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YUKSEK LiSANS TEZIi

SARGASSUM VULGARE PROTEIN EKSTRAKTLARININ VE
HIiDROLIZATLARININ KARAKTERIZASYONU VE IN VITRO
SINDIRILEBILIRLIKLERI

Hatice DINC

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Aysun YUCETEPE
OZET

Sunulan calismada, oncelikle Sargassum vulgare makroalginden proteinlerin ultrases
destekli enzimatik ekstraksiyonunda merkezi kompozit tasarim temelli yamit yiizey
metodolojisi (YYM) kullanilarak kosullarin optimizasyonu amaglanmistir. Bagimsiz
degiskenlerin (ultrases uygulama siiresi ve enzim/substurat (E/S) orani), protein miktari
(PM), toplam fenolik madde miktart (TFMM) ve antioksidan aktivite (AOA)’ye etkisi
arastirllmistir. Optimum kosullarda hazirlanan protein ekstraktlarinin su tutma kapasitesi
(STK), yag tutma kapasitesi (YTK), emiilsiyon stabilitsi (ES), emiilsiyon aktivitesi (EA),
kopilirme kapasitesi (KK) ve kopiirme stabilitesi (KS) gibi teknofonksiyonel 6zellikleri
arastirllmis ve SDS-PAGE, FT-IR ve DSC analizleri ile karakterizasyon calismalari
gergeklestirilmistir. Daha sonra, protein ekstraktlarinin enzimatik hidrolizi gerceklestirilerek
E/S ve hidroliz siiresinin etkisi YYM kullanilarak optimize edilmistir ve hidrolizatlarin
hidroliz derecesi (HD), TFMM ve AOA’si arastirilmistir. Hem protein ekstraktlarinin hem
de protein hidrolizatlarinin in vitro sindirim sirasinda protein sindirilebilirligi (PS), TFMM
ve AOA’si arastirilmustir. Calismanin sonuglarina gore, optimum ekstraksiyon kosullarinda
(ultrases uygulama siiresi: 2,50 dk ve E/S: 0,90), S. vulgare protein ekstraktlari (SV-PE) nin
PM, TFMM, AOAcuprrac ve AOAagTs degerleri kuru agirlikta sirasiyla 247,29 mg/g, 39,41
mg GAE/g, 54,55 mg TE/g ve 18,82 mg TE/g olarak bulunmustur. SV-PE’nin kuru
agirhikta STK %89,0+0,63, YTK %317,0+30,0, KK %12,50+0,01, EA ve ES degerleri ise
sirastyla %53,36+0,84 ve %3,35+0,66 olarak belirlenmistir. Optimum hidroliz kosullarinda
(hidroliz siiresi: 300 dk ve E/S: 0,03), S. vulgare protein hidrolizatlarinin (SV-PH); HD,
TFMM ve AOAcuprac degerleri sirastyla %30,08, 10,98 mg GAE/g ve 2,72 mg TE/g’dir.
SV-PH’nin kromatografik analizinde baskin amino asitler glutamik asit, glisin, trozin,
16sin ve lizin olarak tespit edilmistir. /n vitro mide ve bagirsak sindirimde SV-PE’nin PS
degeri %90,94+0,51 ve %88,36+0,95, protein hidrolizatlarinin ise sirasiyla %96,46+1,36
ve %100+£0,00 olarak tespit edilmistir. /n vitro mide-bagirsak sindiriminde SV-PE’nin
TFMM ve AOA’si azalirken SV-PH’nin artmigtir (p<0,05).

Anahtar kelimeler: Sargassum vulgare, Makroalg, Protein, Hidrolizat, Amino Asit,
Antioksidan Aktivite, In vitro Sindirim.

Aralik, 2023; 53 sayfa
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M.Sc. THESIS

CHARACTERIZATION AND IN VITRO DIGESTIBILITY FROM
SARGASSUM VULGARE PROTEIN EXTRACTS AND HYDROLYSATES

Hatice DINC

Aksaray University
Faculty of Engineering
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Aysun YUCETEPE
ABSTRACT

In the present study, firstly, in ultrasound-assisted enzymatic extraction of proteins
from Sargassum vulgare macroalgae, optimization of the extraction conditions was
aimed by using response surface methodology (RSM) based on central composite
design. The effects of ultrasound application time and enzyme/substrate (E/S) ratio on
the protein content (PC), total phenolic content (TPC) and antioxidant activity (AOA)
of were investigated. Techno-functional properties such as water absorption capacity
(WAC), oil absorption capacity (OAC), emulsion stability (ES), emulsion activities
(EA), foaming capacity (FC) and foaming stability (FS) of the extracts prepared under
optimum conditions were determined and characterization studies were performed by
SDS-PAGE, FT-IR and DSC analyses. Then, E/S and hydrolysis time were optimized
during enzymatic hydrolysis of the extracts using RSM, and degree of hydrolysis
(HD), TPC and AOA of hydrolysates were investigated. Protein digestibility (PD),
TPC and AOA of both protein extracts and protein hydrolysates were investigated
during in vitro digestion. According to the results of the study, under optimum
extraction conditions (ultrasound application time: 2.50 min and E/S: 0.90), PM, TPC,
AOAcurrac and AOAgTs of S. vulgare protein extracts (SV-PE) were 247.29 mg/g,
39.41 mg GAE/g, 54.55 mg TE/g and 18.82 mg TE/g in dry weight, respectively. The
WAC, OAC, FC, EA and ES of SV-PE were 89.0+0.63%, 317.0£30.0%,
12.50+£0.01%, 53.36+0.84% and 3.35+0.66%, respectively. At optimum hydrolysis
conditions (hydrolysis time: 300 min and E/S: 0.03), HD, TPC and AOAcurrac values
of S. vulgare protein hydrolysates (SV-PH) were 30.08%, 10.98 mg GAE/g and 2.72
mg TE/g, respectively. In chromatographic analysis of SV-PH, dominant amino acids
were glutamic acid, glycine, tyrosine, leucine and lysine. /n vitro gastric and intestinal
digestions, PD values of SV-PE were 90.94+0.51% and 88.36+0.95%, while those of
protein hydrolysates were 96.46+1.36% and 10040.00%, respectively. In vitro gastro-
intestinal digestion, TPC and AOA of SV-PE decreased, while those of SV-PH
increased (p<0.05).

Key words: Sargassum vulgare, Macroalgae, Protein, Hydrolysate, Amino Acid,
Antioxidant Activity, /n vitro Digestion.

December, 2023; 53 pages
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1. GIRIS

Deniz yosunlar1 ya da “deniz sebzeleri” olarak da adlandirilan makroalgler, suda
yasayan besin zincirindeki diger canlilar i¢in besin kaynagi olan, fotosentez yapan ve
okyanuslardaki devasa ormanlar1 olusturan “thallus” adi verilen yapilar1 gelistiren
ototrofik organizmalardir (Figueroa vd., 2021). Makroalglerin bilinen yaklagik 10.500
tiiriic bulunmaktadir ve bu tiirler arasinda yaklasik 500 tiir yiizlerce yildir insanlar
tarafindan ya bir gida olarak dogrudan ya da agar ve karragenan gibi bazi bilesenlerin
ekstrakte edilmesi yolu ile dolayli olarak tiiketilmektedir (Chopin ve Tacon 2021).
Rhodophyta (kirmiz1), Phaeophyta (kahverengi) ve Chlorophyta (yesil) makroalgler
olarak iic grup altinda toplanan deniz yosunlarindan 220°den fazla tiir kiiltiire
edilmekle birlikte, bunlardan sadece 20 tiir Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO, 2016) FISHSTAT veri tabaninda listelenmistir. 2018 yil1 verilerine gore 8§ tiir
tim kiiltiire edilmis deniz yosunu iiretiminin %96,8’ini olusturmaktadir. Bu tiirler;
Saccharina japonica (%35,3), Eucheuma spp. (%29), Gracilaria spp. (%10,7),
Porphyra spp., Pyropia spp. (%8.9), Undaria pinnatifida (%7,2), Kappaphycus spp.
(%4.9) ve Sargassum spp. (%0,8)’dir (FAO, 2020).

Yiiksek besinsel icerikleri ve diisiik kalori degerlerinden dolay1 bir¢ok makroalg tiirii
Cin, Japonya ve Kore gibi pek ¢ok Asya tilkesinde antik zamanlardan beri gida olarak
tilketilmektedir. Ayrica 6nemli saglik faydalarindan dolayr Dogu tibbinda kullanim
alan1 bulunmaktadir. Bat1 iilkelerinde ise gida endiistrisi i¢in temel olarak karregenan,
aljinat, fikokolloit agar gibi teknofonksiyonel polisakkaritlerin kaynagi olarak ve
hayvan beslenmesi icin giibre ve yem bileseni olarak kullanilmaktadirlar. Makroalgler,
insan sagligmi olumlu yonde etkileyen yiiksek kalitede protein, diyet lif,
polisakkaritler, ¢oklu doymamis yag asitleri, mineraller, vitaminler, pigmentler
(karotenoidler, klorofiller ve fikobiliproteinler) ve polifenoller gibi degerli bilesenleri

igcermektedir (Figueroa vd., 2021; Konda vd., 2015).

Makroalglerin protein oranimnin (bazi alg oOrnekleri i¢in kuru agirlikta >%>50),
geleneksel protein kaynaklari olan et, siit, yumurta ve soyadaki protein oranlarina
yakin hatta bunlardan daha yiiksek olabildigi ifade edilmektedir (Barka ve Blecker,
2016). Bu nedenle, 6énemli bir protein kaynagi olarak degerlendirilen alglerin, artan
diinya niifusuna paralel olarak artan protein ihtiyacinin karsilanmasi konusunda

geleneksel gida kaynaklarimin yerini almasi beklenmektedir (Garcia-Vaquero ve

1



Hayes, 2016). Alglerin birim alan basina protein verimi geleneksel bitkisel gidalar ile
kiyaslandiginda daha yiiksektir. Diger taraftan, algler taze suya ve ekilebilir ihtiyac¢
duymazlar (Bleakley ve Hayes, 2017). Tiim bu nedenler, gida iiriinlerinde algal
proteinlerin kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaciyla alglerden proteinlerin
ekstraksiyonu, antioksidan aktivitesi ve bazi tekno-fonksiyonel 6zelliklerinin

belirlenmesi alanindaki ¢caligsmalari tesvik etmektedir.
Bu kapsamda sunulan tez ¢alismasinin amaglart;

o Sargassum vulgare kahverengi makroalginden proteinlerin ultrases destekli
enzimatik ekstraksiyonunda ekstraksiyon kosullarinin yanit yiizey metodolojisi
(YYM) ile optimizasyonu,

e Ekstraktlarin protein miktari, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan
aktivitesinin arastirilmast,

e Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen protein ekstraktlarinin tekno-
fonksiyonel 6zelliklerinin yan1 sira DSC analizi ile 1s1l stabilite, FT-IR analizi ile
organik gruplarin tanimlanmasi ve SDS-PAGE analizi ile proteinlerin molekiil
agirliklarinin belirlenmesi,

e Sargassum vulgare makroalginden proteinlerin tripsin enzimi ile hidrolizinde
hidroliz kosullarinin YYM kullanilarak optimize edilmesi,

e Protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi, toplam fenolik madde miktar1 ve
antioksidan aktivitesinin arastirilmasi,

e Triptik protein hidrolizatlarmin  kromatografik  olarak  amino  asit
kompozisyonunun belirlenmesi ve

e Protein ekstraktlarinin ve hidrolizatlarinin in vitro sindirim sirasinda in vitro
protein sindirilebilirligi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivitesinin

arastirilmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Makroalgler

Rhodophyta (kirmizi), Ochrophyta (kahverengi) ve Chlorophyta (yesil) makroalgler
olarak ii¢ grup altinda toplanan deniz yosunlari, insan sagligini olumlu yonde etkileyen
yiikksek kalitede protein, diyet lif, polisakkaritler, ¢oklu doymamis yag asitleri,
mineraller, vitaminler, pigmentler ve polifenoller gibi degerli bilesenleri igermektedir
ve kanser, hipertansiyon, allerji, dejeneratif hastaliklar, diyabet, sindirim sistemi
rahatsizliklari, kalp hastaliklari, obezite gibi saglik problemlerine karsi etkili olan
biyoaktif protein hidrolizatlar1 ve peptitlerin 6nemli bir kaynagidir. Cin, Japonya ve
Kore gibi pek cok Asya iilkesinde antik zamanlardan beri yiiksek besinsel icerikleri ve
diisiik kalori degerlerinden dolay1 gida olarak tiiketilmektedir. Ayrica, 6nemli saglik
faydalarindan dolay1 Dogu tibbinda kullanim alani bulunmaktadir. Bati {ilkelerinde ise
gida endiistrisi i¢in temel olarak karregenan, aljinat, fikokolloit agar gibi
teknofonksiyonel polisakkaritlerin kaynagi olarak ve hayvan beslenmesi i¢in giibre ve
yem bileseni olarak kullanilirlar. Fakat son giinlerde yenilebilir makroalglerin Avrupa
ve Amerika’da yeni fonksiyonel gida bileseni olarak popiilerliginin giin gectikce
arttigt bilinmektedir. Hatta, 6nemli besinsel Ozelliklere sahip algal peptitlerin,
fonksiyonel gida firiinlerinin gelistirilmesi konusunda kullanim potansiyellerinin

bulundugu bilinmektedir (Mohamed vd., 2012; Paiva vd., 2017; Tibbetts vd., 2016).
2.1.1 Makroalglerin kimyasal kompozisyonu

Makroalglerin biyokimyasal kompozisyonu, 151k yogunlugu, pH, sicaklik, deniz suyu
tuzlulugu gibi cevresel faktorlere ve tiirler arasindaki genetik farkliliklara bagli olarak
degismektedir (Mahre vd., 2014, Overland vd., 2019). Makroalgler kuru agirlikta %7-
31 protein, %32-60 karbonhidrat ve %2-13 lipit igerigine sahiptir (Kazir vd., 2019).
Makroalgler A, C, E ve B vitaminlerini ve sodyum, magnezyum, fosfor, potasyum,

iyot, demir ve ¢inko gibi mineral maddeleri igerirler (Circuncisdo vd., 2018).

Makroalgler demir minerali agisindan 6nemli bir kaynaktir. Alglerin demir igerigi, kiyr
sularinin metal icerigine bagli olarak mevsimsel ve lokasyona olarak degismektedir
(Cabrita vd., 2016). Diger taraftan, makroalgler sodyum ve potasyum minerallerini
yiiksek oranda icermekle birlikte sodyum/potasyum oraninin diisilk olmasi kalp

sagliginin korunmasi bakimindan 6nemlidir. Makroalgler, saglik agisindan 6nemli bir
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diger mineral olan iyot elementini de bol miktarda igermektedir (Circuncisdo vd.,

2018).

Yetistikleri zorlu cevresel kosullar nedeniyle karasal bitkilere kiyasla daha fazla
oksidatif stres ve serbest radikale maruz kalmalari, alglerin pigment ve polifenol gibi
bilesenleri daha yiiksek oranda sentezleyerek hayatta kalabilmek i¢in dogal koruma
sistemleri gelistirmesine vesile olmustur. Alglerin dogal koruma mekanizmalar
sonucu irettigi bu bilesenler onemli biyoaktif Ozelliklere sahiptir. Makralgler
igerdikleri bu biyoaktif bilesenler nedeniyle antioksidan, antikanser, antimikrobiyal
aktivite gibi dnemli biyoaktif 6zellikler sergilemektedirler (Bleakley ve Hayes, 2017;
Fitzgerald vd., 2011).

2.1.2 Algal proteinler

Diinya niifusunun 2050 yilinda yaklasik 8,3 milyar insan olacagi 6ngdriilmektedir ve
insan sayisindaki bu artis, gida iiretiminde %70’lik bir artisa karsilik gelmektedir
(Boland vd., 2013; Caparros Megido vd., 2014). Ayrica, ozellikle gelismekte olan
iilkelerde ciddi saglik problemlerine yol agan yetersiz beslenme olgusu, yetersiz
protein ve mikro besin 6geleri alimu ile birlikte degerlendirilmektedir. Benzer sekilde,
gelismis lilkelerde de modern beslenme aliskanliklarindan dolayr diyetteki diisiik
protein miktari, yetersiz beslenme problemine neden olmaktadir (Grover ve Ee, 2009).
Ozellikle Batili iilkelerde vejeteryan beslenmeden dolay: diyette hayvansal olmayan
protein tiiketimine yonelik artan bir egilim s6z konusudur. Tiim bu nedenlerle bocek,
mantar, alg gibi yeni kaynaklardan proteinlerin elde edilmesi ile artan protein
thtiyacin1  karsilamanin miimkiin olabilecegi bildirilmistir (Belluco vd., 2017;
Caparros Megido vd., 2014; Verbeke vd., 2015). Bu kaynaklarin arasinda gosterilen
makroalgler 6nemli protein kaynagi su iirlinii canlilar1 olarak bilinirler. Baz1 makroalg
tirleri et, yumurta, soya, siit gibi geleneksel protein kaynaklarina yakin protein
igerigine sahiptir. Dahasi, bazi alglerin kuru agirlikta protein miktarlarinin bazi bitkisel
ve hayvansal protein kaynaklarindan daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Ornegin,
Arthrospira maxima mikroalginin yaklasik %70 dolaylarinda protein igerdigi
bilinmektedir. Algler, yiiksek protein igeriklerinin yanisira esansiyel amino asitler
acisindan da zengindir. Bu nedenler, algleri dogal proteinlerin énemli bir kaynagi

haline getirmektedir (Muslu ve Gokgay, 2020).



2.1.3 Algal proteinlerin ekstraksiyonu

Makroalg proteinlerinin ekstraksiyonu ve kullanimi agik¢a hiicre duvarinin
yikimlanmasina baglhidir (Aras, 2020). Makroalgal proteinlerin ekstraksiyonu, algal
proteinlerin ¢ogunlukla hiicre i¢inde lokalize olmalar1 nedeni ile biiyiik Olciide
bunlarin erisilebilirligine baglidir. Bu nedenle alg hiicre duvarlarinin karmasik dogast,
deniz yosununun protein kaynagi olarak degerlendirilmeside temel zorluktur (Maehre,

2015).

Ekstraksiyon isleminde, hiicre i¢i bilesenlerinin yiiksek ekstraksiyon verimi ile hiicre
disina ¢ikarilarak elde edilmesi amaglanmaktadir (Truong vd., 2019). Bu noktada, sert
hiicre duvari yapisi nedeniyle makroalglerden proteinlerin yiiksek ekstraksiyon verimi
ile ekstrakte edilebilmesi dnemlidir. Protein ekstraksiyonu i¢in kullanilan geleneksel
ekstraksiyon yontemleri ile yiiksek ekstraksiyon verimi elde edilememektedir. Son
yillarda, ultrases, stiperkritik akiskan, mikrodalga ve yiiksek hidrostatik basing gibi
cevre dostu yeni teknikler ile ekstraksiyon verimi arttirilabilmektedir. Ayrica, 1sil
olmayan bu teknikler, hem 1s1nin neden oldugu 1s1l hassas bilesiklerin zarar gérmesinin
engellenmesi hem de daha az kimyasal ¢oziicii kullanimi igermesi gibi 6nemli

avantajlara sahiptir (Sengiil ve Topdas, 2019).

Isil olmayan ekstraksiyon yontemlerinden olan ultrases destekli ekstraksiyonda, 20
kHz ve 1 GHz araligindaki ses dalgalar1 kullanilarak, i¢ basincin arttirilmasi ve olusan
kabarciklarin patlamasiyla ekstrakte edilmek istenen bilesigin hiicre i¢inden hiicre
disina salinmasi saglanmaktadir (Jambrak vd., 2009). Enzimatik ekstrasiyon
yonteminde ise kullanilan karbohidraz enzimler (seliillaz, pektinaz vb.) ile
polisakkaritlere bagli olarak bulunan proteinler, serbest duruma getrilerek
ekstraksiyon verimi artirilmaktadir (Sengiil ve Topdas, 2019). Ornegin Harnedy ve
Fitzgerald (2013), %6,24 protein igeren Palmaria palmata’dan protein
ekstraksiyonunda ekstraksiyon verimini %6,18 olarak ger¢eklestirmislerdir.
Ekstraksiyon sirasinda polisakkaridaz enzimleri kullandiklarinda ise verim, %11,57’e

yiikselmistir (Harnedy ve Fitzgerald, 2013).



2.1.4 Algal protein hidrolizatlar

Protein hidrolizatlari, peptit baglar ile birbirine baglanan 2-20 amino asidi ihtiva
etmektedir ve proteinlerin proteaz enzimleri ile hidrolizi sonucu elde edilirler (Akinci,
2022). Protein hidrolizatlarinin igerdigi biyoaktif peptitler, enzimatik hidrolize ilave
olarak, fermentasyon ya da mide-bagirsak sindirimi sirasinda da iiretilebilirler. Son
yillarda yapilmis pek ¢ok calismada, peptitlerin in vitro ve in vivo antimikrobiyal,
antihipertansif, anti-kanser ve antioksidan aktivite gibi onemli fizyolojik fonksiyonlara
sahip oldugu ve insan sagligini olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir (Yalgin ve

Rakicioglu, 2020; Kadam vd., 2015).

Gida proteinlerinin enzimatik hidrolizi ile biyoaktif peptitlerin agiga ¢ikmasini ve
hidroliz derecesini etkileyen faktérler; kullanilan proteaz tipi ve konsantrasyonu,
substurat olan proteinin tipi ve miktari, sicaklik, pH, kullanilan ¢6ziicii, basing, iyonik
kuvvet vb. olarak sayilabilir. Bu nedenle, en yiliksek hidroliz derecesi ile protein
hidrolizatlarinin elde edilebilmesi i¢in yanit yiizey metodolojisi ile hidroliz

kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir (Kartal vd., 2023).
2.1.5 Sargassum vulgare makroalgi

Sargassum vulgare; protein, karbonhidrat, vitamin ve mineral degerlerinden dolay1
Dogu iilkelerinde bir gida kaynagi olarak tiiketilmektedir. Sargassum vulgare
polifenoller, polisakkaritler, fitohormonlar, karotenoidler, vitaminler, doymamis yag
asitleri ve serbest amino asitler gibi temel metabolitleri icermektedir ve yetistigi cevre
kosullarina bagli olarak kuru agirlikta %10-15 arasinda protein ihtiva etmektedir

(Karkhane vd., 2020; Field vd., 2017).
2.2 Oksidatif Stres ve Antioksidan Aktivite

Oksidasyon sirasinda olusan hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen
tiirleri, oksijen metabolizmasinin bir sonucu olarak tiretilmektedirler. Reaktif nitrojen
tiirleri ise yiiksek oksidatif etkiye sahip nitrik oksit ve peroksinitritten meydana
gelmektedirler (Tierney vd., 2010). Saglikli bireylerde, oksijen radikalleri ve
antioksidan savunma mekanizmasi arasinda bir denge s6z konusudur. Bu dengenin
bozulmas1 sonucu viicutta oksijen radikallerinin birikmesi durumuna “oksidatif stres”

denir (Kurt, 2008). Hiicresel bilesiklerin oksidatif/nitrozatif zararlanmasi; kanser,



diyabet, Parkinson, osteoporoz ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok kronik
hastaliga neden olabilmektedir (Tierney vd., 2010).

Antioksidan maddeler, oksidasyon reaksiyonlarinin baslamasini ya da baslamis
reaksiyonlarin ilerlemesini engelleyen ve bdylece oksidasyonu geciktiren bilesiklerdir.
Antioksidanlar, oksidatif strese karst organizmayr korurlar. Gida iiriinlerinde
antioksidan maddelerin kullanilmas1 ile gidalarda oksidasyon reaksiyonlarinin

engellenmesi/geciktirilmesi ile raf 6mrii arttirilabilmektedir (Schwarz vd., 2001).

Biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) gibi sentetik
antioksidanlar, gidalarda oksidasyonu geciktirerek raf omriinii arttirmak amaciyla
kullanilmaktadirlar. Diger taraftan, sentetik olan bu antioksidanlarin toksik ve
kanserojen etkiye sahip olabileceklerinden siiphelenilmektedir. Bu nedenle, dogal
kaynaklardan antioksidanlarin gidalarda antioksidan madde olarak kullanim olanaklari
mevcuttur (Sevgili, 2019). Makroalgler protein, polifenolik bilesikler, doymamis yag
asitleri gibi biyoaktif bilesenleri icermeleri nedeniyle dogal antioksidan kaynagi olarak

degerlendirilirler (Yucetepe vd., 2022).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Sargassum vulgare’nin Analizlere Hazirlanmasi

Kahverengi makroalg Sargassum vulgare, 1190149 nolu TUBITAK projesi
kapsaminda, Tiirkiye nin Ege Denizi kiyilarindan, 40°1'35.90 "K and 26°19'49.49 "D
koordinatlarinda, bu projede arastirmaci olarak gorev yapan Dr. Emine Siikran

Okudan tarafindan toplanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Makroalg toplama ¢aligmalarindan goriintiiler.

Makroalgin tanimlanmasi, Olympus SZx16 marka stereo zoom ve Bx51 model
binokiiler 151k mikroskobu kullanilarak gerceklestirilmistir. Tanimlama ¢alismasindan
sonra toplanan makroalgler, epifitler, kum, ¢amur ve kaya gibi maddelerin
uzaklagtirllmasi amaciyla tath su ile yikanmistir. Daha sonra, bir golge ortamda
dogrudan gilines 1smnlarina maruz kalmadan, yaklasik 30 °C sicaklikta kurutma
islemine tabi tutulmustur. Kurutulmus 6rnekler bir laboratuvar tipi 6giitiicii (Waring
8011 Eb Blender, Cole-Parmer Instrument Company, Illinois, ABD) kullanilarak
ogiutiiliip, 500 um mesh elek ile elenerek, <500 um toz formda Sargassum vulgare (T-
SV) giines veya oksijen maruziyetini engelleyecek sekilde ambalajlanip -20 °C’de
analizlere kadar muhafaza edilmistir (Sekil 3.2) (Rouxel vd., 2001).

Sekil 3.2. Partikiil ¢ap1 <500 pum toz Sargassum vulgare.
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3.2 Protein Coziiniirliigii ve Zeta ({) Potansiyel Ol¢iimii

Morr vd., (1985)‘nin metodu kullanilarak, S. vulgare’nin 2-13 arasinda degisen (1,0
araliklarla artan) pH degerlerinde protein ¢oziiniirliigiindeki degisim belirlenmistir.
Farkli pH’larda hazirlanan ¢ozeltiler 4100 rpm’de 15 °C’de 10 dk siire boyunca
santrifiij edilmistir. Daha sonra, iist fazin protein miktar1 Lowry metodu (Lowry vd.,
1951) ile belirlenmistir. Orneklerin % protein miktarmi hesaplamak i¢in Denklem 3.1

kullanilmuastir:

Supernatantin protein konsantrasyonu (%) X 50

04 Protein coziiniirlizi = _ X 100
ofrotein cozunuriugu Ornegin protein miktar1 (%) G-

100

Ornegin agirhig (mg) X

S. vulgare makroalginin pH’ya bagli olarak arastirilan protein ¢ozniirliigiiniin yan1 sira
zeta potansiyelindeki degisim de bir zeta potansiyel dlger cihaz (Zetasizer NanoZS90,

Malvern Instruments, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir.

3.3 Proteinlerin Ultrases Destekli Enzimatik Ekstraksiyonu

Sargassum vulgare’den proteinlerin ekstraksiyonunda, Bozdemir vd. (2022)’in
metodunda bazi modifikasyonlarla ultrases destekli enzimatik ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir ve kosullar yanit yiizey metodolojisi ile optimize edilmistir. Oncelikle
belirli miktardaki T-SV ile sitrat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH 4,5) karistirilmis ve elde
edilen karisim bir gece boyunca buzdolabinda osmotik sok icin beklemeye
birakilmistir. Siire sonunda T-SV igeren soliisyon, bir ultrases cihazi (Sonopuls HD
2200 ultrasonic homogeniser, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Almanya) kullanilarak deney tasarimindaki ultrases uygulama siireleri boyunca
ultrasonikasyona maruz birakilmistir (Cizelge 3.1). Ultrasonikasyon islemi sonunda,
sollisyonlara deney tasariminda belirtilen enzim/substurat oranlarinda hemiseliilaz
enzim ilavesi yapilmistir. Daha sonra bu soliisyonlar, bir ¢alkalamali su banyosu iginde
(N-Biotek-303, Biotek Co., Ltd. Korea) 35 °C’de 75 rpm c¢alkalama hizinda
ekstraksiyon islemine maruz birakilmistir. Ekstraksiyon sonunda oOrnekler, enzim
inaktivasyonu i¢in 85 °C’de su banyosunda 10 dk bekletilmistir. Enzim
inaktivasyonundan sonra, ekstraktlardaki protein miktarin1 arttirmak amaciyla,
karisimin pH degeri, protein ¢oziiniirliigii deneyi ile belirlenen, Sargassum vulgare’nin

en 1yi ¢oziindiigli pH degerine ayarlanmistir. Son olarak 6rnekler, 35 °C’de ¢alkalamali



su banyosunda belirli bir siire bekletilerek, ikinci ekstraksiyona tabi tutulmustur. Daha
sonra, 4100 rpm’de 4 °C’de 15 dk boyunca santrifiij edildikten sonra iist fazin protein
igerigininin belirlenmesi amaciyla modifiye Lowry metodu (Barbarino ve Lourengo,
2005; Lowry, 1951) kullanilmistir. Protein icerigi kuru agirlikta mg protein/g 6rnek
olarak verilmistir. Ekstraktlar karanlik bir ortamda -20 °C’de analizlere kadar

muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Protein ekstraksiyonunda ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu i¢in

merkezi kompozit tasarim temelli deney tasariminda bagimsiz
degiskenlerin gercek ve kodlanmig seviyeleri.
< o Kodlanmis seviyeler
Bagimsiz degiskenler o 1 0 1 s
X1; Ultrases uygulama siiresi (dk) 0,09 0,50 1,50 2,50 2,91
X>; Enzim/substurat orani 0,18 0,30 0,60 0,90 1,02

3.4 Protein Hidrolizatlarinin Hazirlanmasi

3.4.1 Tripsin ile enzimatik hidrolizde hidroliz kosullarinin optimizasyonu

Optimum noktada iiretilen Sargassum vulgare protein ekstrakti (SV-PE)’nin hidrolizi
tripsin enzimi kullanilarak gerceklestirilmistir ve hidroliz kosullarinin optimizasyonu
icin Cizelge 3.2°de verilen bir merkezi kompozit tasarimi temelli YYM deney tasarimi
kullanilmistir. Ozetle, 1 g SV-PE ile 20 mL saf su karistirilarak, karistmm pH degeri
8,0’e ayarlanmistir ve YYM ile hazirlanan deney tasarimina gore belirlenen miktarda
tripsin enzimi ilave edilmistir ve belirlenen hidroliz siireleri boyunca 37 °C’de
calkalamali1 su banyosunda hidroliz ger¢eklestirilmistir. Hidroliz sonrasinda, 85 °C’de
5 dk enzim inaktivasyonu ve ardindan 4100 rpm, 20 dk ve 4 °C’de santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Ust fazin (Sargassum vulgare protein hidrolizatlarinm) protein

miktar1 (PM), hidroliz derecesi (HD) TFMM ve AOA’si belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Protein hidrolizinde hidroliz kosullarinin optimizasyonu i¢in merkezi
kompozit tasarim temelli deney tasariminda bagimsiz degiskenlerin
gercek ve kodlanmis seviyeleri.

Bagimsiz degiskenler Kodlanms seviyeler

-0 -1 0 1 +a
Xi: Hidroliz siiresi (dakika) 10,29 60 180 300 349,71
X»,: Enzim/substurat orani 0,00 0,01 0,03 0,04 0,05
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3.4.2 Pepsin ve tripsin enzimleri ile ardisik hidroliz

Tripsin enzimi ile gergeklestirilen hidroliz ¢alismasinda hidroliz derecesi diisiik
kaldigindan (yaklasik %30), pepsin ve tripsin enzimleri ile ardisik hidrolizi iceren
ikinci bir hidroliz c¢aligmas: gergeklestirilerek hidroliz derecesinin arttirilmast
hedeflenmistir. Uygulanan hidroliz kosullar1 su sekildedir: Oncelikle, 0,3:1 E/S
oraninda hazirlanan soliisyonun pH degeri pepsin enziminin ¢aligabilmesi i¢in 2,0’ ye
ayarlanmistir. Hidroliz sicakligi 37 °C, hidroliz siiresi 2 saattir. Slire sonunda
sollisyonun pH degeri, tripsin enziminin ¢aligabilmesi i¢in 8,0’e ayarlanmistir ve ayni1
sekilde 0,3:1 E/S oraninda tripsin enzimi eklenerek pepsin enzimi ile gerceklestirilen
hidroliz kosullarindaki ayni siire ve sicaklikta tripsin ile hidroliz gerceklestirilmistir.
Siire sonunda enzim inaktivasyonu i¢in 85 °C’de 5 dk 1s1l islem uygulandiktan sonra,
hizli1 sogutma uygulanan 6rnekler, 4100 rpm’de 4 °C’de 20 dk boyunca santrifiij
islemine tabi tutulduktan sonra, siiziintli alinarak Lowry yontemi ile protein miktari
tespit edilmis ve %HD hesaplanmistir. Elde edilen hidrolizatlar uygun sekilde

ambalajlanmis ve analizlere kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2.1 Hidrolizatlarin hidroliz derecesinin belirlenmesi

Sargassum vulgare protein hidrolizatlar1 (SV-PH)’nin hidroliz derecesi Vastag vd.
(2010)’nin yontemine gore belirlenmistir. Buna gore; hidrolizatlar 0,44 M TCA
¢ozeltisi ile 1:1 (v/v) oraninda karistirilmistir ve karisim 4 °C’de 30 dk tutulmustur.
Daha sonra, 4100 rpm’de 4 °C’de 20 dk santrifiij islemi uygulanmis ve 0,22 M triklora
asetik asit (TCA)-¢oziiniir protein fraksiyonunun ve TCA’siz hidrolizatlarin protein
miktart Lowry yontemi (Lowry vd., 1951) ile belirlenmistir. Standart protein olarak
sigir serum albiimin kullanilmistir. HD (%) ’nin hesaplanmasi i¢in asagidaki Denklem

3.2 kullanilmastir:

HD (%) TCA ¢6zlintr fraksiyonun protein miktari 100 (3.2)
= X .
° Toplam protein miktari

3.5 In vitro Mide-Bagirsak Sindirimi

Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin in vitro sindirimi Minekus vd. (2014)’nin in
vitro mide-bagirsak sindirimi prosediirii kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu yontem; agiz fazi,

mide faz1 ve bagirsak fazi taklit edilerek belirli pH, sicaklik ve siire kosullarinda inkiibasyon
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sonucu olusan sindirim iiriinlerinin analizlenmesi esasina dayanmaktadir. In vitro agiz faz
sindirimi igin drnek ile SSF ¢ozeltisi (0,5 mol/L’lik KCI ¢ozeltisinden 15,1 mL, 0,5 mol/L’lik
KHyPOy4 ¢ozeltisinden 3,7 mL, 1 mol/L’lik NaHCOs ¢6zeltisinden 6,8 mL, 0,15 mol/L’lik
MgCl>(H,0)s ¢ozeltisinden 0,5 mL ve 0,5 mol/L’lik (NH4)>,COs ¢dzeltisinden 0,06 mL igeren
¢ozelti) karigtirilmis ve tizerine amilaz enzimi (75 U/mL) ve SSF’nin her mL i¢in 0,5 uLL. CaCl,
(588 g/L) eklenerek, pH 7°de 2 dk bekletilmistir. /n vitro mide sindirimi i¢in agiz sindirimi
sonucu olusan ¢ozelti:SGF (0,5 mol/L’lik KCI ¢ozeltisinden 6,9 mL, 0,5 mol/L’lik KH;PO4
¢ozeltisinden 0,9 mL, 1 mol/L’lik NaHCO; ¢ozeltisinden 12,5 mL, 2 mol/L’lik NaCl
cozeltisinden 11,8 mL, 0,15 mol/L’lik MgCIlx(H20)s ¢ozeltisinden 0,4 mL ve 0,5 mol/L’lik
(NH4).COs ¢ozeltisinden 0,5 mL igeren ¢ozelti) karisimi (1:1) olusturulmustur. Bu karigima
pepsin enzimi (2000 U/m) ve 0,17 mM fosfolipit eklenmis ve 37 °C’de pH 2’de 250 rpm’de
calkalamali su banyosunda 1 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir. Daha sonra in vitro
bagirsak fazi sindirimi deneyine gegilmis ve in vitro mide fazi sindirimi sonucu olusan mide
karistmi ile SIF (0,5 mol/L’lik KCl ¢ozeltisinden 15,1 mL, 6,8 mol/L’lik KH>PO4
¢ozeltisinden 0,8 mL, 1 mol/L’lik NaHCO; ¢dzeltisinden 42,5 mL, 2 mol/L’lik NaCl
cozeltisinden 9,6 mL ve 0,15 mol/L’lik MgCl>(H2O)s ¢ozeltisinden 1,1 mL igeren) + enzim
ekstrakti (pankreatin (100 U/mL)+safra (safra ekstrakti ya da taze domuz safrasi) karisimi
(1:1) olusturulmustur. Karigim, 37 °C’de pH 7’de 250 rpm’de ¢alkalamali su banyosunda 2 sa
boyunca inkiibe edilmistir. Sindirim Ornekleri toplanmig ve -20 °C’de analizlere kadar
muhafaza edilmistir. Sindirilmis 6rneklerin % protein sindirilebilirligi (%PS), toplam fenolik

madde miktar1 (TFMM) ve antioksidan aktivitesi (AOA) belirlenmistir.
3.5.1 In vitro protein sindirilebilirligi (%)

Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin in  vitro protein sindirilebilirligi
arastirilmigtir. /n vitro mide ve bagirsak sindirimi sonrasinda elde edilen 6rneklerin protein
igerigi Lowry metodu (Lowry vd., 1951) ile belirlenmistir. Protein standardi olarak sigir serum
albiimini kullanilmustir. Orneklerin in vitro %PS degerleri asagidaki Denklem 3.3 kullanilarak

hesaplanmigtir: (PM: Protein miktari, mg protein/g.)

%Protein Sindirilebilirligi — 100 — ((In vitro mide—bagirsak sindirimden sonra PM) < 100) (33)

Toplam PM

3.5.2 Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin toplam fenolik madde icerigi Toor
ve Savage (2006)’un yontemi ile belirlenmistir. Absorbans oOl¢iimleri, UV-VIS
spektrofotometre (Scilogex Sci-UV1000 Spectrophotometer, Scilogex, ABD) ile
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yapilmistir. Sonuclar kuru agirlikta mg gallik asit esdegeri (GAE)/g 6rnek olarak

verilmistir (Toor ve Savage, 2006).

3.5.3 Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

3.5.3.1 DPPH metodu

Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin  antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla DPPH (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl radikal yakalama)
yontemi  uygulanmistir.  Orneklerin  absorbanslari 517 nm’de UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmis ve sonuglar mg Trolox esdegeri (TE)/g

olarak ifade edilmistir (Kumaran vd., 2006).
3.5.3.2 CUPRAC metodu

Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesininin
belirlenmesi amact ile CUPRAC (bakir (II) iyonu indirgenme antioksidan kapasitesi)
yontemi  uygulanmistir.  Orneklerin  absorbanslari 450 nm’de UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmis ve sonuglar mg TE/g olarak ifade

edilmistir (Apak vd., 2004).
3.5.3.3 ABTS metodu

Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin ABTS (2,2'-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid diammonium salt) yontemi ile antioksidan
aktivitesi Rice-Evans vd. (1997)'a gore belirlenmistir. Orneklerin absorbanslar1 734
nm’de UV-VIS spektrofotometre kullanilarak gerceklestirilmis ve sonuglar mg TE/g

olarak ifade edilmistir.

3.6 Protein Ekstraktlarinin Tekno-Fonksiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.6.1 Su tutma kapasitesi

Optimum kosullarinda hazirlanan protein ekstraktlarinin su tutma kapasitesi (STK)
Kumar vd. (2014)’nin yontemi ile belirlenmistir ve asagidaki denklem kullanilarak

protein ekstraktlarinin STK’1 hesaplanmistir (Denklem 3.4).
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W, - W,
—2 1% 100 (3.4)

Su Tutma Kapasitesi (%) = W
0

Wo: Protein ekstraktinin agirligi, Wi: Protein ekstrakti ve tiip agirliginin toplami, Wo:

Cokelti ve tlip agirliginin toplama.
3.6.2 Yag tutma kapasitesi

Omeklerin yag tutma kapasitesi (YTK) Kumar vd. (2014)’mn yontemi ile
belirlenmistir. Protein ekstraktlarinin  YTK’i asagidaki denklem kullanilarak
hesaplanmistir (Denklem 3.5).

0, -0
0o

Yag Tutma Kapasitesi (%) = x 100 (3.5)
Oo: Protein ekstraktinin agirligi, O: Protein eksrakti ve tiip agirliginin toplamlari, O;:

Cokelti ve tlip agirliginin toplamlari.

3.6.3 Emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi

Protein ekstraktlarinin emiilsiyon aktivitesi (EA) ve stabilitesini (ES) Tan vd.

(2014)’nin metodu kullanilarak belirlenmistir. Protein ekstraktlarinin EA ve ES

asagidaki denklemler kullanilarak hesaplanmistir (Denklem 3.6 ve Denklem 3.7).
Emiilsiye olmus tabakanin yiiksekligi

Emiilsiyon aktivitesi (%) = Tap iceriginin yiksekligi x 100 (3.6)

Emilsi abilitesi (%) = Kalan emiilsiye olmus tabakanin ytiksekligi < 100 37
muistyon stabuiitest 170) = Orijinal emiilsiye olmus tabakanin ytiksekligi (3.7)

3.6.4 Kopiirme kapasitesi ve kopiirme stabilitesi

Proteinlerin ekstraktlarinin kdpiirme kapasitesi (KK) ve kopiirme stabilitesi (KS) nin
belirlenmesi amaciyla Jarpa-parra vd., (2014)’1n metodu kullanilmistir ve KK ve KS
degerleri asagidaki denklemler kullanilarak hesaplanmistir (Denklem 3.8 ve Denklem
3.9).
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Cirpma isleminden sonra hacim (ml)—-Cirpma isleminden 6nce hacim (ml)

KK (%) =

x100  (3.8)

Cirpma isleminden 6nce hacim (ml)

Bekletme isleminden sonra hacim (ml)—Cirpma isleminden 6nce hacim (ml
KS (%) = : (mD)-Gurpma is ™D %100 (3.9)

Cirpma isleminden 6nce hacim (ml)

3.7 Protein Ekstraktlarim1 Karakterizasyonu

3.7.1 SDS-PAGE analizi

Optimum ekstraksiyon kosullarinda hazirlanan protein ekstraktlarindaki protein
fraksiyonlarinin %12°lik ayirma ve %5’lik istifleme jellleri (25 mM Tris-HCI, pH 8.3,
0,18 M glisin ve %0,1 SDS) 80 Volt’ta uygulanarak, sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE, Biorad, Hercules, CA, ABD) ile
tanimlanma caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, 10-250 kDa molekiil
agirliginda protein markerlar1 kullanilmis ve protein bantlari coomassie boyasiyla

belirlenmistir.
3.7.2 FT-IR analizi

Optimum kosullarda hazirlanan protein ekstraktlarindaki organik gruplarin
tanimlanmasi, orneklerin Fourier doniisiimli kizil6tesi spektroskopisi (FT-IR) analizi
ile fourier dontisiimlii kizilotesi spektrumu, 400 ile 4000 1/cm'e Diamond ATR'li

(Attenuated Total Reflectance) kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.7.3 DSC analizi

Optimum ekstraksiyon kosullarinda hazirlanan protein ekstraktlarinin 1sil 6zellikleri
Kumar vd. (2014) tarafindan tanimlanan metoda gore bir diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC 60 Plus, Shimadzu, Japonya) kullanilarak belirlenmistir (Kumar vd.,
2014). Ozetle, 20 mg protein ekstrakt1 aliiminyum kapsiillere yerlestirilmistir. Proses
kosullart ise 10 °C/dk 1sitma hizi ile 25 °C’den 125 °C’ye sicaklik uygulamasi seklinde
gerceklestirilmistir. Orneklerin 1s1l stabilitesi pik denatiirasyon sicaklig1 (Tq) olarak

aciklanmustir.
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3.8 Amino Asit Kompozisyonun Belirlenmesi

Optimum hidroliz kosullarinda elde edilen SV-PH’nin amino asit kompozisyonunun
belirlenmesi amaciyla, hidrolizatlar OPA/FMOC ile tiirevlendirilmistir (Hao vd.
2019). Aminoasit analizi, degazor (Prominence Degasser DGU-20A3, Schimadzu),
otomatik Ornekleyici (Prominence AutoSampler SIL-20AHT, Schimadzu), pompa
(LD-20A, Schimadzu), denetleyici (Prominence Controller Bus CBM-20A Lite,
Schimadzu), firin (Prominence Column Oven CTO-10ASVP, Schimadzu) ve PDA
dedektorlii (SPD M20A, Schimadzu) bir Schimadzu 20 A serisi UHSK ultra yiiksek
performansli sivi kromatografi (UFLC, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya)

cihazinda gergeklestirilmistir.

Amino asit ayrimi, C18 (4,6x250 mm, 5 pum) kolonu kullanilarak, 40 °C sabit kolon
sicakliginda gerceklestirilmistir. Gradyan solvent sistemi i¢cin A fazi; fosfat/borat
tamponu (10 mM NaHP04:10 mM Na;B>07 (pH= 8.2):5 mM NaN3) ve B fazi;
MeOH:ACN:H>O (45:45:10, v/v/v)’dir. Akis hiz1 1,5 mL/dk olacak sekilde: 0,85
dk, %2 B; 33,4 dk, %57 B; 33,5 dk, %85 B; 39,3 dk, %85 B; 39,4 dk, %2 B; 40,0
dk, %2 B akis programi kullanilmigtir.

3.9 Deney Tasarim ve Istatistiksel Analiz

Ekstraksiyonun optimizasyonu Merkezi Kompozit Dizayn (Central Composite
Dizayn, CCD) temelli yanit yiizey metodolojisi kullanilarak gerceklestirilmistir ve 2
bagimsiz degiskenin (ultrases uygulama siiresi ve enzim/substurat orani) etkisi
arastiritlmistir. Yanit fonksiyonlart (Y) ise protein miktar1 (mg protein/g), toplam

fenolik madde miktar1 (mg GAE/g) ve antioksidan aktivite (mg TE/g)’dir.

Protein ekstraktlarinin enzimatik hidrolizinde de hidroliz kosullarinin optimizasyonu
i¢in de bir CCD temelli deney tasarimi hazirlanmis ve 2 bagimsiz degiskenin (hidroliz
sliresi ve enzim/substurat orani) etkisi arastirilmistir. Yanit fonksiyonlari (Y) hidroliz
derecesi (%), toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/g 6rnek) ve antioksidan aktivite

(mg TE/g 6rnek)’dir.

Ekstraksiyon ve hidroliz kosullar1 Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Yanit
ile bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi gdsteren, matematiksel model Denklem

3.10’da verilmistir.

16



Y = Bo + B1Xy + BoXy + Br1Xs? + BaaXo’+ BraX Xz + € (3.10)

Bo: Sabit terim, Bi: Lineer etki, Bii: Kuadratik etki ve Bj: interaksiyon etkidir. Varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak, istatistiksel onem (p<0,05), modelin uyumu ve
regresyon katsayilart aragtirilmistir. YYM caligsmalar1 kapsaminda, Design Expert 7.1
yaziliminin (Stat-Ease, Inc., MN, ABD) deneme siirimii kullanilmistir. Model
uyumlulugu ise model analizi, belirleme katsayis1 (R?) ve modelin uyumsuzlugu (lack

of fit) kullanilarak arastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Protein Coziiniirliigii ve Zeta () Potansiyeli

Proteinlerin ¢ozliniirliigii, ¢oziiniir olarak bulunan bir protein iirliniindeki nitrojenin
orant olarak bilinir. Coziniirliik, bir numunedeki ¢6zelti i¢inde ¢dziinen protein
miktaridir (Zayas ve Zayas, 1997). Sunulan ¢alismada, en diisiik protein ¢oziiniirliigii
degeri %16,50+0,43 (pH 3) olarak belirlenmisken, en yiiksek protein ¢oziiniirliigi
degeri %40,70+2,10 (pH 13) olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Bildigimiz kadariyla,
Sargassum vulgare makroalginin protein ¢oziiniirliigli hakkinda yapilmis herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, diger algler ile ilgili calismalar ile kiyaslama
yapilmistir. Garcia-Vaquero vd. (2016), Himanthalia elongata kahverengi alginin en
diisiik protein ¢oziiniirligi degerini pH 4’de (%22,5+1,1) ve en yliksek ¢oziiniirliik
degerini pH 12°de (%96,15+0,15) elde etmistir. Harnedy ve Fitzgerald (2013)’e gore

makroalg proteinlerinin protein ¢oziiniirliigii alkali kosullarda artmaktadir.

Zeta potansiyel, ¢ozelti icerisindeki bir kat1 yiizeyin dl¢iilebilen potansiyel degeridir
(Korkmaz, 2015). Zeta potansiyel degeri, ortamin pH’sinin yanisira, iyonlarin
varligina ve konsantrasyonuna bagli olarak degisebilmektedir (Dikmen, 2007).
Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, Sargassum vulgare igin en yiiksek zeta potansiyeli
pH 2’de -7,84+1,18 mV iken, pH 12°de ise en diisiik zeta potansiyel degeri -3.86+0.62
mV olarak belirlenmistir ve zeta potansiyel degerleri biitiin pH araliklarinda negatif
degere sahiptir (Cizelge 4.1). pH'nin zeta potansiyeli iizerinde dogrudan bir etkisi
vardir ve partikiillerin zeta potansiyelinin pH'nin artmasiyla azaldig1 daha dnce yapilan
calismalar ile de bildirilmistir (Jiang vd., 2009; Peng vd., 2004). Calismamizda elde
ettigimiz negatif zeta potansiyel degerlerinin nedeni, hiicre duvarinda bulunan anyonik

polisakkaritlerden kaynaklandigi sdylenebilir (Bas Yildirim, 2022).
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Cizelge 4.1. Sargassum vulgare’nin farkli pH degerlerinde protein ¢oziintirliigii (%)
ve (-potansiyel degeri (mV).

pH Protein gz(;/il)murlugu ¢-potansiyel (mV)
2 19,58+0,14 -7,84+1,18
3 16,50+0,43 -

4 19,29+0,05 -12,63+0,18
5 24,78+1,56 -8,61+0,34
6 31,47+1,68 -11,63+0,46
7 21,36+0,00 -13,46+1,08
8 28,03+0,00 -12,44+0,77
9 30,82+0,39 -11,66+0,12

10 33,23+1,24 -16,23+0,70
11 36,21+0,10 -

12 36,214+0,58 -23,86+0,62
13 40,70+2,10 -12,5+0,5

4.2 Sargassum vulgare Proteinlerinin Ekstraksiyonu
4.2.1 Modelin uyumu

Dogal ve kodlanmig ekstraksiyon sartlariyla merkezi kompozit deney tasarimi ve yanitlar
Cizelge 4.2°de gosterilmistir. S. vulgare’den proteinlerin ekstraksiyonunda, ekstraktlarin PM,
TFMM ve AOA degerleri lizerine ultrases uygulama siiresi ve E/S oraninin lineer, interaksiyon
ve kuadratik etkisi etkisi arastirilmigtir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5). PM, AOA ve TFMM ’nin
tahminlenen degerleri regresyon modelleri kullanilarak hesaplanip, her bir bagimsiz degisken
icin varyans analizi ve R? degerleri Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.6’da gosterilmistir. ANOVA
sonuclarina gore, PM, TFMM ve AOA iizerine E/S oraninin etkisi dnemlidir (p<0,05). Daha
onceki caligmalarda da benzer bir etki rapor edilmistir (Liadakis vd., 1995; Yucetepe vd.,
2022). PM, TFMM, AOAcurrac ve AOAaprs’nin R? degerleri sirastyla 0,96, 0,99, 0,82 ve
0,51°dir. AOA prs harig diger yanitlara iliskin modellerin R? degerinin 0,80’den biiyiik olmas1
modellerin uyumunu gdstermektedir. DPPH yoOntemi ile antioksidan aktivite deneyinde,
ornekler analizde kullanilan DPPH radikaline yamt vermediginden AOApppu
hesaplanamamustir. Modelin diisiik varyasyon katsayis1 (CV), incelenen sistemlerin tekrar
iiretilebilirliginin iyi oldugunun bir gostergesidir. Bu baglamda, PM (CV: %10,33), TFMM
(CV: %2,38), AOAcurrac (CV: %9,05) ve AOAasts (CV: %12,12) ortalama degerlerinde
diisiik CV degerlerine sahiptir. Modelin uyumsuzlugu, PM TFMM ve AOA igin anlamli olarak
bulunmamistir (p>0,05). PM, TFMM ve AOAcurrac i¢in modellerin p degeri 0,05’ten
kiigiiktiir (Cizelge 4.3 - Cizelge 4.5). Bu sonuglar, PM, TFMM ve AOAcurrac S. vulgare’den
proteinlerin  ekstraksiyonunda, ekstraksiyon parametrelerini optimize etmek icin

kullanilabilecegini gostermektedir. PM, TFMM ve AOAcurrac tizerine E/Snin lineer etkisi
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istatistiksel olarak anlamlhidir (p<0,05, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5). Ultrases uygulama
stiresinin PM iizerindeki kuadratik etkisi 6nemlidir (p<0,05). Ayrica, ultrases uygulama
stiresinin TFMM {izerindeki lineer etkisi ve ultrases uygulama siiresi ve E/S arasindaki

interaksiyon etkisi anlamlidir (p<0,05).

Cizelge 4.2. Dogal ve kodlanmis ekstraksiyon sartlariyla merkezi kompozit deney
tasarimi ve deneysel olarak elde edilen yanitlarin degerleri.

Bagimsiz degiskenler Yantlar
Deney — | A: B: PM  (mg|TFMM  |AOAcurra
Numarasi | Ultrases Enzim/Su . AOAABTS
Kod Kod |protein/g |(mgGAE/g|c (mg TE/g
zaman, bstrat kstrakt) ekstrakt) ekstrakt) (mg TE/g
dakika orani ¢ ekstrakt)
1 1,50 0 1,02 0 248,53 41,57 55,01 16,98
2 1,50 0 0,18 -0 34,92 20,80 37,76 19,09
3 1,50 0 0,60 -0 147,00 31,97 53,66 20,62
4 2,91 1 0,60 -0 143,10 32,86 52,63 19,69
5 1,50 0 0,60 -0 146,67 32,42 47,36 17,55
6 1,50 0 0,60 -0, 152,50 33,06 49,90 18,94
7 0,50 -0l 0,90 -0, 194,11 37,62 53,18 12,60
8 1,50 0 0,60 -0 161,97 34,17 43,70 19,69
9 2,50 1 0,30 -0 85,96 25,45 36,61 18,66
10 2,50 1 0,90 -0 258,55 39,37 53,28 17,85
11 1,50 0 0,60 -0 176,30 31,98 44,36 14,72
12 0,50 -0 0,30 -0 100,00 23,47 32,49 20,67
13 0,09 -0l 0,60 -0 157,76 31,41 40,80 20,90

PM: Protein miktari, TFMM: Toplam fenolik madde miktari, AOAcuprac: CUPRAC yoOntemiyle
antioksidan aktivite. AOAaprs: ABTS yontemiyle antioksidan aktivite. Sonuglar kuru agirlikta
verilmistir.

4.2.2 Protein miktari

S. vulgare'den proteinlerin ekstraksiyonunda elde edilen sonuglara gore S.vulgare'nin protein
icerigi, ekstraksiyon parametrelerine bagli olarak kuru madde cinsinden 34,92-258,55 mg/g
(%3,49-25,85) arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.2). Benzer olarak, bazi1 Sargassum tiirlerinin
protein icerigi %4,13 ile %15,42 arasinda (Perumal vd., 2019) ve bazi Gracilaria tiirlerinin
protein igerigi %5,6 ile %30,2 arasinda degismistir (Valente vd., 2006; Chan ve Matanjun,
2017; Gressler vd., 2010). Vasquez vd., (2018), enzim destekli ekstraksiyon ile elde edilen
ekstraktlarin protein igeriginin M. pyrifera'da 100 g makroalg basina kuru maddede 7,39 g
protein ve C. chamissoi'de 100 g makroalg basina kuru maddede 6,35 g protein oldugunu

bildirmistir. Bulgularimiz bu yazarlarin sonuglartyla uyumludur.

Uygulanan ekstraksiyon kosullarinda (ultrases uygulama siiresi: 2,5 dk, E/S: 0,90) en yiiksek
PM’1 258,55 mg/g olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). E/S'nin PM iizerindeki lineer etkisi
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001, Cizelge 4.3). Bunun nedeni, alg hiicre duvarmin

kullanilan enzim tarafindan tahrip edilmesi ve bdylece ¢oziicli ortama daha fazla protein

20



salinmasi olabilir. Harnedy ve Fitzgerald (2013), polisakkaridaz enzimlerinin hiicre duvarim
parcalamak i¢in kullanilmasinin, makroalglerden proteinlerin ekstraksiyonunda ekstraksiyon
etkinligini artirdigini bildirmistir. Protein verimi genellikle enzim muamelesine duyarlidir.
Ramakrishnan vd. (2013), artan enzim konsantrasyonu ile protein verimi arasinda dogrudan
bir egilim oldugunu ve en yiiksek enzim konsantrasyonunun kullamildig1 kosullarda %76,30
ekstrakte edilmis protein elde edildigini bildirmistir. Yiicetepe (2022) nin ¢alismasinda da E/S
orani 1'in iizerinde odugunda, algal protein ekstraktlarinin protein miktari artmistir. Benzer bir
sonu¢ Bozdemir vd. (2022) tarafindan elde edilmistir. Bu ¢alismada da, Gracilaria dura’dan
protein ektraksiyonunda, ekstrakte edilen protein miktar1 kullanilan enzimin konsantrasyonu

ile artmistir (Bozdemir vd., 2022).

E/S ve ultrases uygulama siiresinin PM lizerine interaksiyon etkisi Sekil 4.1°de
gosterilmistir. Buna gore; ~1-2,5 dk ultrases uygulama siiresi ve E/S’nin ~0,75-0,90
oldugu kosullarda en yiiksek protein miktari, E/S oraninin ~0,30-0,40 arasinda ve tiim

ultrases uygulama siirelerinde ise en diisiik protein icerigi elde edilmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.3. Ikinci dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Kaynak | Karelerin toplam | DF | Ortalama kare | F-degeri | p-degeri
Protein miktari
Model 42216,30 5 8443,26 33,17 0.0001*
Dogrusal
By 110,02 1 110,02 0,43 0,5319
32 40440,67 1 40440,67 158,88 0,0001*
Kaudratik 6,05
B1 1540,00 1 1540,00 7.384E- 0.0435*
B2 0,19 1 0,19 004 0.9791
Imer‘;‘fj‘y‘m 122,03 1 122,03 0,48 0,5110
Artan 1781,70 7 254,53 - -
Modelin 1157,67 3 385,89 2,47 0,2011
uyumsuzlugu
Saf hata 624,03 4 156,01 - -
Toplam 43998,00 12 - - -
R?=0.9595; C.V.(%)=10,33

*p>0,05 diizeyinden énemli.
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Design-Expert® Software Protein miktari

Protein miktari

® Design Points 217053
258.551
34.9179
X1 = A: Ultrases uygulama siiresi
X2 =B: E/S
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o

[126.333]

(96.0926]

A: Ultrases uygulama siresi

Sekil 4.1. Ekstraktlarin protein miktar1 lizerine E/S ve ultrases uygulama siiresinin
etkisi.

4.2.3 Toplam fenolik madde miktar:

Sonuglara gore, SV-PE’nin TFMM iizerine E/S oraninin lineer etkisi 6énemli bulunmustur
(p<0,05). TFMM igin model istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.0001, Cizelge 4.4).
Calismamizda, PM'ye benzer sekilde fenolik bilesikler proteinlere kovalent olarak bagl
oldugu i¢in E/S oraninin TFMM iizerindeki etkisi yliksek bulunmustur (Acosta-Estrada vd.,
2014). Caligmamizin sonuglarina gore, SV-PE’nin TFMM degerleri 20,80 ile 41,57 mg GAE/g
arasinda degismistir (Cizelge 4.2). En diisiik TFMM, ultrases uygulama siiresi 1,50 dk ve E/S
orani 0,18’de belirlenirken, en yiikksek TFMM 1,50 dk ultrases uygulama stiresi ve 1,02 E/S
oraninda elde edilmistir (Cizelge 4.2). Khaled vd. (2012), S. vulgare'nin TFMM'n1 12,71+0,03
mg GAE/g, P. pavonica'nn ise 10,55 mg GAE/g olarak belirlemistir. ilave olarak, Somanah
vd. (2012) tarafindan Sargassum binderi, S. latifollium, S. duplicatum, Padina gymnospora,
P. tetrastromatica ve Turbinaria ornata makroalglerde benzer fenolik konsantrasyon
gdzlemlenmistir. Ozgiin ve Turan (2015), iskenderun Korfezi’nden topladiklart Cystoseira
barbata’nin toplam fenolik madde miktar1 0,456+0,06 mg/g olarak belirlemistir. Sekil 4.2°de
yaklagik >0,80 E/S’de ve tiim ultrases uygulama siirelerinde, ekstraktlarin TFMM’1 artmistir.
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Cizelge 4.4. Ikinci dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Karelerin o . o
Kaynak toplamn DF Ortalama kare | F-degeri p-degeri
Toplam fenolik madde miktar:
Model 421,90 5 84,38 145,74 0.0001*
Dogrusal
B 4,20 1 4,20 7,25 0,0310*
B2 412,70 1 412,70 712,82 0,0001*
Kaudratik
B 0,015 1 0,015 0,026 0.8760
B2 0,80 1 0,80 1,38 0.2784
Imerf‘sll‘:‘y"n 4,60 1 4,60 7,95 0,0258*
Artan 4,05 7 0,58 - -
MoTceiy 0,63 3 021 0,24 0,8622
uyumsuzlugu
Saf hata 3,43 4 0,86 - -
Toplam 425,95 12 - - -
R?=0,9905; C.V.(%)=2,38
*p>0,05 diizeyinden 6nemli.
Design-Expernt® Software TFMM

TFMM
® Design Points

41.5676
20.7933

0.90

X1 = A: Ultrases uygulama siresi

X2 =B:E/S

Sekil 4.2. Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 iizerine E/S ve ultrases
uygulama siiresinin etkisi
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4.2.4 Antioksidan aktivite

Sonuglara gore, AOAcurrac i¢in model istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0154). SV-PE’nin
AOAcuprac lizerine E/S oraninin lineer etkisi dnemli bulunmustur (p<0,05, Cizelge 4.5).
TFMM'na benzer sekilde, polifenolikler yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugundan
ekstraktlarin AOA'si enzim miktarindaki artigla artmistir (Barclay ve Vinqvist, 2003). Diger
taraftan, incelenen parametrelerin lineer etkilerinin higbiri AOAagpts'de 6nemli farkliliklara

neden olmamustir (p>0,05).

Ekstraksiyon kosullar altinda protein ekstraktlarinin AOAcuprac 32,49 ila 55,01 mg TE/g ve
AOAsTs 12,60 ila 20,90 mg TE/g olarak bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Diger
taraftan, en yliksek AOAcuprac ultrases uygulama siiresi 1,50 dk ve E/S orani 1,02 ile elde
edilmistir. En yliksek AOAagts ise ultrases uygulama stiresi 0,09 dk ve E/S orami 0,60
kosullarinda saglanmistir. Sekil 4.3’e gore, yaklasik 0,65-0,90 E/S oranlarinda ve tiim ultrases
uygulama siirelerinde AOAcuprac artmigtir. Diger taraftan, ~0,30-0,45 E/S ve ~0,50-1 dk
ultrases uygulama siirelerinde AOAagTs en yiiksektir (Sekil 4.4). Yuan vd. (2018), Lessonia
nigrecens icin ABTS testi ile en yiiksek AOA'yi 0,95+0,01 mg TE/g olarak bildirmistir. Kumar
vd. (2020) FRAP yontemini kullanarak Sargassum wightii i¢in 8,21 mg TE/g, Ulva rigida igin
6,90 mg TE/g ve Gracilaria edulis igin 1,06 mg TE/g AOA elde etmistir. Nursit vd. (2020),
polifenol igerigi ve antioksidan aktivitedeki bu farkliliklarin, alglerin toplandigi mevsim, hasat

zamani, cografi konum ve alg tiirlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegini bildirmistir.

Cizelge 4.5. ikinci dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Karelerin . . . .
Kaynak toplamn DF Ortalama kare | F-degeri p-degeri
CUPRAC
Model 556,11 5 111,22 6,36 0.0154%
D"gﬁmsal 54,83 1 54,83 3,13 0,1199
o 476,72 1 476,72 27,25 0,0012*
2
Kaudratik
B 4,04 1 4,04 0,23 0.6454
B 10,10 1 10,10 0,58 0.4721
Imer‘;;k“yon 13,07 1 13,07 0,75 0,4160
12
Artan 122,44 7 17,49 ] -
Modelin 54,74 3 18,25 1,08 0,4532
uyumsuzlugu
Saf hata 67,70 4 16,93 ] -
Toplam 678,55 12 - - -
R?=0.8196; C.V.(%)=9,05

*p>0,05 diizeyinden énemli.
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Sekil 4.3. Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi iizerine E/S ve ultrases uygulama
stiresinin etkisi.

Cizelge 4.6. ikinci dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Karelerin _ <.
Kaynak toplam DF Ortalama kare | F-degeri p-degeri
ABTS
Model 36.17 5 7.23 1.47 0.3096
Dogrusal
By 0,29 1 0,29 0,059 0,8144
32 17,59 1 17,59 3,58 0,1005
Kaudratik
B 13.18 1 13.18 2,68 0,1457
B2 2.22 1 2.22 0,45 0,5228
Interaksiyon
B2 2,22 1 2,22 0,45 0,5235
Artan 34,43 7 492 - -
Modelin 13,33 3 4,44 0,84 0,5378
uyumsuzlugu
Saf hata 21,10 4 5,28 - -
Toplam 70,60 12 - - -

R2=0,5123; C.V.(%)=12,12

*p>0,05 diizeyinden 6nemli.
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Sekil 4.4. Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi iizerine E/S ve ultrases uygulama
sliresinin etkisi.

4.2.5 Optimizasyon ve dogrulama

PM, TFMM, AOAcurrac ve AOAagTs i¢in maksimum degerleri elde etmek {izere bagimsiz
degiskenlerin optimum seviyesini tahmin etmek amaciyla optimizasyon prosediirleri
gergeklestirilmistir. Optimum kosullar altinda (ultrases uygulama siiresi: 2,50 dk ve E/S: 0,90),
tahmin edilen PM, TFMM, AOAcurrac ve AOA apts degeri sirasiyla 247,29 mg/g km, 39,41
mg GAE/g km, 54,55 mg TE/g km ve 18,82 mg TE/g km idi (Desirability: 0,89). Optimum
kosullarda, deneysel degerler; PM igin 245,30 mg/g km, TFMM i¢in 40,03 mg GAE/g km,
AOAcuprac i¢in 53,77 mg TE/g km ve AOAagrts i¢in 19,88 mg TE/g km olarak bulunmustur.
Tahmin edilen ve deneysel degerlerin ortalamasi %5 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak

farkli degildir (p>0,05).
4.2.6 Tekno-fonksiyonel ozellikler
4.2.6.1 Su ve yag tutma kapasitesi

Bir proteinin STK'si, viskoz gidalarda agizda biraktig his, koyulasma ve viskoziteye etkisi
bakimindan kritik bir 6zelliktir (Kandasamy vd, 2012). Optimum ekstraksiyon kosullarinda
elde edilen SV-PE’nin STK'si kuru agirlikta %89,04+0,63 olarak hesaplanmistir. SV-PE’nin
STK degeri diger makroalglerle karsilastirildiginda, oldukea diisiiktiir. Ornegin, Porphyra
sp.min su tutma kapasitesi %882+40, Undaria pinnatifida’nin %799,1+24,5, Gracilaria
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spp.’nin (%767,0+30,0), Sargassum spp.’nin %691,0+15,0, Saccharina spp.’nin %659,0£23,0
ve H. fusiformis’nin %622,0+30,0 olarak bulunmustur (Kumari vd., 2022).

Chandi ve Sogi (2007), proteinlerin YTK’sinin 6zellikle et, sosis, mayonez i¢in bir
diger 6nemli fonksiyonel 6zellik oldugunu bildirmistir. Sunulan bu tez ¢alismasinda
optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen SV-PE’'nin yag tutma
kapasitesi %317,0£30,0 olarak bulunmustur. Bu deger, diger c¢aligmalarla
karsilastirildiginda, diger alglerin YTK ne yakin ya da yliksek oldugu goriilmektedir.
Omegin,  Gracilaria  spp.nin  ya§ tutma Kkapasitesi %323,0+8,0, U.
pinnatifida'nin %192,0+£22,0, K. alvarezii’nin %129,0+£20,0, E. Linza’nin %105,0+7,0
ve E. tubulosa’nin %108,0+ 4,0 olarak bulunmustur (EI Nasri ve El Tinay, 2007).
STK ve YTK degerlerindeki bu farkliliklar, amino asit bilesimi ve proteinin protein
konformasyonu ve ekstraksiyon parametrelerindeki farkliliklardan kaynaklanmis
olabilir. Mevcut c¢alismanin sonuglari, kabul edilebilir YTK degerine sahip S.
vulgare'nin doku arttirici 6zellikleri ile gida uygulamalari i¢in uygun bir aday olarak

kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
4.2.6.2 Kopiirme ve emiilsifikasyon ozellikleri

Kopiik, hava hiicrelerinden olusan ve bu hava kabarciklarinin etrafinda ince bir sivi tabakanin
bulundugu bir sistemdir (Makri vd., 2005). Sunulan bu tez ¢calismasinda SV-PE’nin kdpilirme
kapasitesi %12,50+0,01 olarak bulunmustur. Ancak, S. vulgare proteinleri iyi bir kopiirme
stabilitesi sergilememistir. Baska bir calismada, Hyaleucerea fusiformis iyi bir kopik
olusturma kapasitesi sergilemistir (%38,0£2,0). Makroalglerden elde edilen proteinlerin KK
ve KS'leri, ekstraksiyon prosediirii, makroalgal genotip, kopiik olusum siireci ve ¢evre
kosullar1 gibi faktorlerden etkilenebilir (Makri ve Doxastakis, 2006). Ayrica, proteinlerin
KK'sinin ¢oziiniirliikten, yiizey yiikiinden ve hidrofilik ve hidrofobik amino asitler arasindaki

dengeden etkilenmektedir (Zheng vd., 2020; Giindogan ve Karaca, 2020).

Emiilsiyon kapasitesi, protein ¢dzeltisinin yagi emiilsifiye edebilme 6zelligidir ve 1 gram
proteinin 6zel kosullarda olusturdugu yag miktar1 olarak ifade edilmektedir. Emiilsiyon
stabilitesi, emiilsiyon damlalar1 birlesmeden ve bulaniklik olusmadan ¢ozinir kalabilme
ozelligidir. Emiilsiyon stabilitesini etkileyen faktorler; pH, net yiik, damlacik boyutu ve ara
yiizey gerilimi olarak siralanabilir (Hung ve Zayas, 1991). Optimum ekstraksiyon kosullarinda
uretilen S. vulgare proteinlerinin EA ve ES degerleri sirasiyla %53,36+0,84 ve %3,35+0,66
olarak bulunmustur. Baska bir calismada, Himanthalia elongata’dan elde edilen proteinlerin

emiilsiyon aktivitesi %90,7-100 olarak bulunmustur (Hung ve Zayas, 1991).
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4.2.7 Protein ekstraktlarinin karakterizasyonu

4.2.7.1 FT-IR analizi

Optimum ekstraksiyon kosullar1 altinda elde edilen SV-PE'nin FT-IR spektrumu, Sekil
4.5'te gosterildigi gibi fonksiyonel gruplar igin birkag tipik bant icermektedir. Ornegin,
~3264 1/cm'deki genis bant, amid A'ya ait O—-H ve N-H gruplarinin gerilme
titresimlerinden kaynaklanmig olabilir (Aboul-Enein vd., 2014). Ayrica, ~2918
1/cm'deki pikler, notr proteinlerin, karbonhidratlarin ve lipitlerin varligini gosteren C—
H gruplarmin gerilme titresimlerine atfedilir (Wu vd., 2019). Amid II band1 (~1557
cm-1), C-N gerilmesinin ve N—H gruplarinin biikiilme titresimlerinin varligindan
kaynaklanmaktadir. Bu bandin varligi, orneklerde protein varliginin gostergesidir
(Pistorius vd., 2009). Ayrica, ~1297-1386 1/cm dalga boyundaki pikler, C—N ve N-H
gruplarimin amid III band1 germe titresimlerini gostermektedir. COO igin ~2360 1/cm
ve ~1769 1/cm'de goézlenen pikler; ketonlar, aldehitler, karboksilik asitler, birincil
amidler ve esterlerin neden olabilecegi C = O gerilme titresimine karsilik gelmektedir

(Wei vd., 2018).
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Sekil 4.5. Sargassum vulgare protein ekstraktlarinin FT-IR spekturumu.
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4.2.7.2 SDS-PAGE analizi

Sekil 4.6’da goriildiigii gibi, 80 V, %12 ayirma jeli, %5°lik yiiriitme jeli kosullarinda,
optimum kosullarda hazirlanan S. vulgare proteinlerinin, 180-135 kDa molekiil
agirlig arasinda bir bant yogunlugu goriilmektedir. Ayrica 20 kDa-25 kDa arasinda
molekiil agirliginda bir fraksiyona sahip oldugu goriinmektedir. Moorthi vd. (2015)
tarafindan gerceklestirilen bir c¢alismada Sargassum muticum’un SDS-PAGE
analizinde 20-48 kDa arasinda bir bant yogunlugu elde edilmistir. Mohd Rosn vd.
(2015)’in ¢alismasinda Sargassum polycystum yaklasik 20-45 kDa araliginda belirgin
pikler sergilemistir. Jong vd. (2015), makroalg kompozisyonunun ayn tiirde bile farkli
cevresel kosullar altinda degisebilecegini ve farkli protein ekspresyonlarina neden

olabilecegini bildirmistir.

SV-PE Marker

136

=>

Sekil 4.6. Sargassum vulgare protein ekstraktlar1 (SV-PE) nin SDS-PAGE goriintiisii.

4.2.7.3 DSC analizi

Sunulan ¢alismada, SV-PE’nin denatiirasyon sicakligi 88,68 °C, denatiirasyon entalpisi 134,25
J/g olarak bulunmustur (Sekil 4.7). Benzer olarak, Chen vd. (2019), ultrases destekli
ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan ¢ farkli mikroalg protein ekstraktinin termal
denatiirasyon sicakliginin 73,68-80,83 °C arasinda degistigini rapor etmistir. Diger taraftan bir
mikroalg olan Chlorella pyrenoidosa proteinleri 60,1 °C'de denatiire edilmistir (Waghmare
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vd., 2016). Ayrica, termal denatiirasyon sicakliklar1 arasindaki farklarin [-yapraklarm
konformasyon oranindan kaynaklanabileceginden de bahsetmiglerdir (Chen vd., 2019).
Denatiirasyon sicakligi ve denatiirasyon entalpisi, spesifik proteine ve deneyin kosullarina
bagli olarak degisebilir. Yiiksek bir denatiirasyon sicakligi, proteinin 1stya dayanikli oldugunu
gosterebilir. Polipeptitlerin homojenligi, peptitler arasindaki bagn tiirii ve proteinin amino asit

icerigi termal stabiliteyi etkileyen faktorlerdir (Tang ve Sun, 2011).
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Sekil 4.7. Sargassum vulgare protein ekstraktinin DSC termogrami.

4.3 Sargassum vulgare Proteinlerinin Hidrolizi
4.3.1 Tripsin ile enzimatik hidroliz kosullarinin optimizasyonu

4.3.1.1 Modelin uyumu

Sargassum vulgare’den protein ekstraktlarmin hidrolizi i¢in yanit ylizey metodolojisi
kullanilarak tripsin enzimi ile hidroliz kosullarinin optimizasyonu amaglanmistir. Sargassum
vulgare protein ekstraktlarmin hidrolizinde dogal ve kodlanmig ekstraksiyon kosullari ve
yanitlarin deneysel olarak elde edilen degerleri ile merkezi kompozit tasarimi Cizelge 4.7’de
verilmistir. Hidroliz derecesi tizerine E/S oranmi ve hidroliz siiresinin lineer, kuadratik ve
interaksiyon etkileri merkezi kompozit tasarim kullanilarak arastirilmistir (Cizelge 4.8).
Varyans analizi ve belirleme katsayis1 (R?) Cizelge 4.7°de verilmisti. DH, TFMM ve
AOACcuprac i¢in R? degeri sirasiyla 0,77, 0,73 ve 0,36°dir (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.8). DH,
TFMM ve AOAcuprac’nin varyasyon katsayisi (CV) sirastyla %9,21, %12,83 ve %28,96.
Diger taraftan, ANOVA analizine gére, HD i¢in modelin “lack of fit” degeri istatistiksel olarak

onemli degildir (p>0,05). Bu sonuglara gore hidroliz derecesine iliskin modelin, Sargassum
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vulgare proteinlerinin hidrolizinde hidroliz derecesinin tahminlenmesinde kullanilabilecegini

gostermektedir.

Cizelge 4.7. Sargassum vulgare protein ekstraktlarimin hidrolizinde dogal ve
kodlanmis ekstraksiyon kosullar1 ve yanitlarin deneysel olarak elde
edilen degerleri ile merkezi kompozit tasarim.

Bagimsiz degiskenler Yanitlar
Deney A: B:
numar . . o . Hidroliz TFMM, mg | AOAcurrac
as1 Enzim/substurat Hidroliz siiresi derecesi, % GAE/g mg TE/g
orani (dk)
1 0,03 0 180,00 0 26,37 11,85 4,10
2 0,03 0 10,29 -a 27,24 10,98 3,85
3 0,04 +1 300,00 +1 29,18 11,79 0,80
4 0,03 0 180,00 0 27,00 10,72 3,74
5 0,05 +o 180,00 0 26,21 9,49 3,72
6 0,01 -1 60,00 -1 26,86 10,63 4,02
7 0,00 +o 180,00 0 15,22 4,36 2,28
8 0,03 0 180,00 0 32,32 10,17 2,71
9 0,04 +1 60,00 -1 26,99 11,36 3,88
10 0,01 -1 300,00 +1 25,85 9,79 3,33
11 0,03 0 180,00 0 27,86 10,77 3,62
12 0,03 0 180,00 0 28,49 10,54 3,59
13 0,03 0 349,71 +a 29,99 9,61 3,64

TFMM: Toplam fenolik madde miktari, AOAcuprac: CUPRAC ydntemi ile antioksidan aktivite.

4.3.1.2 Hidroliz derecesi

Sargassum vulgare protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi, Cizelge 4.7'de goriildiigii gibi
0,03 E/S ve 180 dk hidroliz siiresinde en yiiksek iken (%32,32), 0,00 E/S ve 180 dk hidroliz
stiresinde en diigiik %HD degeri (%15,22) elde edilmistir. Sekil 4.8”de goriildiigii gibi yaklasik
0,03°den biiyiik E/S oranlarinda ve 240-300 dk hidroliz siirelerinde en yiiksek %HD elde
edilmistir. E/S'nin HD iizerindeki lineer ve kuadratik etkisi istatistiksel olarak onemlidir
(p<0,05, Cizelge 4.8). Benzer sekilde, Pan vd. (2016), Ulva clathrata’nin hidrolizasayonu i¢in
alkalaz enzimini kullanmig ve hidroliz derecesini %24,35 olarak rapor etmiglerdir. Paiva vd.
(2017) Ulva rigida c. agardh’in farkli enzimler ile protein hidrolizasyonunu arastirmislardir.
Hidrolizatlarin verim yiizdesini sirasiyla bromelain, pepsin, kimotripsin ve tripsin i¢in

%31,5+0,6, %27,840,8, %28,5+0,7 ve %28,1£0,6 olarak rapor etmislerdir (Paiva vd., 2017).
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Cizelge 4.8. Sargassum vulgare protein ekstraktlarin hidrolizinde ikinci dereceden
polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Kareler Ortalama . . o .
Kaynak ortalamasi DF Kare F-degeri p-degeri
Hidroliz derecesi
Model 143,03 5 28,61 4,66 0,0342*
Lineer
B: 46,14 1 46,14 7,52 0,0288*
B> 1,83 1 1,83 0,30 0,6018
Kuadratik
B 61,16 1 61,16 9,97 0,0160
B2z 1,97 1 1,97 0,32 0,5887
Imerzll‘:‘yon 3,16 | 3,16 0,51 0,4965
Kalint1 42,95 7 6,14 - -
Modelin 21,20 3 7,07 1,30 0,3898
uyumsuzlugu
Saf hata 21,75 4 5,44 - -
Cor total 185,98 12 - - -
R?=0,77; C.V.(%)=9,21

*[statistiksel 5nem diizeyi: p< 0.05, B;: Enzim/subturat orani, B,: Hidroliz siiresi (dk).
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Sekil 4.8. Sargassum vulgare proteinlerinin enzimatik hidrolizinde hidroliz derecesi
iizerine enzim/substurat orani ve hidroliz siiresinin etkisi.

4.3.1.3 Toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite

Sargassum vulgare protein hidrolizatlar1 0,03 E/S ve 180 dk hidroliz siiresinde en
yilksek TFMM (%11,85 mg GAE/g) ve AOACUPRAC (4,09 mg TE/g) degerlerine
sahip olmustur (Cizelge 4.7). Diger taraftan, S. vulgare proteinlerinin, 0,00 E/S ve 180
dk hidroliz siiresinde en diisiik TFMM degeri (4,36 mg GAE/g), 0,04 E/S ve 300 dk
hidroliz stiresinde ise en diisiik AOACUPRAC degeri (0,80 mg TE/g) elde edilmistir
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(Cizelge 4.7). E/Snin TFMM {izerindeki lineer ve kuadratik etkisi istatistiksel olarak
onemlidir (p<0,05, Cizelge 4.9). AOACUPRAC {izerine higbir faktoriin etkisi onemli
degildir (p>0,05, Cizelge 4.10). Sekil 4.9°de goriildiigii gibi en yiliksek TFMM
yaklasik 0,02-0,04 E/S ve tiim hidroliz siiresi kosullarinda elde edilmistir. Diger
taraftan Sekil 4.10°a gore, yaklasik 60-150 dk hidroliz siiresi ve 0,02-0,04 E/S
kosullarinda en yiiksek AOA elde edilmistir. Cizelge 4.2 ve 4.7’de goriilebilecegi gibi
protein ekstraktlarinin toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivitesi
enzimatik hidroliz ile elde edilen hidrolizatlarin TFMM ve AOACUPRAC’dan daha
yiiksektir. Hidroliz sirasinda TFMM ve AOACUPRAC’de kayiplar meydana geldigi
anlasilmaktadir. Pan vd. (2016)’e gore, protein hidrolizatlarinin antioksidan aktivite
gibi biyoaktif 6zellikleri amino asit kompozisyonu ve diziliminden etkilenmektedir.
[lave olarak, proteinlerin ileri hidrolizi, peptitlerin biyoaktif 6zelliklerine zarar

verebilir (Kristinsson ve Rasco 2000).

Design-Expert® Software TFMM

TFMM
® Design Points

11.8473
4.35654
X1 =A:E/S
X2 = B: Hidroliz suresi

[10.8737]

B: Hidroliz siresi

Sekil 4.9. Sargassum vulgare protein hidrolizatlarinin toplam fenolik madde miktar
lizerine enzim/substurat orani ve hidroliz siiresinin etkisi.
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Cizelge 4.9. Sargassum vulgare protein ekstraktlarinin hidrolizinde ikinci dereceden
polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Kareler o . o
Kaynak ortalamasi DF Ortalama kare F-degeri p-degeri
Toplam fenolik madde miktar1
Model 31,34 5 6,27 3,69 0,0590
Lineer
B 11,28 1 11,28 6,64 0,0366*
32 0,85 1 0,85 0,50 0,5026
Kuadratik
B 12,92 1 12,92 7,61 0,0281*
B2 0,29 1 0,29 0,17 0,6919
Interaksiyon
Bz 0,24 1 0,24 0,14 0,7169
Kalint1 11,88 7 1,70 - -
Megghit 10,31 3 3,44 8,78 0,0311*
uyumsuzlugu
Saf hata 1,57 4 0,39 - -
Cor total 43,21 12 - - -

R?=0.73; C.V.(%)=12,83

Design-Expernt® Software AOA-CUPRAC

30000

AOA-CUPRAC
® Design Points
4.09443

0.797447

24000 —|

/i

X1=AE/IS
X2 = B: Hidroliz siiresi

18000 —

B: Hidroliz suresi

12000 —

6000 —@

001 002 003 003 004

A:E/S

Sekil 4.10. Sargassum vulgare protein hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesi {izerine
enzim/substurat oran1 ve hidroliz siiresinin etkisi.
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Cizelge 4.10. Sargassum vulgare protein ekstraktlariin hidrolizinde ikinci
dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Kaynak 0:5:;;1 ellrf:l.m DF Ortalama kare F-degeri p-degeri
CUPRAC
Model 3,60 5 0,72 0,78 0,5971
Lineer
B 7,695E-005 1 7,695E-005 8,280E-005 0,9930
B3 1,45 1 1,45 1,56 0,2521
Kuadratik
By 0,71 1 0,71 0,77 0,4098
B2 2,073E-003 1 2,073E-003 2,230E-003 0,9637
Interaksiyon
Bi2 0,78 1 0,78 0,84 0,3886
Kalint1 6,51 7 0,93 - -
Modelin 5,47 3 1,82 7,02 0,0451%
uyumsuzlugu
Saf hata 1,04 4 0,26 - -
Cor total 10,11 12 - - -
R?=0,36; C.V.(%)=28,96

*[statistiksel 6nem diizeyi: p< 0.05, B;: Enzim/subturat orani, B,: Hidroliz siiresi (dk).
4.3.1.4 Optimizasyon ve dogrulama

Optimum kosullar altinda (hidroliz stiresi: 300 dk ve E/S: 0,03), tahmin edilen HD
(%), TFMM ve AOAcurrac degerleri sirasiyla %30,08, 10,98 mg GAE/g ve 2,72 mg
TE/g’dir (Desirability: 0,87). Optimum kosullarda hazrilanan hidrolizatlarin, deneysel
degerler; HD (%) i¢in %30,02, TFMM i¢in 10,75 mg GAE/g km ve AOA cuprac i¢in
2,77 mg TE/g olarak bulunmustur. Tahmin edilen ve deneysel degerlerin

ortalamast %5 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak farkli degildir (p>0,05).
4.3.2 Pepsin ve tripsin ile enzimatik hidroliz

Tripsin enzimi ile gerceklestirilen birinci hidroliz ¢aligmasinda HD degeri diisiik (%30,02)
oldugundan pepsin ve tripsin enzimlerinin ardisik olarak kullanildig: ikinci hidroliz ¢aligmast
gercgeklestirilmistir. Bu hidroliz ¢alismasinda, HD degeri %62,34+0,02 olarak hesaplanmustir.
Benzer sekilde, Paiva vd. (2017), Ulva rigida c. agardh’in bromelain ve pepsin kombinasyonu
ile elde edilen hidrolizatlarin hidroliz derecesini %59,85+1,73 olarak belirlemistir (Paiva vd.,
2017). Hidrolizatlarin TFMM, AOAcuprac ve AOAagTs sonuglari ise sirastyla 15,68+1,22 mg
GAE/g, 7,64+0,12 mg TE/g ve 7,53+0,11 mg TE/g’dir. In vitro sindirim ¢alismasi i¢in bu

hidrolizatlar kullanilmstir.
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4.3.3 Hidrolizatlarin amino asit kompozisyonu

SV-PH’de bulunan amino asitler ve miktarlar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Caligmanin
sonuclarima gére SV-PH’de en yiiksek oranda bulunan amino asit trozin amino asididir
(Cizelge 4.11). Sekil 4.11°’de SV-PH’nin amino asit kompozisyonuna iligkin kromatogram
verilmistir. Yiiksek oranda bulunan diger amino asitlerin glutamik asit, glisin, 16sin, lizin
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.11). Barbarino ve Lourenco (2005)’a gore, Sargassum
vulgare 16sin (%8,2), alanin (%6,8), glutamik asit (%17,4) ve aspartik asit (%10,6) amino
asitlerini igermektedir. Ayrica, temel aminoasitlerden metiyonini %1,7 diizeylerinde
icermektedir (Barbarino ve Lourenco, 2005). Hidrolizatlarda bulunan amino asitlerin
antioksidan aktiviteleri hakkinda yapilmig calismalara bakildiginda; triptofan ve histidin
amino asitleri yiiksek antioksidan aktivite sergilerken, glisin ve alaninin zayif antioksidan
aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Je vd., 2005). Ayrica, metionin ve sisteinin soya yaginda
antioksidan aktivite sergiledigi ifade edilmistir (Riisom vd., 1980). Uchida ve Kawakishi
(1992), histidin igeren bir peptidin antioksidan aktivite sergiledigini, bunun da histidinin
imidazol halkasinin muhtemelen metal selatlama ve lipid radikal yakalama kabiliyetine

katkida bulunmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.11. Sargassum vulgare protein hidrolizatlarinin amino asit kompozisyonu.

No Amino asit pg/ml
1 Aspartik asit 5,10
2 Glutamik asit 12,16
3 Serine 10,26
4 Histidin 2,05
5 Glisin 12,30
6 Treonin 9,78
7 Arfinin 1,21
8 Alanin 3,64
9 Sistein 3,96
10 Valin 3,83
11 Metionin 3,12
12 Trozin 27,52
13 Fenilalanin 3,70
14 1z016sin 3,70
15 Losin 16,43
16 Lizin 15,38
Toplam 134,15
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Sekil 4.11. Sargassum vulgare’den protein hidrolizatlarimin HPLC’de belirlenen
amino asit kompozisyonu. 1: Aspartik asit, 2: Glutamik asit, 3: Serine, 4:
Histidin, 5: Glisin, 6: Treonin, 7: Arfinin, 8: Alanin, 9: Sistein, 10: Valin,
11: Metiyonin, 12: Trozin, 13: Fenilalanin, 14: Izolosin, 15: Losin ve 16:
Lizin.

4.4 In vitro Sindirim
4.4.1 Protein miktar1 ve in vitro protein sindirilebilirligindeki degisim

Alg proteinlerinin insan mide-bagirsak kosullarinda sindirilebilirligi, insan gidasi olarak
kullanimlart i¢in oldukca onemlidir (Kazir vd., 2019). In vitro sindirimi gergeklestirilen S.
vulgare protein ekstraktlarmin ve protein hidrolizatlarinin protein miktarlarmdaki ve % protein
sindirilebilirligi (PS) degerlerindeki degisim Cizelge 4.12°de gosterilmistir ve SV-PE hem de
SV-PH’nin in vitro sindirim ile protein miktarindaki azalma istatistiksel olarak onemlidir
(p<0,05). %PS degerlerine bakildiginda, in vitro mide ve bagirsak sindirimi sirasinda SV-
PE’nin sirastyla %90,94+0,51 ve %88,36+0,95 oranlarinda sindirildigi goriilmektedir (Cizelge
4.9). Protein hidrolizatlarinin %PS ise in vitro mide ve bagirsak sindirimi sirasinda sirasiyla
%96,46+1,36 ve %100+£0,00 olarak gerceklesmistir. /n vitro sindirim, hem mide hem de
bagirsak fazlar sirasinda alg proteinlerinin hidrolize ugradigini géstermistir. Goni vd. (2002),
cesitli makroalglerin, %2 ila %24 arasinda degisen 6nemli oranda sindirilemez protein
icerdigini goOstermistir. Bu bulgu, c¢alismamizda elde ettigimiz degerlere yakindir.
Calismamizla uyumlu olarak, Kazir vd. (2019), Ulva sp. ve Gracilaria sp. proteinlerinin
sirastyla %89,4 ve %100'lik in vitro sindirim oranlariyla bagirsak fazi sirasinda oldukca
sindirilebilir oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Niccolai vd. (2019), Arthrospira

platensis ve Chlorella vulgaris igin %protein sindirilebilirligi degerlerini sirasiyla %81 ve
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%76 olarak bildirmislerdir. Diger taraftan, MiSurCoVa vd. (2010)’un c¢aligmasinda,
Saccharina japonica makroalginin %60 in vitro protein sindirilebilirligi degeriyle diisiik
protein sindirilebilirligi sergiledigini ifade etmislerdir. Marrion vd. (2005)’un caligmasinda,
Gracilariopsis longissima makroalgi diisik (%30) in vitro protein sindirilebilirligi
sergilemistir. Diisiik in vitro protein sindirilebilirliginin, makroalg yapida bulunan yiiksek
diyet lif igerigi nedeniyle in vitro sindirim sirasinda proteolitik enzimlerin proteine erigiminin
engellenmesinden kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (MiSurCoVa vd., 2010, Marrion vd.,
2005). Ilave olarak, Fleurence vd. (1999) tarafindan, yesil bir deniz yosunu olan Ulva
armoricana'da bulunan polisakkaritlerin ve fenolik bilesiklerin, proteinlerin in vitro
sindirilebilirligini etkileyebildigi ifade edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar SV-
PE ve SV-PH’nin sindirim enzimleri tarafindan iyi bir sekilde hidrolize edildigini ve yiiksek

diizeyde sindirilebilirligi ile insan tiiketimine uygun oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.12. Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin in vitro mide-
bagirsak sindirimi sirasinda protein miktarindaki degisimi ve in
vitro %protein sindirilebilirligi.

] , . In vitro mide In vitro In vitro bagirsak

In vitro In vitro mide - o s e e .

indirim indirimi sindirimi bagirsak sindirimi
Ornek "s . 4 sonrasi %PS sindirimi sonrasi %PS

oncesi PM, sonras1 PM,
me/ wil sonras1 PM,
g/8 2/8 mg/g

SV-PE | 245,30+0,67 20,04+0,82 90,94+0,51 25,75+1,05 88,36+0,95
SV-PH | 137,86£5,16 4,88+0,51 96,46+1,36 0,00+0,00 100+0,00

SV-PE: Sargassum vulgare’dan protein ekstrakti. SV-PH: Sargassum vulgare’dan protein
hidrolizati. PM: Protein miktar1. PS: Protein sindirilebilirligi.

4.4.2 In vitro sindirim sirasinda toplam fenolik madde miktarindaki degisim

Sargassum vulgare proteinlerinin ve protein hidrolizatlarinin TFMM’deki degisimini
arastirmak i¢in in vitro mide-bagirsak sindirimi gerceklestirilmistir. SV-PE ve SV-PH’nin in
vitro sindirim 6ncesi TFMM’1 sirasiyla 39,41+0,47 ve 15,68+1,22 mg GAE/g km’dir (Cizelge
4.13). In vitro mide-bagirsak sindiriminde SV-PE’nin TFMM’1 azalirken, SV-PH’nin artmigtir
(p<0,05, Cizelge 4.13). Benzer olarak, Huang vd. (2021), yedi farkl1 makroalgin in vitro mide
sindiriminden sonra, 6zellikle Sargassum thunbergia’m TFMM’da %174,44’lik bir artis
kaydetmistir. Diger taraftan, Corona vd. (2017), in vitro sindirimden sonra kahverengi
makroalg Ascophyllum nodosum’un TFMM’da %81,7'lik bir azalma kaydetmistir. Bu
bulgularin alglerde bulunan farkli polifenol tiirleri ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir.
Ayrica, pH, sicaklik ve gida matrisi dahil olmak tizere cesitli faktorler bagirsakta fenolik
bilesiklerin emilimini etkileyebilir (Fang ve Bhandari, 2010, Rein vd., 2013, Zhao vd., 2022).
Diger taraftan, makroalglerde bulunan proteinlerin fenolik maddelerle etkilesimi fenolik

bilesiklerin emilimini engelleyebilmektedir. Bunun nedeni, polifenollerin, proteinlerdeki
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amino veya siilfidril gruplar ile geri doniisiimsiiz kovalent baglar olusturan kinonlarn
olusturmak i¢in enzimatik olmayan reaksiyonlarda kolayca oksitlenmesidir. Bu durum, mide-
bagirsak sistemdeki sindirim enzimlerinin polifenolleri katabolize edememesine neden
olmaktadir. Ayrica, in vifro mide-bagirsak sindiriminde kullanilan enzimler proteinler
iizerinde etkili olan proteaz enzimler oldugundan, polifenoller {izerindeki karboksil gruplar
ayrica sindirim enzimleri iizerindeki amino gruplar1 ile kovalent olarak baglanarak
polifenollerin sindirimini ve emilimini daha da engelleyebilir. ilave olarak, proteinler ve
polifenoller arasinda insan viicudunda fenoliklerin emilimini engelleyen geri doniistimli
kovalent olmayan baglar da olusabilir. Bu kovalent olmayan baglar esas olarak hidrojen bagi,
iyonik bag ve hidrofobik etkilesimlerdir. Polifenol hidroksil gruplari negatif, protein gruplari
pozitif yiiklii oldugundan, proteinler ve polifenoller iyonik baglar olusturarak birbirlerine

baglanabilirler (Zhao vd., 2022).

Cizelge 4.13. Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin in vitro mide-bagirsak
sindirimi sirasinda toplam fenolik madde miktarindaki degisim.

Ornek In vitro sindirim oncesi | In vitro mide sindirimi In vitro bagirsak
TFMM, mg GAE/g sonrasit TFMM, mg sindirimi sonras1 TFMM,
GAE/g mg GAE/g
SV-PE 39,41+0,47a 16,30+2,86b 24,70+0,59b
SV-PH 15,68+1,22¢ 53,32+1,65b 68,61+1,31a

SV-PE: Sargassum vulgare’dan protein ekstrakti. SV-PH: Sargassum vulgare’dan protein hidrolizat1.
TFMM: Toplam fenolik madde miktari. Satirlarda bulunan a, b harfleri Tukey testi ile istatistiksel
farklilig: ifade etmektedir (p<0,05).

4.4.3 In vitro sindirim sirasinda antioksidan aktivitedeki degisim

In vitro sindirimden 6nce, amino asit kalintilarinin antioksidan aktivitesi, proteinin iigiinciil
yapisi igindeki erigilebilirlikleri ile smirlidir. Makroalglerin antioksidan aktivitesi, hem
antioksidan ozelliklere sahip amino asitlere hem de fenollere atfedilir. /n vitro sindirimden
once, amino asit kalintilarmin antioksidan aktivitesi, proteinin {iiglinciil yapist igindeki
erisilebilirlikleri ile sinirlidir. Antioksidan amino asitler enzimatik hidroliz iglemi sirasinda
daha fazla oksijene maruz kalirlar, bu da peroksil radikaline hidrojen katma egilimlerini

artirabilir (Elias vd., 2008).

Cizelge 4.14°de goriildiigii gibi, SV-PE’nin in vitro sindirim ile TFMM’deki azalma ile
uyumlu olarak AOA azalmistir (p<0,05). Benzer sekilde, Huang vd. (2021), alt1 makroalgin
AOAsinin in vitro mide sindiriminden sonra belirgin sekilde azaldigini rapor etmislerdir. Hem
in vitro mide hem de bagirsak sindirimindeki bu diistisler, pH ve gida ve enzimlerdeki diger
bilesiklerin varlig ile iliskili olabilir ve polifenollerin kimyasinda ve fiziksel durumunda geri

doniisiimli olmayan degisikliklere neden olabilir (Tomas vd., 2021). Ayrica algal fenolik
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bilesiklerin antioksidan aktivitesi ve stabilitesi alg tipi, sicaklik ve diger ekstraksiyon kosullart

ile iliskili olabilir (Garcia-Vaquero vd., 2021).

Diger taraftan, SV-PH’nin in vitro sindirim ile TFMM artis1 ile AOA artmistir (p<0,05,
Cizelge 4.14). Benzer sekilde, Chiang vd. (2013)’iin ¢alismasinda da hem TFMM hem de
AOA in vitro sindirim sonrasinda artis goOstermistir. Rodriguez-Roque vd. (2013)’nin
calismasinda, fenoliklerin gida matrisinden in vitro sindirim sirasinda salinimlari arttigindan,
TFMM ve AOA’de artis meydana gelmistir. Benzer sekilde, You vd. (2020)’nin ¢alismasinda,
Misgurnus anguillicaudatus’dan protein hidrolizatlarinin in vitro mide-bagirsak sindirim
sirasinda AOA ’lerinde artis meydana belmistir. /n vitro bagirsak sindirimi sirasinda pankreatin
enzimi ile hidroliz derecesinin artmasi ve daha fazla serbest amino asitlerin agiga ¢ikmasi ile
AOA’nin arttig1 ifade edilmistir. Ayrica sindirim ile yiiksek afiniteli metal baglayict gruplar
agiga ¢ikmustir. Ornegin, imidazol ve karboksilik gruplarm Cu?* ile elektrostatik ve iyonik
etkilesimlerinin muhtemelen artmasi ile AOA’de artis kaydedilmistir (You vd., 2010).
Ozelikle in vitro sindirim ile hidrofilik amino asitlerin agiga ¢itkmasmin ABTS yéntemi ile

tespit edilen AOA’de artisa neden oldugu rapor edilmistir (You vd., 2010).

Cizelge 4.14. Protein ekstraktlarinin ve protein hidrolizatlarinin in vitro mide-bagirsak
sindirimi sirasinda antioksidan aktivitedeki degisim.

Ornek In vitro sindirim oncesi | In vitro mide sindirimi In vitro bagirsak

sonrasi sindirimi sonrasi
AOAcurrac_(mg GAE/g)
SV-PE 37,55+4,61a 6,4320,08b 14,69+0,21b
SV-PH 7,53+0,11b 48,57+0,71a 30,65+6,95ab
AOAusts (mg GAE/g)
SV-PE 239,73+1,88a 59,43+3,20b 142,65+9,86a
SV-PH 7,64+0,12¢ 15,95+0,33b 22,46+0,47a

SV-PE: Sargassum vulgare’dan protein ekstrakti. SV-PH: Sargassum vulgare’dan protein hidrolizat1.
AOA: Antioksidan aktivite. Satirlarda bulunan a, b, ¢ harfleri Tukey testi ile istatistiksel farklilig: ifade
etmektedir (p<0,05).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda, Sargassum vulgare’den ultrases destekli enzimatik
ekstraksiyon ile elde edilen protein ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari,
antioksidan aktivitesi ve tekno-fonksiyonel 6zelliklerinin yanisira, karakterizasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, S. vulgare’den protein
ekstraktlarinin su tutma kapasitesi, emiilsifikasyon ve koplirme 6zelliklerinin diger
algal proteinler ile kiyaslandiginda diisiik oldugu goriilmektedir. Diger taraftan S.
vulgare proteinlerinin iyi bir yag tutma kapasitesi sergiledigi tespit edilmistir. Bu
nedenle, S. vulgare proteinlerinin mayonez gibi trlinlerde kullanim potansiyeli

bulunmaktadir.

S. vulgare proteinlerinin enzimatik hidrolizi ile hazirlanan protein hidrolizatlarinin
toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivitesinin yanisira amino asit
kompozisyonu arastirilmistir. Hidrolizatlarin  antioksidan aktivitesi, protein
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinden daha disiiktlir. Diger taraftan in vitro
sindirim ile protein hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesi artarken, protein
ekstraktlarinin azalmistir. Protein hidrolizatlarinin in vitro mide ve bagirsak sindirim
sirasinda daha yiiksek antioksidan aktivite sergilemesi, fonksiyonel gida bileseni
olarak kullanim imkanina sahip olabilecegini gostermektedir. Ayrica S. vulgare
protein hidrolizatlarinin histidin, treonin, valin, metionin, fenilalanin, i1zoldsin, 16sin
ve lizin gibi esansiyel amino asitleri icerdigi tespit edilmistir. Ilave olarak, hem S.
vulgare protein ekstraktlar1 hem de protein hidrolizatlar1 in vitro mide-bagirsak
sindirim sirasinda yiiksek oranda protein sindirilebilirligi sergilemesi, bir gida ya da
fonksiyonel gida bileseni olarak tiiketime uygun olabilecegini gostermektedir. Diger
taraftan, bir denizel kaynak olan makroalg S. vulgare protein ekstraktlarinin ve protein
hidrolizatlarinin bir gida ya da gida bileseni olarak kullanilmadan once, ¢esitli gida
uygulamalar ile gidanin duyusal 6zelliklerine etkisi arastirilmalidir ve toksikolojik,

agir metal, pestisit kalintis1 gibi gida giivenligi testlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligma kapsaminda elde ettigimiz bulgular ile S. vulgare’den protein
ekstraktlarinin iyi diizeyde antioksidan aktivite ve yag tutma kapasitesi sergiledigini,
S. vulgare’den protein hidrolizatlarinin ise diisiik anitoksidan aktiviteye sahip

olmasina ragmen in vitro sindirim sirasinda yiiksek antioksidan aktivitesinin arttig1 ve
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hem S. vulgare protein ekstraktlarinin hem de protein hidrolizatlarin neredeyse

tamamen sindirilebildigi tespit edilmistir.
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