n iglem goérmiis elektroforetik bantlarinda 180 dakikalik hidrolizden sonra peynir
alt1 suyu protein bantlarinin tamamen kayboldugu belirlenmistir. Bunun nedeni, kiiresel
peynir alt1 suyu proteinlerinin bozulmasina neden olan ultrasonik dalgalar oldugu 6ne

stiriilmiistiir (Liu ve dig, 2014).

a b

Na-CN  KE(1) KE(2) MD-30 MD-40 MD-50 MD-60 US-1 US-5 ~ US-10 US-15

L 3

B-kgzsin

o -kazein
S

V8] -kazein
pargalanma

Sekil 4.14: Ure-PAGE yontemi ile kazein fraksiyonlarinm elektroforetik gériiniimii (a) ve
dendogram goriintiisii (b).
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Altay ve dig, (2025) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada, ultrases uygulamasi ve ohmik
isitmanin Cheddar peyniri igerisindeki proteinlerin iglevselligi iizerindeki birlesik etkileri
incelenmistir. SDS-PAGE analizleri sonucunda, ultrases uygulanmis peynir drneklerinde
protein yapi taslarinin farklilagtigi ve ¢oziiniirliigiin arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte,
yiiksek kavitasyon etkisinin siit bilesenlerinde mikro kabarciklar olusturarak fiziksel ve
kimyasal degisimlere yol actig1 da rapor edilmistir. Bu durum, alt kisimlardaki daha ince
bantlari olusumunu agiklayabilir. Ultrases uygulamalarinda siirenin uzamastyla parcalanma
iirlinlerine ait bantlarin yogunlugunda bir azalma gézlenmektedir. Bu durum, sonikasyon
sirasinda kayma gerilimi tirbiilanslarinin peptit baglarin1 kiramayacagi ve proteinlerin

birincil yapilarmi degistiremeyecegi sonucu ile a¢iklanabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, mikrodalga ve ultrases destekli uygulamalar ile peynirdeki azotlu bilesikler
ekstrakte edilmis, sonuglar klasik yontemle ekstrakte edilen azotlu bilesik degerleriyle
kargilastirilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda;

Mikrodalga yontemi, hizli bir sekilde enerji aktarimi yaparak protein ¢oziiniirliigiinii artirma
potansiyeline sahiptir. Yapilan analizler neticesinde 50 saniyelik uygulama siiresi ile suda,
pH 4.6 ve %12’lik TCA’da ¢oziiniir azot oranlarinda klasik ekstraksiyon yontemine en yakin
azot oranlar1 tespit edilmistir. Benzer sekilde kontrol (klasik ekstraksiyon) grubunun toplam
serbest aminoasit degerinin mikrodalga 50 sn uygulamasiyla istatistiksel olarak benzer
oldugu tespit edilmistir. Ure-PAGE analizinde elde edilen bantlarda 6zellikle B-CN ve asi-
CN gibi proteinlerin parcalanmasiyla olusan kiigiik molekiiler agirhikli kazein alt
fraksiyonlar1 kontrol (klasik ekstraksiyon) grubu ile benzer bir goriintii olusturmustur.
Ancak siire uzadik¢a (Ornegin 60 saniye) proteolitik niteligi temsil eden analiz
parametrelerinin degerlerinde diisiis oldugu goriilmektedir. HPLC ile yapilan peptit profili
incelemesinde ortaya ¢ikan yeni kii¢iik pik varhigi sicaklik artisina baglh olarak protein
yapisinda olusan denatiirasyonu gdstermektedir. Mikrodalga yontemi, siire ve sicaklik
kontrolii dogru bir sekilde yapildigi takdirde etkili bir ¢6ziim sunmaktadir ve 6zellikle hizli

sonug elde edilmesi gereken durumlar i¢in avantajlidir.

Ultrases yontemi ise diisiik stire de kavitasyon etkisi ile protein ¢oziniirliglinii artirmada
etkili olmustur. Suda, pH 4.6 ve %12’lik TCA’da ¢6ziiniir azot oranlarinda klasik
ekstraksiyon yontemine en yakin azot oranlar1 1 dakikalik ultrases uygulamasi sonrasi tespit
edilmistir. Benzer sekilde ultrason destekli ekstraksiyonun 1 dakikalik uygulamasiyla klasik
ekstraksiyon ile benzer bir peptit profili belirlenmistir. Ancak siirenin uzamastyla ¢oziiniir
azot fraksiyonlarinda ve toplam serbest aminoasit miktarinda diisiis yasanmis bu azalma
peptit profiline de yansimistir. Bu azalma, ultrases yonteminde ultrasesle muamele siiresi
uzadikga kavitasyon etkisiyle peptit stabilitesinin 6nemli Olglide bozuldugunu

gostermektedir.

Elde edilen sonuglara gore her iki yontemde 6zellikle islem siiresi dikkate alindiginda klasik
ekstraksiyon yontemine alternatif birer yontem olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ancak
ultrases yontemine kiyasla mikrodalga destekli ekstraksiyonun peptit profili agisindan daha
etkili ve koruyucu bir yontem olarak one ¢iktig1 belirlenmistir. Bu bulgular, literatiirdeki
caligmalarla uyum icerisinde olup, modern teknolojilerin ekstraksiyon siireclerine

entegrasyonunu destekleyebilecek niteliktedir.

50



6. KAYNAKLAR

Abadia-Garcia, L., Castano-Tostado, E., Ozimek, L., Romero-Gomez, S., Ozuna, C., &
Amaya-Llano, S. L. (2016). Impact of ultrasound pretreatment on whey protein

hydrolysis by vegetable proteases. Innovative Food Science & Emerging
Technologies, 37, 84-90.

Akarca, G., Caglar, A., & Tomar, O. (2013). Mozzarella peyniri: Tanimi, {iretim
yontemleri ve kalite parametreleri. Akademik Gida, 11(3-4), 91-95.

Akbag, A. (2024). Susam kiispesinden ultrason ve enzim destekli protein ekstraksiyonu
(Yiiksek Lisans Tezi). Istanbul Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii.

Alikhani, Z., & Fadavi, A. (2020). Effect of microwave heating on the denaturation of whey
proteins in milk. Journal of Dairy Science, 103(5), 3897-3904.

Altay, 1., Kominami, Y., Queiroz, L. S., Huppertz, T., Sloth, J. J., & Mohammadifar,
M. A. (2025). Combined effect of ultrasonication and ohmic heating on protein
functionality of Cheddar cheese. International Dairy Journal, 160, 106116.

Akgiin, H. A., & Kok Tas, T. (2022). Peynir teknolojisinde kullanilan hayvansal kaynakl1
enzimler ile ilgili giincel arastirmalar. Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi, Ozel Say: 36,
61-66.

Ardo, Y., McSweeney, P. L. H., Magboul, A. A. A., Upadhyay, V. K., & Fox, P. F.
(2017). Biochemistry of Cheese Ripening: Proteolysis. In P. L. H. McSweeney, P. F.
Fox, P. D. Cotter, & D. W. Everett (Eds.), Cheese: Chemistry, Physics 8 Microbiology
(Fourth, p. 425). Academic Press.

Arslaner, A., & Bakircl, 1. (2016, September). Proteolysis of tulum cheeses ripened in
different packaging material [Farkli ambalaj materyallerinde olgunlastirilan tulum
peynirlerinde proteoliz]. Conference paper.

Arzeni, C., Martinez, K., Zema, D., Arias, A., & Perez, O. E. (2012). Influence of
ultrasound processing on the functional properties of milk proteins. In Dairy Science
and Technology Advances, Proceedings of the 6th International Symposium on Dairy
Technology.

Arzeni, C., Zema, P., Lépez de Apodaca, E., & Castro, M. A. (2012). Influence of food
matrix and process conditions on the antioxidant properties of whey protein
hydrolysates. International Dairy Journal, 26(2), 121-125.

Atallah, A. A., Ismail, E. A., Yehia, H. M., Elkhadragy, M. F., & Khater, E. S. G. (2022).
Proteolytic development and volatile compounds profile of Domiati cheese under
modified atmosphere packaging. Fermentation, 8(8), 358

Barbosa-Canovas, G. V., Juliano, P., Tapia, M. S., & Zhang, H. Q. (2020). Innovative
food processing technologies. Elsevier.

Barukd¢ié, L., Jakopovié, K. L., Herceg, Z., Karlovié, S., & Bozani¢, R. (2015). Influence
of high intensity ultrasound on microbial reduction, physico-chemical characteristics

and fermentation of sweet whey. Innovative Food Science & Emerging
Technologies, 27, 94-101.

Beresford, T. P., Fitzsimons, N. A., Brennan, N. L., & Cogan, T. M. (2001). Recent
advances in cheese microbiology. International Dairy Journal, 11(4-7), 259-274.

51



Bitwell, C., Indra, S. S., Luke, C., & Kakoma, M. K. (2023). A review of modern and
conventional extraction techniques and their applications for extracting phytochemicals
from plants. Scientific African, 19, e01585.

Chakraborty, S., Uppaluri, R., and Das, C. (2020). “Optimization of ultrasound-assisted
extraction (UAE) process for the recovery of bioactive compounds from bitter gourd
using response surface methodology (RSM),” Food and Bioproducts Processing, 120,
114-122

Chalapud, M. C., & Carrin, M. E. (2023). Ultrasound-assisted extraction of oilseeds—
Sustainability processes to obtain traditional and non-traditional food ingredients: A
review. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 22, 2161-2196.

Chandini, R. S., Inamdar, A. 1., & Kumar, P. (2017). Applications of microwave-assisted
extraction for the food industry: An overview. In M. K. Gupta (Ed.), Emerging Trends
in Food Processing Technologies, Proceedings of the International Conference on
Food Processing.

Chandrapala, J., Martin, G. J. O., Zisu, B., Kentish, S. E., & Ashokkumar, M. (2012).
The effect of ultrasound on casein micelle integrity. Journal of dairy science, 95(12),
6882-6890.

Chemat, F., Abert-Vian, M., & Fabiano-Tixier, A. S. (2017). Green extraction of
bioactive compounds: Theory and practice. Springer International Publishing.

Chemat, F., Rombaut, N., et al. (2011). Green extraction of bioactive compounds using
microwave-assisted processes. Innovative Food Science & Emerging Technologies.

Chemat, F., & Vian, M. A. (2014). Ultrasound-assisted extraction: green and sustainable
techniques for bioactive compound recovery. Modern Analytical Chemistry, 6(2), 33-
40.

Chemat, F., Zill-e-Huma, & Khan, M. K. (2011). Applications of ultrasound in food
technology: Processing, preservation, and extraction. Ultrasonics Sonochemistry.

Chen, Z., Li, Y., Lin, S., Wei, M., Du, F., & Ruan, G. (2014). Development of continuous
microwave-assisted protein digestion with immobilized enzyme. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 445(2), 491-496.

Collins, Y. F., McSweeney, P. L. H., & Wilkinson, M. G. (2003). Lipolysis and free fatty
acid catabolism in cheese: A review of current knowledge. International Dairy Journal,
13(11), 841-866.

Corredig, M., Nair, P. K., Li, Y., Eshpari, H., & Zhao, Z. (2019). Invited review:
Understanding the behavior of caseins in milk concentrates. Journal of Dairy
Science, 102(6), 4772-4782.

Cui, Q., Wang, G., Gao, D., Wang, L., Zhang, A., Wang, X., ... & Jiang, L. (2020).
Improving the gel properties of transgenic microbial transglutaminase cross-linked

soybean-whey mixed protein by ultrasonic pretreatment. Process Biochemistry, 91,
104-112.

Dahham, S. S., Ali, M. N., Tabassum, H., & Khan, M. (2015). Studies on antioxidant
activities of hibiscus species. Journal of King Saud University - Science, 27(3), 224—
220.

Dahmoune, F., Spigno, G., Moussi, K., Remini, H., Cherbal, A., & Madani, K. (2014).
Pistacia lentiscus leaves as a source of phenolic compounds: Microwave-assisted

52



extraction optimized and compared with ultrasound-assisted and conventional solvent
extraction. Industrial crops and products, 61, 31-40.

Dervisoglu, M., Aydemir, O., & Yazci, F. (2007). Peynir yapiminda kullanilan
pihtilastirict enzimler ve kazein fraksiyonlar1 iizerine etkileri. Gida, 32(5), 241-249

Dissanayake, M., & Vasiljevic, T. (2009). Functional properties of whey proteins affected
by heat treatment and hydrodynamic high-pressure shearing. Journal of Dairy Science,
92(4), 1387-1397.

Dong, Z. Y., Li, M. Y., Tian, G., Zhang, T. H., Ren, H., & Quek, S. Y. (2019). Effects of
ultrasonic pretreatment on the structure and functionality of chicken bone protein
prepared by enzymatic method. Food chemistry, 299, 125103.

El-Aidie, S. A. M., Castro-Muiioz, R., Abu-Jdayil, B., & El-Dieb, S. M. (2024). The role
of microbial coagulants on the physicochemical, proteolysis, microstructure and
sensory properties of low-fat Edam cheese manufactured from ultrafiltered buffalo
milk. International Dairy Journal, 137, 105995.

Eskilsson, C. S., & Bjorklund, E. (2000). Analytical-scale microwave-assisted extraction.
Journal of Chromatography A, 902(1), 227-250.

Feng, H., Barbosa-Canovas, G. V., & Weiss, J. (Eds.). (2011). Ultrasound technologies
for food and bioprocessing (Vol. 1, p. 599). New York: Springer.

FitzGerald, R. J., & Meisel, H. (2000). Milk protein-derived peptide inhibitors of
angiotensin-I-converting enzyme. British Journal of Nutrition, 84(S1), S33-S37.

Fox, P. F., & McSweeney, P. L. H. (1996). Proteolysis in cheese during ripening. Food
Reviews International, 12(4), 457-509.

Fox, P. F., Guinee, T. P., Cogan, T. M., & McSweeney, P. L. H. (2000). Fundamentals of
cheese science. Aspen Publishers.

Fox, P. F., & McSweeney, P. L. H. (2004). Cheese: Chemistry, Physics and Microbiology
(3Brd ed., Vols. 1 & 2).

Fox, P. F., Guinee, T. P., Cogan, T. M., & McSweeney, P. L. H. (2017). Fundamentals of
cheese science (2nd ed.). Springer.

Gligor, O., Mocan, A., Moldovan, C., Locatelli, M., Crisan, G., & Ferreira, I. C. (2019).
Enzyme-assisted extractions of polyphenols—A comprehensive review. Trends in Food
Science & Technology, 88, 302-315.

Guo, Q., & Wang, P. (2017). Denaturation and aggregation of milk proteins induced by
high-temperature short-time (HTST) and microwave heating. International Journal of
Food Properties, 20(supl), S542-S554.

Giil, O., Saricaoglu, F. T., & Mortas, M. (2021). Influence of microwave heating on
Maillard reaction and protein modifications in dairy products. Food Chemistry, 343,
1284309.

Gumus, P., & Hayaloglu, A. A. (2019). Effects of blends of camel and calf chymosin on
proteolysis, residual coagulant activity, microstructure, and sensory characteristics of
Beyaz peynir. Journal of Dairy Science, 102(7), 5945-5956

Handa, S. S. (2008). An overview of extraction techniques for medicinal and aromatic
plants. Extraction technologies for medicinal and aromatic plants, 1(1), 21-40.

53



Hayaloglu, A. A. (2003). Starter Olarak Kullanilan Bazi Lactococcuc SuslarininBeyaz
peynirlerin Ozellikleri Uzerine Etkisi. Doktora Tezi, Adana, 170 s.

Hayaloglu, A. A. (2009). Cheese texture and microstructure. In Encyclopedia of Dairy
Sciences (2nd ed., pp. 754-762).

Hayaloglu, A. A., Giiven, M., Fox, P. F., & McSweeney, P. L. H. (2005). Influence of
starters on chemical, biochemical, and sensory changes in Turkish White-brined cheese
during ripening. Journal of Dairy Science, 88(10), 3460-3474.

Hayaloglu, A. A., McSweeney, P. L. H. (2014). Primary biochemical events during cheese
ripening. Dairy Microbiology and Biochemistry: Recent Developments.

Hayaloglu, A. A., Ozer, B. (2021). Peynir Biliminin Temelleri. Nobel Yaymecilik.

Hayaloglu, A. A., Topcu, A., & Koca, N. (2011). Peynir analizleri. Bolim 17, Gida
Miihendisligi Boliimii Yayin. Inonii Universitesi, Ege Universitesi ve Hacettepe
Universitesi Miihendislik Fakiilteleri. ResearchGate.

Haug, W., Diiring, R.-A., & Wanner, U. (2007). Changes in free amino acids and short-
chain peptites during maturation of cheese and their implications for bioavailability and
digestibility. Journal of Dairy Science, 90(7), 3290-3300.

Huppertz, T., & Fox, P. F. (2019). Effects of high-pressure treatment on the
microbiological and physicochemical properties of milk: A review. International Dairy
Journal, 99, 104558.

IDF (International Dairy Federation). (1993). Milk and milk products: Determination of
nitrogen content (Kjeldahl method). International Standard, 20B. International Dairy
Federation, Brussels.

Iscimen, A. A., & Hayta, M. (2018). Effect of microwave and ultrasound treatments on the
properties of wheat gluten. Food Chemistry, 240, 385-392.

Jambrak, A. R., Mason, T. J., Lelas, V., Herceg, Z., & Herceg, I. L. (2008). Effect of
ultrasound treatment on solubility and foaming properties of whey protein
suspensions. Journal of food engineering, 86(2), 281-287.

Jelici¢, 1., Bozanié, R., Brnci¢, M., & Tripalo, B. (2012). Influence and comparison of
thermal, ultrasonic and thermo-sonic treatments on microbiological quality and sensory

properties of rennet cheese whey. Mljekarstvo. casopis za unaprjedenje proizvodnje i
prerade mlijeka, 62(3), 165-178.

Jiang, Z., Yao, K., Yuan, X., Mu, Z., Gao, Z., Hou, J., & Jiang, L. (2018). Effects of
ultrasound treatment on physico-chemical, functional properties and antioxidant

activity of whey protein isolate in the presence of calcium lactate. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 98(4), 1522-1529.

Kadam, S. U., Tiwari, B. K., Alvarez, C., & O'Donnell, C. P. (2015). Ultrasound
applications for the extraction, identification and delivery of food proteins and bioactive
peptides. Trends in Food Science & Technology, 46(1), 60-67.

Kallel, F., Driss, D., Chaari, F., Belghith, L., Bouaziz, F., Ghorbel, R., & Chaabouni, S.
E. (2014). Garlic (Allium sativum L.) husk waste as a potential source of phenolic
compounds: Influence of extracting solvents on its antimicrobial and antioxidant
properties. Industrial Crops and Products, 62, 34—41.

54



Kapoore, R. V., Butler, T. O., et al. (2018). Microwave and ultrasound-assisted extraction
of bioactive compounds from microalgae: A comparative study. Bioresource
Technology, 270, 519-526.

Karabiyikl, S., & Erdogmus, S. (2019). Peynir iiretiminde mikroorganizmalarin rolii ve
onemli mikroorganizma gruplari. Journal of New Results in Engineering and Natural
Sciences, (9), 35-45.

Karki, B. (2009). Enhancement of solubility of poorly water-soluble drugs by physical and
chemical modifications

Kingwascharapong, P., Chaijan, M., & Karnjanapratum, S. (2021). Ultrasound-assisted
extraction of protein from Bombay locusts and its impact on functional and
antioxidative properties. Scientific Reports, 11(1), 17320.

Koirala, S., Prathumpai, W., & Anal, A. K. (2021). Effect of ultrasonication pretreatment
followed by enzymatic hydrolysis of caprine milk proteins and on antioxidant and
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory activity of peptides thus
produced. International Dairy Journal, 118, 105026.

Kus, S. (2016). Mikrodalga enerjisiyle ayva ve armut meyvesinin kuruma davranisi ve
modellemesi (Master's thesis, Namik Kemal Universitesi).

Liu, Z., Juliano, P., Williams, R. P., Niere, J., & Augustin, M. A. (2014). Ultrasound
effects on the assembly of casein micelles in reconstituted skim milk. Journal of Dairy
Research, 81(2), 146-155.

Liu, B., Zhu, J., Zeng, Q., Wang, H., & Gu, Q. (2018). Ultrasound-assisted extraction and
antioxidant activity of polysaccharides from purple sweet potato. Journal of Food
Science and Technology, 55(10), 4021-4030.

Lépez-Expésito, 1., Amigo, L., & Recio, L. (2012). A mini-review on health and nutritional
aspects of cheese with a focus on bioactive peptites. Dairy Science and Technology,
92(5), 419-438.

Lépez-Salazar, H., Camacho-Diaz, B. H., Arenas Ocampo, M. L., & Jiménez-Aparicio,
A. R. (2023). Microwave-assisted extraction of functional compounds from plants: A
review. BioResources, 18(3), 6614—6638.

Maric¢, M., Grassino, A. N., Zhu, Z., Barba, F. J., Brnéi¢, M., & Brn¢i¢, S. R. (2018).
An overview of the traditional and innovative approaches for pectin extraction from

plant food wastes and by-products: Ultrasound-, microwaves-, and enzyme-assisted
extraction. Trends in food science & technology, 76, 28-37.

Martins, R., Sales, H., Pontes, R., Nunes, J., & Gouveia, 1. (2023). Food wastes and
microalgae as sources of bioactive compounds and pigments in a modern biorefinery:
areview. Antioxidants, 12(2), 328.

Mason, T. J. (1998). Power ultrasound in food processing—the way forward. Ultrasonics
Sonochemistry, 5(3), 165-172.

McSweeney, P. L. H., & Fox, P. F. (1997). Chemical methods for the characterization of
proteolysis in cheese during ripening. Lait, 77(1), 41-76.

McSweeney, P. L. H. (2004). Biochemistry of cheese ripening. International Journal of
Dairy Technology, 57(2-3), 127-144.

Mehra, R., Kumar, H., Kumar, N., Ranvir, S., Jana, A., Buttar, H. S., ... & Guiné, R.
P. (2021). Whey proteins processing and emergent derivatives: An insight perspective

55



from constituents, bioactivities, functionalities to therapeutic applications. Journal of
Functional Foods, 87, 104760.

Mirzadeh, M., Arianejad, M. R., & Khedmat, L. (2020). Antioxidant, antiradical, and
antimicrobial activities of polysaccharides obtained by microwave-assisted extraction
method: A review. Carbohydrate polymers, 229, 115421.

Munir, M., Nadeem, M., Qureshi, T. M., Leong, T. S., Gamlath, C. J., Martin, G. J., &
Ashokkumar, M. (2019). Effects of high pressure, microwave and ultrasound
processing on proteins and enzyme activity in dairy systems—A review. Innovative
Food Science & Emerging Technologies, 57, 102192.

Murtaza, S., Shahbaz, M., Murtaza, A., Sameen, A., Farooq, U., Naeem, H., & Ansari,
M. J. (2023). Synergistic effects of microwaves and sonication in dairy industry.
In Ultrasound and Microwave for Food Processing (pp. 105-137). Academic Press.

Nipornram, S., Tochampa, W., Rattanatraiwong, P., & Singanusong, R. (2018).
Optimization of low power ultrasound-assisted extraction of phenolic compounds from
mandarin (Citrus reticulata Blanco cv. Sainampueng) peel. Food chemistry, 241, 338-
345.

Oroian, M., Dranca, F., & Ursachi, F. (2020). Comparative evaluation of maceration,
microwave and ultrasonic-assisted extraction of phenolic compounds from
propolis. Journal of food science and technology, 57, 70-78.

Park, Y. W,, & Jin, Y. K. (1998). Proteolytic patterns of Caciotta and Monterey Jack hard
goat milk cheeses as evaluated by SDS-PAGE and densitometric analyses. Small
Ruminant Research, 28(3), 263-272.

Patel, H. A., Patel, R. P., & Singh, R. R. B. (2016). Effect of microwave heating on casein
micelle structure and rennet coagulation properties of milk. LWT - Food Science and
Technology, 66, 270-277.

Pereira, P. C., & Vicente, F. (2017). Milk nutritive role and potential benefits in human
health. In Nutrients in Dairy and Their Implications on Health and Disease (pp. 161—
176). Academic Press.

Plagemann, R., von Langermann, J., & Kragl, U. (2014). Microwave-assisted covalent

immobilization of enzymes on inorganic surfaces. Engineering in Life Sciences, 14(5),
493-499.

Perino-Issartier, S., Zill-e-Huma, & Chemat, F. (2012). Sonopreparation of bioactive
phenolic compounds from vegetal-based matrices: Extraction, analysis and
environmental impact. Ultrasonics Sonochemistry, 19(5), 777-783.,

Picot-Allain, M. C. N., Ramasawmy, B., & Emmambux, M. N. (2022). Extraction,
characterisation, and application of pectin from tropical and sub-tropical fruits: a
review. Food Reviews International, 38(3), 282-312.

Pugliese, A., Cabassi, G., Chiavaro, E., Paciulli, M., Carini, E., & Mucchetti, G. (2017).
Physical characterization of whole and skim dried milk powders. Journal of food
science and technology, 54, 3433-3442.

Quitain, A. T., Daimon, H., Fujie, K., Katoh, S., & Moriyoshi, T. (2006). Microwave-
assisted hydrothermal degradation of silk protein to amino acids. Industrial &
engineering chemistry research, 45(13), 4471-4474.

56



Rojas, M. L., Salazar-Gonzalez, C., & Augusto, P. E. D. (2022). Application of ultrasound
technology in the extraction of bioactive compounds from food matrices: Recent

advances and future perspectives. Innovative Food Science & Emerging Technologies,
76, 102914.

Santos, H. M., & Capelo, J. L. (2007). Trends in ultrasonic-based equipment for analytical
sample treatment. Talanta, 73(5), 795-802.

Santos, H. M., Rial-Otero, R., Fernandes, L., Vale, G., Rivas, M. G., Moura, 1., &
Capelo, J. L. (2007). Improving sample treatment for in-solution protein identification
by peptide mass fingerprint using matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry. Journal of Proteome Research, 6(9), 3393-3399.

Singh, T. K., Drake, M. A., & Cadwallader, K. R. (2003). Flavor of cheddar cheese: A
chemical and sensory perspective. Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety, 2(4), 139-162.

Singh, H. (2006). The milk protein system: Structure and stability. In P. F. Fox & P. L. H.
McSweeney (Eds.), Advanced Dairy Chemistry Volume 1: Proteins, Part A (pp. 1-49).
Springer.

Sousa, M. J., Ardo, Y., & McSweeney, P. L. H. (2001). Advances in the study of
proteolysis during cheese ripening. International Dairy Journal, 11(4-7), 327-345.

Svarc-Gaijié, J., Stojanovié, Z., Carretero, A. S., Roman, D. A., Borris, L., & Vasiljevié,
I. (2013). Development of a microwave-assisted extraction for the analysis of phenolic
compounds from Rosmarinus officinalis. Journal of Food Engineering, 119(3), 525-
532.

Sahin, S., Sumnu, G., & Oztop, M. (2018). Impact of microwave heating on dairy
products: A review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 58(9), 1498-
1511.

Tomasula, P. M., & Kozempel, M. F. (2004). Microwave heating in the dairy industry.
Journal of Dairy Science, 87(3), 597-608.

Tekin, A., & Hayaloglu, A. A. (2023). Understanding the mechanism of ripening
biochemistry and flavour development in brine ripened cheeses. International Dairy
Journal, 137, 105508.

Truong, D. H., Nguyen, D. H., Ta, N. T. A., Bui, A. V., Do, T. H., & Nguyen, H. C.
(2019). Evaluation of the use of different solvents for phytochemical constituents,
antioxidants, and in vitro anti-inflammatory activities of Severinia buxifolia. Journal
of food quality, 2019(1), 8178294.

Uluko, H., Li, H., Cui, W., Zhang, S., Liu, L., Chen, J., ... & Lv, J. (2013). Response
surface optimization of angiotensin converting enzyme inhibition of milk protein
concentrate hydrolysates in vitro after ultrasound pretreatment. Innovative Food
Science & Emerging Technologies, 20, 133-139.

Upadhyay, V. K., McSweeney, P. L. H., & Magboul, A. A. A. (2018). Proteolysis in
cheese during ripening. In P. L. H. McSweeney, P. F. Fox, P. D. Cotter, & D. W. Everett
(Eds.), Cheese: Chemistry, physics and microbiology (pp. 431—453). Academic Press.

Vitova, E., Loupancova, B., Zemanov4, J., Stoudkova, H., Bfezina, P. and Babak, L.
(2006). Solid-phase microextraction for analysis of moulds cheese aroma. Czech J.
Food Sci., 24 (6). 268-274.

57



Yan, X., Khan, N. A., Zhang, F., Yang, L., & Yu, P. (2014). Microwave irradiation
induced changes in protein molecular structures of barley grains: relationship to
changes in protein chemical profile, protein subfractions, and digestion in dairy
cows. Journal of agricultural and food chemistry, 62(28), 6546-6555.

Yanjun, S., Jianhang, C., Shuwen, Z., & Hui, W. (2014). Effect of ultrasound-assisted
extraction on the physicochemical and functional properties of proteins from walnut
(Juglans regia L.). Food Science and Technology, 59(3), 630-636.

Yang, X., Li, Y., Li, S., Oladejo, A. O., Wang, Y., Huang, S., Ye, X. (2017). Effects of
multi-frequency ultrasound pretreatment under low power density on the enzymolysis
and the structure characterization of defatted wheat germ protein. Ultrasonics
sonochemistry, 38, 410-420.

Wang, L., & Weller, C. L. (2006). Recent advances in extraction of nutraceuticals from
plants. Trends in Food Science & Technology, 17(6), 300-312.

Walstra, P., Wouters, J. T., & Geurts, T. J. (2005). Dairy Science and Technology. CRC
Press.

Wen, C., Zhang, J., Zhang, H., Dzah, C. S., Zandile, M., Duan, Y., Luo, X. (2018).
Advances in ultrasound-assisted extraction of bioactive compounds from cash crops—
A review. Ultrasonics Sonochemistry, 48, 538-549.

Wen, C., Zhang, J., Yao, H., Zhou, J., Duan, Y., Zhang, H., & Ma, H. (2019). Advances
in renewable plant-derived protein source: The structure, physicochemical properties
affected by ultrasonication. Ultrasonics Sonochemistry, 53, 83-98.

Zhang, 7., Wang, L., Zuo, L., Wang, Y., & Wang, J. (2018). Ultrasound-assisted
extraction of polysaccharides from Moringa oleifera leaves: Extraction,

characterization, and biological activities. Journal of Food Science and Technology,
55(8), 3084-3095

Zhang, X., Sun, Y., Liu, L., Liu, H., & Ma, C. (2020). Ultrasound-assisted extraction and
its effects on the functional properties of soy protein isolates. Journal of Food
Processing and Preservation, 44(2), e14323.

Zhang, Y., et al. (2020). Microwave-assisted extraction of functional ingredients from food
materials. Food Chemistry, 309, 125761.

Zheng, X., Shi, X., & Wang, B. (2021). A review on the general cheese processing
technology, flavor biochemical pathways and the influence of yeasts in cheese.
Frontiers in Microbiology, 12, 703284.

Zou, Y., Xie, C., Fan, G., Gu, Z., & Han, Y. (2018). Microwave-assisted extraction of
polyphenolics from some selected medicinal herbs grown in Turkey. Records of
Natural Products, 12 (1), 29-39.

58



OZGECMIS

Ad-Soyad :Pmar Ozge ASLAN

OGRENIM DURUMU: ' '

Lisans :2015, Inonii Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Boliimii

Yiiksek Lisans :2021-Devam, Inonii Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
MESLEKi DENEYiM:

2016-2017, BCC Catering Proje Sorumlusu
2017-Devam, Malatya Il Tarim ve Orman Miidiirliigii Resmi Kontrol Gérevlisi

59


LENOVO
Dörtgen

LENOVO
Dörtgen


	TEŞEKKÜRLER VE ÖNSÖZ
	ONUR SÖZÜ
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	ÇİZELGE DİZİNİ
	SEMBOLLER VE KISALTMALAR
	ÖZET
	ABSTRACT
	1.  GİRİŞ
	2.  LİTERATÜR ÖZETİ
	2.1 Peynirde Olgunlaşmanın Önemi
	2.2 Peynirde Olgunlaşma Analizlerinde Azotlu Maddelerin Ekstraksiyonu
	2.3 Ultrases Destekli Sıvı Ekstraksiyon Tekniği
	2.3.1 Ultrases teknolojisinin kullanım alanları
	2.3.2 Ultrases teknolojisinin avantajları
	2.3.3 Ultrases teknolojisinin dezavantajları

	2.4 Mikrodalga-Destekli Ekstraksiyon Tekniği
	2.4.1 Mikrodalga teknolojisinin kullanım alanları
	2.4.2 Mikrodalga teknolojisinin avantajları
	2.4.3 Mikrodalga teknolojisinin dezavantajları

	2.5 Ultrases ve Mikrodalga Tekniklerinin Ekstraksiyon Süreçlerine Etkisine İlişkin Yapılmış Çalışmalar
	2.6 Ultrases ve Mikrodalga Uygulamalarının Süt Proteinleri Üzerine Etkisi

	3.  MATERYAL VE YÖNTEM
	3.1 Materyal
	3.2 Yöntem
	3.2.1 Suda çözünen azot oranlarının belirlenmesi
	3.2.2 pH 4.6’da çözünen azot oranlarının belirlenmesi
	3.2.3 %12’lik TCA’da çözünen azot oranlarının belirlenmesi
	3.2.4 Toplam serbest aminoasit miktarı belirleme
	3.2.5 Peynirde peptit profilinin RP-HPLC ile belirlenmesi
	3.2.6 Poliakrilamid Jel Elektroforez ile protein fraksiyonlarının belirlenmesi
	3.2.7 İstatiksel analiz


	4.  ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA
	4.1 Suda Çözünen Azot Oranı
	4.2 pH 4.6 da Çözünen Azot Oranı
	4.3 %12’lik Trikloroasetik Asitte  Çözünen Azot Oranı Analizi
	4.4 Toplam Serbest Aminoasit Miktarı
	4.5 HPLC ile Peptit Profilinin Belirlenmesi
	4.6 Elektroforetik Yöntemle (Üre-PAGE) Protein Profili

	5.  SONUÇ VE ÖNERİLER
	6.  KAYNAKLAR

