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BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANNAMESI

Adana Alparslan Tiirkes Bilim ve Teknoloji Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii tez yazim
kurallarina uygun olarak, bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yol ve yardima

basvurmaksizin hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Bu tezin 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin
akademik kurallara ve etik davranisa uygun olarak elde edilerek sunuldugunu beyan ederim.
Ayrica, tez kapsaminda bu kurallarin ve davraniglarin gerektirdigi sekilde bu calismaya 6zgiin
olmayan tiim veri ve bilgiler i¢in bilimsel etik ve gelenek cergevesinde kaynak gosterdigimi;
bu kaynaklar1 da kaynakcada belirttigimi beyan ederim. Calismam ile ilgili yaptigim beyana

aykir1 bir durum saptanmasi halinde tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.
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OZET

SEKER PANCARI (BETA VULGARIS) YAPRAGI EKSTRAKTININ
FONKSIYONEL OZELLIiKLERININ INCELENMESI

ZEYNEP AKKAYA
Yiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. LEVENT YURDAER AYDEMIR
Haziran 2025, 75 sayfa

Gida proteinleri, viicudun ihtiya¢ duydugu amino asitlerin temel kaynagini olusturmakta ve
hem bitkisel hem de hayvansal kaynaklardan elde edilmektedir. Artan dinya nifusu
stirdiiriilebilir yeni protein kaynaklarina olan gereksinimi artirirken, bitkisel kaynaklar diisiik
maliyet, erigilebilirlik ve besleyici degerleriyle 6ne ¢ikmaktadir. Seker pancari (Beta vulgaris
L. ssp. vulgaris), kokii seker tiretiminde degerlendirilen, yaprak kismi ise ¢cogunlukla yem veya
atik olarak kalan bir ham maddedir. Kuru maddede ikinci biiyiik fraksiyonu olusturan protein
dikkate alinarak, bu calismada seker pancari yapraklarindan farkli yontemlerle protein
ekstraksiyonu ve biyofonksiyonel o6zelliklerin incelenmesi amaglanmistir.  Protein
ekstraksiyonu i¢in {i¢ ¢oktiirme yontemi (1s1, izoelektrik nokta, amonyum siilfat) ile ultrases
destekli sekiz enzimatik protokol (Kosul 1-8) uygulanmistir. Ultrases iglemleri %60 genlikte,
20 dakika kesikli modda ytiriitiilmiis; bazi protokollerde Viscozyme®, pektinaz ve cellulysin
enzimleri kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlarda toplam/¢oziiniir protein, toplam fenolik
madde, antioksidan kapasiteler (DPPH, ABTS) ve enzim inhibisyon aktiviteleri (ACE, a-
amilaz, lipaz) belirlenmistir. Coktliirme yontemleri arasinda PF2 (izoelektrik ¢oktiirme) en
yiiksek toplam protein igerigini verirken, PF1 (1s1 ¢6ktiirme—supernatant) en yiksek ¢ézunir
protein, fenolik icerik ve antioksidan kapasiteyi gostermistir; lipaz inhibisyonu da PF1’de en
yiiksek bulunmustur. ACE ve a-amilaz inhibisyonu tespit edilememistir. Ultrases destekli
enzimatik protokoller, ¢oktiirmeye kiyasla daha yiiksek verimler saglamistir. Ultrasesin
enzimden 6nce uygulanmasi (6n-ultrases) ekstraksiyon verimini anlamli bi¢imde artirmistir
(p<0,05). Nitekim Kosul 3’te protein igerigi %16,47 ve verim %67,23 ile en yliksek degerlere
ulasilmis; Kosul 5’te %12,63 ve %51,54; Kosul 7°de ise %15,90 ve %63,71 elde edilmistir.

Ayrica enzim inaktivasyonunun santrifiijden sonra yapilmast (6r. Kosul 5), protein



¢Oziiniirliiglinii koruyarak toplam verimi ylikseltmistir. Sonuglar, seker pancar1 yapraklarinin
fonksiyonel proteinler icin uygun bir hammadde oldugunu ve o&zellikle ultrases—enzim
kombinasyonunun endustriyel dlcekte uygulanabilir, verimli ve strdirtlebilir bir ekstraksiyon

yaklagimi sundugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, biyoaktif aktivite, enzim inhibisyon aktivite, seker

pancari yapragi, ultrases destekli enzimatik hidroliz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE FUNCTIONAL PROPERTIES OF SUGAR BEET (BETA
VULGARIS) LEAF EXTRACT

ZEYNEP AKKAYA
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Levent Yurdaer Aydemir
June 2025, 75 pages

Food proteins constitute the main source of amino acids needed by the body and are obtained
from both plant and animal sources. While the increasing world population is increasing the
need for new sustainable protein sources, plant sources stand out with their low cost,
accessibility, and nutritional value. Sugar beet (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) is a raw material
whose root is utilized in sugar production, while the leaves are mostly left as feed or waste.
Considering that protein constitutes the second largest fraction in dry matter, this study aimed
to investigate protein extraction from sugar beet leaves using different methods and their
biofunctional properties. Three precipitation methods (heat, isoelectric point, ammonium
sulfate) and eight ultrasound-assisted enzymatic protocols (Conditions 1-8) were applied for
protein extraction. Ultrasound treatments were conducted at 60% amplitude in batch mode for
20 min; in some protocols, Viscozyme®, pectinase, and cellulysin enzymes were used.
Total/soluble protein, total phenolic substance, antioxidant capacities (DPPH, ABTS) and
enzyme inhibition activities (ACE, a-amylase, lipase) were determined in the obtained extracts.
Among the precipitation methods, PF2 (isoelectric precipitation) gave the highest total protein
content, while PF1 (heat precipitation—supernatant) showed the highest soluble protein,
phenolic content and antioxidant capacity; lipase inhibition was also found to be the highest in
PF1. ACE and a-amylase inhibition could not be detected. Ultrasound-assisted enzymatic
protocols provided higher yields compared to precipitation. Application of ultrasound before
the enzyme (pre-ultrasound) significantly increased the extraction yield (p<0.05). Indeed, the
highest values were reached with 16.47% protein content and 67.23% yield in Condition 3;
12.63% and 51.54% in Condition 5; In Condition 7, 15.90% and 63.71% were obtained.
Furthermore, performing enzyme inactivation after centrifugation (e.g., Condition 5) increased
iv



the total yield while preserving protein solubility. The results demonstrate that sugar beet leaves
are a suitable raw material for functional proteins, and the ultrasound-enzyme combination, in

particular, offers an efficient and sustainable extraction approach applicable on an industrial
scale.

Keywords: Antioxidant activity, bioactive activity, enzyme inhibitory activity, sugar beet
leaves, ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis



Ithaf

Bu tezi rahmetli babam Ramazan Seyhan ve rahmetli agabeyim Alaattin
Seyhan’a, ayni zamanda higbir zaman destegini esirgemeyen ve her zaman

yammda olan sevgili esim Ahmet Akkaya 'ya ithaf ediyorum...
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TESEKKUR
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Bu ¢alisma 120R078 proje numarasi ile TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRiS
1.1. Proteinler

Proteinler, insan vicudu i¢in 6nemli rol oynayan ve hayati éneme sahip olan temel besin
maddeleridir (WHO, 2007). Islevsel ve yapisal olarak cesitlilik gosteren proteinler, enzimler,
yapisal bilesenler, tasiyicilar, hormonlar ve savunma molekiilleri gibi viicuttaki bir¢ok biyolojik
stirecin diizenlenmesine ve siirdiiriilmesine katkida bulunurlar. Proteinler, amino asitlerin peptit
baglariyla bir araya gelmesiyle olusan karmasik biyomolekiillerdir. Bu yapilardaki amino ve
karboksil gruplarinin etkilesimi sonucunda, bir amino asidin amino grubu ile digerinin
karboksil grubu arasinda peptit baglart meydana gelir. Amino grubu (NH>) aminoasitlerin adini
aldiklar1 gruptur. Bu grup, azot atomuna ve iki hidrojen atomuna sahip bir amin grubudur.
Amino grubu, protein sentezi sirasinda peptit baglarinin olusmasinda 6nemli rol oynar.
Karboksil grubu (COOH) amino asitlerin bir diger 6nemli bilesenidir. Karboksil grubu, bir
karbon atomuna bir oksijen atomu ve bir hidrojen atomu bagli olan bir karboksilik asit
grubudur. Bu grup, protein sentezi sirasinda peptid baglarinin olusmasinda karbonil grubuyla
reaksiyona girer. Amino asitlerde karbon atomuna bagli bir hidrojen atomu igerirler ve amino
asidin genel yapisinin bir pargasidirlar. Amino asitleri birbirinden ayiran ve 6zgiin 6zellikleri
kazandiran kisimda yan zincirdir (R grubu). Her amino asidin yan zinciri farkli olabilir ve ¢esitli
kimyasal gruplar icerebilir. Yan zincirler, amino asitlerin hidrofilik (suda c¢dziinme) veya
hidrofobik (suda ¢oziinmeme) olma Ozelliklerini belirler. Proteinlerin yapisal ve fonksiyonel
ozellikleri, onlarin katlanmis yapisinin ve amino asit diziliminin bir sonucudur. Bu 6zellikler,
proteinlerin spesifik islevlerini yerine getirmesine ve biyolojik sistemlerde ¢esitli roller
istlenmesine olanak tanir. Yap1 bakimindan proteinler dort boliimden olugmaktadirlar. Bunlar,
primer (birincil), sekonder (ikincil), tersiyer (li¢linciil) ve kuarterner (dordiinciil) yapilardir.
Amino asitlerin peptit baglariyla bir araya gelerek olusturduklart diiz polimer zinciri, proteinin
birincil yapisini olusturur. Bir proteinin birincil yapisi, onun ii¢ boyutlu yapisini belirler. Bu
nedenle, birincil yapidaki amino asit degisiklikleri, proteinin {i¢ boyutlu konformasyonunu ve
islevini etkileyebilir. Proteinlerin iic boyutlu yapilari, onlarin spesifik islevlerini yerine
getirebilmesi icin kritiktir ve bu yapilarin dogru olusturulmasi, proteinlerin biyolojik

aktivitesini saglar. Proteinin sekonder yapisi, polipeptit zincirindeki amino asitlerin belirli bir



sekilde kivrilmasi veya katlanmasi sonucunda olugsmaktadir. Amino asitler arasindaki kimyasal
etkilesimlerin ve hidrojen baglarinin rol oynadig: bir yapidir ve en yaygin olarak ikincil yapilar
a-heliks ve B-tabakadir. Tersiyer yapi ise, ikincil yapilarin daha karmasik bir sekilde katlanmasi
ve polipeptit zincirindeki ¢esitli kovalent ve kovalent olmayan etkilesimlerin sonucunda
olusmaktadir. Bu etkilesimler arasinda hidrojen baglari, iyonik baglar, hidrofobik etkilesimler,
van der Waals etkilesimleri, polar etkilesimler ve disiilfit baglari yer almaktadir. Ugiinciil yaps,
tiim protein zincirinin li¢ boyutlu konformasyonunu gosterir. Bu yapi, proteinin biyolojik olarak
aktif hale gelmesini saglar. Ugiinciil yap1, proteinin fonksiyonunu belirler ve bu yapidaki
herhangi bir degisiklik proteinin islevini dogrudan etkileyebilir (Nelson & Cox, 2017). Bazi
proteinlerde ise iki ya da daha fazla polipeptit zinciri, hidrofobik etkilesimler ve diger zayif
baglarla bir araya gelerek kuaterner yapiy1 olusturur. Bununla birlikte bazi proteinlerde, birden
fazla polipeptit zincirinin birlesmesiyle olusan kuaterner (dordiinciil) yapi, proteinin tam
islevselligini kazanmasinda kritik rol oynamaktadir (Branden & Tooze, 1999; Lodish ve ark.,
2000)

Primary
structure Quaternary
Pro structure

Ala
Asp
Lys Secondary Tertiary

Thr structure structure
Asn

Val
Lys
Ala
Ala
Trp
Gly
Lys
Val b "B
Amino acid Polypeptide chain Assembled subunits
residues

Sekil 1.1. Proteinlerin Yapist (Schmid, S. (2014).



1.2. Bitkisel Proteinler

Insanlarin beslenme ihtiyaclar1 agisindan temel besin 6gelerinden biri proteinlerdir. Geleneksel
olarak bu protein ihtiyaci et, siit iirinleri ve balik gibi hayvansal gidalardan karsilanmaktadir.
Ancak giiniimiizde diinya niifusunun hizla artmasi, siirdiiriilebilir gida sistemleri agisindan
hayvansal kaynakli protein iiretiminin ¢evresel etkileri ve ekonomik stirdiiriilebilirligi
konusunda ciddi endiselere neden olmustur. Hayvansal protein iiretimi yiiksek miktarda su,
enerji ve arazi kullanimina yol agmakta ve sera gazi emisyonlarinin 6nemli bir kaynagi olarak
cevresel yik olusturmaktadir (Poore & Nemecek, 2018). Bu durum, alternatif ve daha
stirdiirtilebilir protein kaynaklari olan bitkisel proteinlere yonelik ilgiyi artirmaktadir. Bitkisel
protein kaynaklari, fasulye, mercimek, nohut, bezelye, soya, badem, findik, cesitli tohumlar,
tahillar, kinoa ve yesil yaprakli sebzeler gibi ¢ok genis bir yelpazede bulunmaktadir. Bu
kaynaklar, protein ihtiyacin1 karsilamanin yanmi sira besinsel ve fonksiyonel ozellikler
bakimindan da olduk¢a zengindir (Joshi & Kumar, 2015; Sa ve ark., 2020). Bitkisel proteinlerin
temel avantajlarindan biri, doymus yag ve kolesterol icermemeleri ya da ¢ok az i¢cermeleridir.
Ayrica, lif, vitaminler (6zellikle B vitaminleri ve E vitamini) ve mineraller (magnezyum,
potasyum ve demir gibi) agisindan zengin olmalar1 nedeniyle saglikli beslenme acisindan da
avantajlidirlar (Day, 2013). Bitkisel kaynakl1 proteinlerin amino asit profili, baz1 kaynaklarda
hayvansal proteinlerden farkliliklar gosterse de ¢esitli bitkisel gidalarin kombinasyonu ile
viicudun ihtiya¢ duydugu tiim esansiyel amino asitler dengeli bir bicimde saglanabilmektedir.
Ornegin, baklagiller lizin bakimindan zengin ancak metiyonin agisindan simirliyken, tahillar
tam tersi sekilde metiyonin agisindan zengin ancak lizin agisindan siirlidir. Bu gidalarin
birlikte tiikketimi, protein kalitesini ve biyoyararlanimi artirmaktadir (Henchion ve ark., 2017;
Sa ve ark., 2020). Bitkisel proteinler ayrica alerji riski ve laktoz intoleransi gibi saglik sorunlari
yasayan bireyler igin ideal bir alternatif olusturur. Ozellikle vegan ve vejetaryen diyetlerin
populer hale gelmesiyle birlikte, bitkisel protein tiriinleri tiiketici talebinde belirgin bir artis
yasamistir. Bu baglamda, protein izolatlar1 ve konsantreleri seklinde {iretilen bitkisel
proteinlerin kullanimi, gida endiistrisinde protein takviyesi, fonksiyonel gidalar ve et alternatifi
urtinlerin gelistirilmesinde yayginlagsmaktadir (Boye ve ark., 2010). Bitkisel proteinlerin tretim
stirecleri, ¢evresel etkileri bakimindan hayvansal proteinlere gore daha diisiik karbon ayak izine
sahip oldugundan, siirdiiriilebilir gida sistemleri ve ¢evre koruma politikalarinda da 6nemli bir

yere sahiptir. Bu durum, tarimsal iiretim sistemlerinin ¢evresel siirdiiriilebilirligi agisindan
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biiyiik 6nem tagimakta ve gelecegin gida giivenligi politikalarinin olusturulmasinda merkezi bir

rol oynamaktadir (Aiking & de Boer, 2020).
1.3. Seker Pancari ve Yapraklari

Seker pancari (Beta vulgaris L.), Amaranthaceae familyasina ait ekonomik degeri yiiksek bir
endiistriyel bitkidir. Fotosentez mekanizmast bakimindan C3 bitkileri arasinda siniflandirilan
seker pancari, Ozellikle 1liman iklim kosullarinda ve iyi drene edilmis verimli topraklarda
yetistirilir (Zicari ve digerleri, 2019). Seker iiretimi amaciyla yaygin olarak yetistirilen seker
pancarinin kokleri, hasattan sonra fabrikalarda islenerek kristal seker elde edilir. Yapraklar ise
genellikle hayvan beslenmesinde yem olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yapraklarin
yiiksek protein igerigi ve besleyici 6zellikleri nedeniyle alternatif degerlendirme yontemleri
lizerine yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir (Tamayo Tenorio ve digerleri, 2017). Seker
pancar1 yapraklari, yiliksek besin degeri acisindan Onemli bir potansiyele sahiptir. Taze
yapraklarin yaklasik %30 proteinlerden olusurken, yapraklarin biiyiik kismi1 (%85-90) sudan
ibarettir. Ancak kuru madde bazinda degerlendirildiginde, protein igerigi %30'a kadar
cikabilmektedir (Merodio ve Sabater, 1988; Jwanny ve digerleri, 1993; Lammens ve digerleri,
2012; Kiskini ve digerleri, 2016; Tamayo Tenorio ve digerleri, 2017; Akyiiz ve Ersus, 2021).
Seker pancar1 yapragi proteinleri, dengeli ve besleyici bir amino asit profiline sahip olup,
Ozellikle serin amino asidi basta olmak {izere treonin, valin, fenilalanin, izoldsin ve 16sin gibi
esansiyel amino asitleri 6nemli miktarlarda igerir (Akyiiz ve Ersus, 2021). Yapraklarin yag
igerigi oldukga diistiktiir; ancak yapraklarin %20’ye kadar varan kiil i¢erigi, yliksek miktarlarda
makro ve mikro elementleri barindirmaktadir. Bu elementler arasinda fosfor (P), potasyum (K),
kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), sodyum (Na), ¢inko (Zn), bakir (Cu), demir (Fe), mangan
(Mn), bor (B) ve molibden (Mo) bulunur (Tamayo Tenorio ve digerleri, 2016). Bu mineraller,
yapraklarin hem besleyici degerini artirmakta hem de protein ekstraksiyonu ve fonksiyonel gida
tiretimi agisindan avantajlar sunmaktadir. Gida endiistrisinde kullanilan protein kaynaklar
genellikle hayvansal ve bitkisel olarak siniflandirilir. Hayvansal proteinler biyoyararlanim
acisindan istiin olsa da bitkisel proteinlerin ekonomik olarak daha uygun ve siirdiiriilebilir
kaynaklar olmasi, alternatif protein kaynaklari arayisinda onlar1 6n plana ¢ikarmaktadir.
Bitkisel proteinler genellikle tahillar, baklagiller ve yagli tohumlardan elde edilmekle birlikte,

yesil yaprakli sebzeler de yiiksek protein ve besleyici degerleri nedeniyle potansiyel alternatif
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kaynaklar arasinda gosterilmektedir (Day, 2013; S& ve ark., 2020). Artan kiresel nifus, bu
kaynaklarin daha etkin degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu baglamda, bitkisel
proteinler, genis ¢apl liretim imkani, diisiik ¢cevresel etkileri, ekonomik avantajlar1 ve genis
tiketici Kitlesine hitap edebilme potansiyelleri nedeniyle biiyiik 6nem kazanmaktadir (Boye ve
digerleri, 2010; Aiking ve de Boer, 2020). Seker pancar1 yapraklar: gibi tarimsal yan {riinlerin

protein agisindan degerlendirilmesi, bu kapsamda 6nemli bir arastirma alanini olusturmaktadir.
1.4. Proteinlerin Saflastirilmasi

Proteinlerin biyolojik materyallerden saflastirilmasi ve izole edilmesi, genellikle birden fazla
fiziksel ve kimyasal islemin bir arada uygulandigi ¢ok basamakli bir siiregtir. Bu siirecte tercih
edilen yontemler; c¢okeltme, kromatografik ayirma, elektroforez, santrifiigasyon ve
ultrafiltrasyon gibi teknikleri icermektedir. Hangi yontem veya yontemlerin secilecegi ise
biiyiik 6lciide hedef proteinin ¢oziiniirliik, stabilite ve molekiiler yap1 gibi 6zgiin 6zelliklerine
bagli olarak belirlenmektedir (Scopes, 1994). Proteinlerin ayrilmasi ve saflastiriimasinda
kullanilan kromatografi ve elektroforez gibi yontemler, proteinlerin yiik, molekiiler biiyiikliik
ve yapisal konformasyon gibi Kkarakteristik fiziksel Ozelliklerinden yararlanilarak
uygulanmaktadir. Iyon degisim kromatografisi, proteinlerin yiizeysel net yiiklerine gore sabit
faza baglanarak ayrilmasina olanak tanirken; jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografisi,
proteinleri boyutlarina gore fraksiyonlara ayirmakta ve genellikle saflagtirmanin ileri
asamalarinda tercih edilmektedir (Janson, 2012). Elektroforetik teknikler ise, 6zellikle sodyum
dodesil silfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) gibi yontemlerle, proteinlerin
molekiiler kiitlelerinin belirlenmesi ve yapisal 6zelliklerinin degerlendirilmesi agisindan yaygin
bicimde kullanilmaktadir (Laemmli, 1970). Protein ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan
¢coktiirme yontemleri, proteinlerin ¢oziiniirliik 6zelliklerine dayali olarak gelistirilmistir. Bu
teknikler, ortam kosullarinin degistirilmesi yoluyla proteinlerin ¢oziiniirliiklerinin azaltilmasi
ve boylece ortamdan ayristirilmasimi  hedefler. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, tuz
konsantrasyonunun artirilmasiyla suyun protein iizerindeki hidratasyon etkisinin azalmasina
neden olur ve bu sayede proteinlerin selektif olarak ¢okelmesini saglar. Bu yontem, diisiik
maliyeti ve dlgeklenebilirligi nedeniyle endiistriyel uygulamalarda sikca tercih edilmektedir.
Benzer sekilde, izoelektrik noktada ¢oktiirme ise, proteinin net yiikiiniin sifirlandigi pH

araliginda ¢oziinlirliigliniin minimuma inmesi prensibine dayanir. Ayrica, aseton ve etanol gibi
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organik ¢oziiciilerin kullanildig1 ¢oktiirme uygulamalar1 da proteinleri ortamdan ayristirmada
etkili alternatifler sunmaktadir (Rattanachomsri ve ark., 2009). Geleneksel protein ekstraksiyon
yontemleri, gida ve biyoteknoloji endiistrisinde yaygin sekilde kullanilmakla birlikte, bazi
onemli sinirliliklar barindirmaktadir. Bu tekniklerde genellikle hedef proteinin diisiik verimle
elde edilmesi, uruniin fonksiyonel ve besinsel kalitesinin istenilen diizeyde olmamasi ve
kullanilan kimyasallarin ¢evresel yiik olugturmasi gibi sorunlar 6ne ¢ikmaktadir (Puri, Sharma
& Barrow, 2012). Ayrica, sert ¢oziiciiler, yiiksek sicakliklar ve uzun islem siireleri gibi siddetli
proses kosullar1 hem protein yapisinda bozulmalara yol agmakta hem de ekonomik maliyetleri
artirmaktadir. Bu baglamda, daha siirdiiriilebilir ve verimli ekstraksiyon siireclerinin
gelistirilmesi amaciyla alternatif 6n islem tekniklerine olan ilgi giderek artmaktadir. Bu
dogrultuda, hem 1sil hem de 1sil olmayan ¢esitli yenilikgi yOntemler iizerinde
yogunlasilmaktadir. Isil uygulamalardan biri olan enzim destekli ekstraksiyon, 6zellikle hiicre
duvarlarinin segici enzimlerle parg¢alanarak proteinlerin matriksten daha etkin sekilde serbest
birakilmasini saglar; ayn1 zamanda hedef proteinlerin dogal yapisini koruma avantaji sunar
(Hardouin ve ark., 2016). Mikrodalga destekli ekstraksiyon ise materyalin hizli ve homojen bir
sekilde 1sinmasini saglayarak hiicresel igeriklerin salimimi kolaylastirmakta ve bdylece
ekstraksiyon verimini artirmaktadir (Choi ve ark., 2006). Ohmik 1sitma yontemi ise, elektrik
akimi yardimiyla materyalin igsel direnci iizerinden dogrudan 1s1 iireterek proteinlerin hiicre
disina gegisini tesvik etmektedir (Nair ve ark., 2014). Son yillarda siirdiiriilebilir gida
teknolojilerine yonelik artan ilgi, 1s1l olmayan ekstraksiyon yontemlerinin 6nemini giderek
artirmigtir. Bu yenilik¢i teknikler, hem ¢evre dostu olmalari hem de proteinlerin yapisal
biitlinliigiinii koruma potansiyelleri sayesinde 6ne ¢ikmaktadir. Bu yontemlerden biri olan
ultrasonik ekstraksiyon, yliksek frekansli ses dalgalari araciligiyla ortamdaki kavitasyon
etkisini tetikleyerek hiicre yapilarinin pargalanmasini saglar ve bdylece proteinlerin matriksten
¢ozlinmesi siirecini hizlandirir (Chittapalo & Noomhorm, 2009; Yagoub ve ark., 2017). Benzer
sekilde, yiiksek hidrostatik basing (HHP) uygulamalari, materyalin tamamina esit bigimde
uygulanan yiiksek basing sayesinde hiicre duvarlarinin bitiinliigiinii bozarak proteinlerin
salimin1 kolaylastirmakta ve bu sirada proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini biiyiik dlglide
korumaktadir (Cao ve ark., 2018). Alternatif olarak kullanilan vurgulu elektrik alan (PEF)
teknolojisi, hiicre membraninda gecici porlar (gbzenekler) olusturarak hiicre igeriginin dis

ortama geg¢isini desteklemekte; bu siire¢ diisiik enerji tiikketimi ile yiiksek ekstraksiyon verimi
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saglamaktadir (Zhou ve ark., 2017). Tiim bu 1s1l olmayan 6n islem teknolojilerinin temel hedefi,
protein ekstraksiyonunda hem cevresel etkileri azaltmak hem de trun kalitesini ve verimini
artirmaktir. Bu nedenle, geleneksel yontemlerin sinirlamalarini agmak amaciyla gelistirilen bu
modern teknikler, gida endiistrisinden farmaso6tik uygulamalara kadar bir¢ok alanda yaygin
bicimde kullanilmaya baslanmistir. Enzim destekli ekstraksiyon yontemi ile daha 1liml
kosullarda daha yiiksek verim ve kalitede, listliin fonksiyonel 6zellikli ve besleyici degeri
yiiksek protein izolatlarinin eldesi mimkin olabilmektedir (Marathe ve digerleri, 2017).
Literatiir incelendiginde, enzim destekli ekstraksiyon ile protein eldesi ile ilgili sinirh sayida
calisma oldugu goriilmektedir. Bitki hiicrelerinde, toplam proteinin yaklasik %30’u hiicre i¢i
ve dokularda ¢6ziiniir formdayken, geri kalan kisim ¢oziinmez formdadir ve ¢ogunlukla
seliilozik karbonhidrat veya hiicre zar1 bilesenleri ile kompleks formda bulunurlar. Bitki
yapraklarindan protein izolasyonundaki ana zorluk, hiicre biitiinliigiinii bozmak ve kompleks
proteinleri su fazina alabilmektir. Bu amagla uygulanan klasik ekstraksiyon yontemleri ¢cok
diisiik protein verimine yol agmaktadir. Bu ¢alismada, seker endiistrisinin islenmesi sirasinda
ortaya ¢ikan ve genellikle hayvan yemi olarak degerlendirilen seker pancari yapraklarinin,
stirdiiriilebilir bir protein kaynagi olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda,
protein ekstraksiyonunu daha verimli ve gevre dostu hale getirmek (zere ultrason destekli
enzimatik ekstraksiyon yontemi tercih edilmistir. Bitkisel kaynaklardan protein eldesi sirasinda
karsilasilan en biiyiik engellerden biri, hiicre duvarinda yer alan kompleks polisakkarit yapilarin
(selilloz, hemiseliiloz, lignin ve pektin) protein saliminmi sinirlandirmasidir. Enzim destekli
ekstraksiyon yontemi, bu engeli agsmak igin 6zellikle lignoseliilozik matrisleri hedef alan
enzimler yardimiyla bu yapilar1 hidrolize ederek hiicre igerigindeki proteinlerin agiga ¢ikmasini
saglar (Kumar ve ark., 2021). Bu yontemin bir diger 6nemli avantaji, geleneksel ekstraksiyon
streclerinde siklikla kullanilan sert kimyasallara olan ihtiyaci ortadan kaldirarak, proteinlerin
biyolojik aktivitesini koruyacak sekilde daha nazik kosullarda islem yapilmasina olanak
tanimasidir. Bu sayede hem cevresel etki azaltilmakta hem de elde edilen proteinlerin
fonksiyonel kalitesi artirilmaktadir (Chemat ve ark., 2017). Uygulamada kullanilacak
enzimlerin se¢imi, ekstrakte edilecek biyolojik materyalin kimyasal yapisina bagl olarak
belirlenmekte olup; Cellulysin®, Pektinaz ve Viscozyme® L, bitkisel hammaddelerde yer alan
hiicre duvari polisakkaritlerinin etkili sekilde pargalanmasi ve i¢eride hapsolmus proteinlerin

serbest birakilmasinin saglanmasi amaciyla sik¢a tercih edilen ticari enzim preparatlaridir
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(Karabulut ve ark., 2023). Cellulysin®, Trichoderma viride kaynakl bir seliilazdir ve yiiksek
seliilaz aktivitesi (=10.000 U/g kuru madde) ile B-1,4-glikozidik baglar1 kirarak seliilozu
oligosakkaritlere bolerek hiicre duvari yapisinmi zayiflatir; optimum aktivite kosullar1 40—50 °C
ve pH 4-5 civarinda olup, hem sulu hem polisakkarit iceren ortamlarda stabildir (Serva, 2007;
Worthington Biochemical Corp., 2022). Pektinaz, Aspergillus tirevlerinden elde edilen
endo-poligalakturonaz ve pektin esteraz karigimidir; pektinleri hidroliz ederek meyve ve sebze
dokularin1 yumusatir, 6zellikle pH 3,5-5,5 ve 40-50 °C araliginda maksimum aktivite gosterir
(Sreenath ve ark., 1995; Frontiers, 2020). Bu sayede ekstraksiyon sirasinda fenolik bilesiklerin
salmimi ve berraklik saglanmasinda 6nemli rol oynar. Viscozyme® L, Aspergillus aculeatus
kokenli multifonksiyonel bir karbonhidraz kompleksi olup arabanaz, hemiseliilaz, ksilanaz,
B-glukanaz ve seltlaz gibi enzimleri birlikte icerir; 45-55 °C ve pH 4,5-6,5 araliginda etkili
sekilde ¢aligir. Ornegin, soya posasinda uygulandiginda protein geri kazanimim yaklagik %28
ve ¢ozlnlirligl %17-86 oraninda artirdigi rapor edilmistir (Khare ve ark., 2018; Radenkovs ve
ark., 2024; PMC, 2017). Bu enzimlerin sinerjik veya ayri kullanimlari, 6zellikle protein
ekstraksiyon verimi, fonksiyonel bilesen korunumu ve biyoyararlanim agisindan kritik
avantajlar saglamaktadir. Ultrasonik ekstraksiyon ise bu siirece fiziksel bir destek saglayarak,
yiiksek frekansli ses dalgalarinin neden oldugu kavitasyon etkisi ile hiicre duvarlarini
parcalamakta ve kitle transferini artirarak ekstraksiyon verimini 6nemli 6lgiide ylikseltmektedir
(Vilkhu ve ark., 2008; Jadhav ve ark., 2009). Ultrason teknolojisinin bir diger avantaji ise daha
diisiik sicaklikta ve daha az ¢oziicli kullanimu ile yiiksek verimlilik elde edilmesini mumkin
kilmasidir. Bu 6zelligi sayesinde hem enerji tiilketimi hem de cevresel ayak izi minimize
edilmekte, bu da yontemi siirdiiriilebilir gida isleme teknikleri arasinda 6ne ¢ikarmaktadir (Li
ve ark., 2021). Yapilan literatiir arastirmalarinda, ultrason destekli enzimatik ekstraksiyonun
cesitli bitkisel materyallerden fenolik bilesikler, polisakkaritler ve diger biyoaktif bilesenlerin
elde edilmesinde etkili bir teknik oldugu ortaya konmustur (Xu ve ark., 2015; Fu ve ark., 2020).
Ozellikle yaprak gibi zor pargalanan bitkisel dokularda bu ydntemin etkinligi vurgulanmakta,
ancak protein ekstraksiyonu baglaminda yaprak materyali iizerinde ultrason ve enzim
kombinasyonunun birlikte kullanildigi ¢alismalara sinirli diizeyde rastlanmaktadir. Bu yonuyle,
seker pancar1 yapraklari izerinde yiiriitiilen bu ¢aligma, yaprak proteinlerinin ekstraksiyonunda
ultrason ve enzim kombinasyonunun etkilerini arastirarak literatiirdeki sinirli caligmalara katki

sunmay1 ve yesil yaprakli bitkilerin alternatif protein kaynagi olarak degerlendirilmesine
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bilimsel temel olusturmayr amaclamaktadir. Bu c¢alismada, seker pancarit yapraklarindan
protein geri kazanimi i¢in su esasl li¢ ¢oktliirme yaklagimi (1s1 ¢oktiirme: YF/PF1, izoelektrik
coktiirme: PF2, amonyum siilfat ¢oktiirme: PF3) uygulanmis ve karsilastirilmistir. Ayrica
ultrases destekli enzimatik ekstraksiyon kapsaminda Viscozyme®, Pektinaz ve Cellulysin®
kullanilarak sekiz protokol (Kosul 1-8) tasarlanmis; protokoller, ultrasesin uygulanma sirasi
(enzim Oncesi/sonrast), enzim dozu, hidroliz siiresi ve enzim inaktivasyonunun zamanlamasi
degiskenleri gozetilerek kurgulanmistir (ultrases: %60 genlik, 20 dk, kesikli mod). Elde edilen
ekstraktlar slire¢ adimlarina bagl olarak suda ¢oziinen/¢ozlinmeyen fraksiyonlara ayrilmais;
toplam protein (Kjeldahl), ¢oziindr protein, toplam fenolik madde, antioksidan kapasiteler
(DPPH, ABTS, *OH) ve enzim inhibisyon aktiviteleri (ACE, a-amilaz, lipaz) icin analiz
edilmistir. Veriler uygun istatistiksel yontemlerle degerlendirilmis ve yodntem-parametre

iliskileri literatiir cercevesinde tartisilmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Gliniimiizde artan diinya niifusu, gida giivenligini tehdit eden dnemli bir unsur haline gelmistir.
Bu durum siirdiiriilebilir gida kaynaklarinin 6nemini her gecen giin artirmaktadir. Bitkisel
kokenli protein kaynaklari, 6zellikle yesil yaprakli bitkiler, hem ¢evresel strdtrtlebilirlik hem
de ekonomik iiretilebilirlik agisindan biiyiik potansiyele sahiptir. Seker pancar1 yapragi,
1spanak, lahana, paz1 ve yonca gibi yesil yaprakli bitkiler yalnizca yiiksek protein igerikleriyle
degil, ayn1 zamanda fonksiyonel bilesen zenginlikleri ve potansiyel biyoaktif etkileriyle de
dikkat ¢cekmektedir (Di Stefano vd., 2018; Martin vd., 2019). Ancak bu bitkilerin, gida
endiistrisinde siklikla atik olarak degerlendirilen yaprak kisimlarindaki proteinlerinin etkin
bi¢imde kazanilabilmesi i¢in geleneksel yontemler yetersiz kalmakta, modern ve ¢ok yonli
ekstraksiyon tekniklerinin kullanilmasi gerekmektedir. Son yillarda gelistirilen ultrasonik
ekstraksiyon ve enzim destekli ekstraksiyon yontemleri, bitki yapraklarindaki proteinlerin
yiiksek verim ve kalitede elde edilmesini miimkiin kilmaktadir. Ustelik bu yontemler, gevresel
etkilerinin diisiik olmasi ve enerji verimlilikleri sayesinde siirdiiriilebilir gida isleme stratejileri
icinde Onemli bir yer edinmektedir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon, ultrason dalgalarinin
olusturdugu kavitasyon etkisiyle hiicre duvarlarin1 pargalayarak proteinlerin bitki hiicre
matrisinden serbest kalmasini saglar. Bu teknik, diisiik enerji gereksinimi, kisa iglem siiresi ve
cevre dostu yapisi ile 6ne ¢ikmaktadir (Gulzar ve ark., 2020). Nitekim Lahori ve arkadaslar
(2022), 1spanak yapraklarina 20 kHz frekans ve %60 genlikte uygulanan ultrason islemi
sonucunda klasik yontemlere kiyasla %25 daha fazla ¢oziiniir protein elde edildigini rapor
etmislerdir. Bu sonug, ultrasonik islemin hiicre duvarlarinda fiziksel hasar olusturarak protein
salimint  hizlandirdigini - géstermektedir. Chemat ve arkadaslar1 (2017) da ultrason
uygulamasinda kavitasyonla ortaya ¢ikan mikrojetler ve sok dalgalarinin bu etkinin temel
mekanizmasi oldugunu belirtmistir. Etkili bir kavitasyon i¢in ultrason genligi, uygulama stiresi
ile kesikli veya siirekli uygulama sekli gibi parametrelerin optimize edilmesi biiyiik 6nem tagir.
Enzim destekli ekstraksiyon ise bitki hiicre duvarindaki seliiloz, hemiseliiloz ve pektin gibi
kompleks polisakkaritleri parcalayarak proteinleri matriksten serbest birakan etkili bir
biyoteknolojik yontemdir. Bu slrecte Viscozyme®, Cellulysin ve Pectinase gibi ticari enzim
kokteylleri siklikla kullanilmaktadir (Radenkovs ve ark., 2024). Ultrasonik bir 6n islem, hiicre

duvarlarini kismen parcalayarak enzimlerin substrata daha kolay erismesine imkan tanidigi i¢in
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enzimatik ekstraksiyon verimliligini arttirmaktadir. Uygun ultrason-enzim kombinasyonlar1
kullanildiginda oldukga yiiksek ekstraksiyon verimi ve Urun kalitesi elde edilebilmektedir.
Ornegin, Tamayo Tenorio ve arkadaslar1 (2017) seker pancar1 yapraklarina ultrasonik 6n islem
uyguladiktan sonra Viscozyme® enzimiyle ekstraksiyon yaparak %79 ekstraksiyon verimi ve
%69 protein igerigine sahip bir iiriin elde etmislerdir. Ayni ¢alismada, enzim inaktivasyonunun
zamanlamasinin islem c¢iktisi iizerinde kritik 6neme sahip oldugu; gec inaktivasyonun enzimin
asir1 hidrolizine yol agarak tiriin kalitesini diisiirdiigii vurgulanmistir. Ekstraksiyon verimini
etkileyen enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi baslica parametrelerin
dikkatlice optimize edilmesi gerekmektedir. Bu faktorler enzim aktivitesi ile protein
¢Ozlinirligiini dogrudan etkilediginden, hem elde edilen proteinin safligi hem de toplam verim
lizerinde belirleyicidir. Ornegin, Khare ve arkadaslari (2018) optimum kosullarda soya
posasindan %86’ya varan ¢oziiniir protein verimi elde etmislerdir. Benzer sekilde, Akyiiz ve
Ersus (2021) pH 9°da gergeklestirdikleri 2 saatlik ekstraksiyon ve ardindan izoelektrik
¢oktiirme islemiyle yiiksek saflikta protein fraksiyonlar iiretmeyi basarmislardir. Inkiibasyon
stiresinin degistirilmesinin de protein ¢oziiniirliigii ve verimi lizerinde belirgin etkileri oldugu,
bu nedenle optimum ekstraksiyon slresinin tespitiyle performansin artirilabildigi
belirtilmektedir. Ayrica, substrat bilesiminin Onceden analiz edilip uygun enzim
kombinasyonlarinin sec¢ilmesi sayesinde yalnizca proteinler degil, ayn1 zamanda polifenoller
gibi diger fonksiyonel bilesenler de ekstrakt edilebilmektedir (Zhao ve ark., 2019; Sun ve ark.,
2021). Bu sayede elde edilen ekstraktin toplam fonksiyonel degeri dnemli 6l¢iide artmaktadir.
Tiim bu ekstraksiyon siire¢lerinin yani sira, elde edilen yaprak proteinlerinin besinsel ve
biyofonksiyonel Ozellikleri de kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Literatiirde 6zellikle
1spanak ve yonca yapraklarindan elde edilen suda ¢dziiniir protein hidrolizatlarinin antioksidan,
antimikrobiyal, opioid ve antihipertansif aktiviteler sergiledigi bildirilmistir (Yang ve ark.,
2001; Yang ve ark., 2003; Yang ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2008a; Zhao ve ark., 2008b; Kapel
ve ark., 2006; Kobbi ve ark., 2015; Kobbi ve ark., 2017). Ispanak (Spinacia oleracea)
yapraklari, yiiksek protein icerikleri ve Ozellikle RuBisCo (ribuloz-1,5-bisfosfat
karboksilaz/oksijenaz) protein fraksiyonu ile fonksiyonel bilesik iiretimi potansiyeli sayesinde
dikkat cekmektedir (Yang ve ark., 2001; Yang ve ark., 2003). Ayrica, 1spanak yapragi protein
hidrolizatlarinin DPPH ve ABTS" serbest radikal siipiirme testlerinde yiksek antioksidan

aktivite sergiledigi gosterilmistir (Yang ve ark., 2004). Di Stefano ve arkadaslar1 (2018) ise
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1ispanaktan elde edilen protein hidrolizatlarinin lipaz, a-amilaz ve a-glukozidaz gibi metabolik
enzimleri inhibe edebildigini, dolayisiyla bu kaynagin fonksiyonel gida iiriinleri gelistirmede
kullanilabilecegini vurgulamiglardir. Yonca (Medicago sativa) yapraklari da tipki 1spanak gibi
zengin RuBisCo igerigine sahip olup biyolojik agidan aktif peptit iiretimi i¢in son derece degerli
bir hammaddedir. Yang ve arkadaslar1 (2001), yonca yapragi protein hidrolizatlarinin
coziinlirliik ve biyoaktivite bakimindan Onemli fonksiyonel oOzellikler tasidigini rapor
etmislerdir. Zhao ve arkadaslar1 (2008a, 2008b) ise yonca yapragi proteinlerinden elde edilen
diisiik molekiil agirlikli peptit fraksiyonlarinin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
belirgin antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmistir. Bu etkinin, s6z konusu peptitlerin
mikrobiyal hiicre zar biitliinligiinii bozup hiicre i¢i metabolizmay1 aksatmasindan kaynaklandig:
belirtilmektedir. Ayrica, Kapel ve arkadaslar1 (2006) ile Kobbi ve arkadaslar1 (2015, 2017),
yonca protein hidrolizatlarinin anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibisyonu yoluyla
antihipertansif etki potansiyeli tasidigimi ortaya koymuslardir. Ozellikle <3 kDa boyutundaki
peptit fraksiyonlarmin bu biyolojik aktiviteleri cok daha belirgin sergiledigi ve farmakolojik
acidan anlamli diizeyde etki gosterdigi ifade edilmistir. Lahana (Brassica oleracea) yapraklari,
glukosinolatlar gibi ikincil metabolitlerin yani sira ¢oziliniir proteinler bakimindan da zengin bir
sebzedir. Enzimatik hidroliz ¢aligmalari, lahana yapraklarindan 6zellikle RuBisCo kaynakli
peptitlerin tiretilebildigini gostermistir. Kirmizi lahana yapragi ekstraktlarinin yiiksek fenolik
bilesik igerigi sayesinde gii¢lii antioksidan kapasite sergiledigi rapor edilmistir (Lopez ve ark.,
2013). Ayrica lahana yaprak proteinlerinin gastrointestinal enzimlere kars1 direncli oldugu ve
sindirim sonrasinda da biyolojik aktivitelerini koruyabildigi belirlenmistir (Udenigwe & Aluko,
2012). Bu protein hidrolizatlarinin a-glukozidaz enzimini inhibe ederek antidiabetik etki
gosterebilecegi ve bu nedenle fonksiyonel bir gida bileseni olarak degerlendirilebilecegi ileri
stiriilmiistiir. Paz1 (Beta vulgaris var. cicla) yapraklari, seker pancari ile ayn1 familyaya ait
olmalar1 nedeniyle hem besinsel deger hem de fonksiyonel bilesen igerigi bakimindan dikkat
cekici bir yesil yaprakli sebze olarak degerlendirilmektedir. Yuksek diizeyde ¢ozunir protein,
fenolik bilesen, vitamin ve mineral i¢erigine sahip olmasiyla paz1 yapraklari1 gida endiistrisi i¢in
potansiyel bir hammadde olarak goriilmektedir. Paz1 yapraklarindan elde edilen protein
ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi iizerine yapilan ¢aligmalar, bu bitkinin yalnizca besleyici
degil ayn1 zamanda fonksiyonel Ozelliklere sahip bir protein kaynagi oldugunu ortaya

koymustur (Radenkovs ve ark., 2024). Nitekim Radenkovs ve arkadaslari (2024), ultrasonik 6n
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islem ile Viscozyme® enzim uygulamasini birlestirerek pazi yapraklarindan DPPH ve ABTS*
radikal siipiirme testlerinde yiiksek aktivite gdsteren protein fraksiyonlar: elde etmislerdir.
Ultrason 6n isleminin hiicre duvarin1 pargalayarak enzimlerin substrata erisimini
kolaylastirmasinin, elde edilen peptit fraksiyonlarmin antioksidan kapasitesini artirdigi
belirtilmistir (Radenkovs ve ark., 2024). Ayrica, pazidan elde edilen diisiik molekiil agirlikli
peptitlerin lipid peroksidasyonunu engelleyerek hiicresel diizeyde oksidatif strese karsi
koruyucu rol oynayabildigi ifade edilmistir. Fonksiyonel Ozellikler agisindan
degerlendirildiginde, paz1 yapragi proteinlerinin yag baglama kapasitesi, emiilsiyon stabilitesi
ve kopilik olusturma kabiliyeti gibi teknolojik &zellikleri, fonksiyonel gida formiilasyonlari
acisindan umut vadeden nitelikler gostermektedir (Radenkovs ve ark., 2024). Ancak pazi
proteinlerinin amino asit kompozisyonu ve sindirilebilirligi lizerine yapilan ¢alismalar sinirh
oldugundan, bu bitkinin potansiyelinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Son olarak, seker pancari1 yapraklarindan protein ekstrakti iiretimine
yonelik analizlerde, ¢ozilinlir proteinler genellikle “beyaz” ve “yesil” protein fraksiyonlari
olacak sekilde iki ayr1 kisimda iiretilmislerdir. Genellikle ekstraktlarin protein icerikleri
arttiginda, protein verimlerinin ise azaldigi gozlemlenmistir. Daha ileri fraksiyonlama
islemleriyle elde edilen ekstraktlarin protein igerikleri %80-90 seviyelerine ulagsa da protein
verimlerinin %20 seviyesinde kaldigi belirlenmistir (Sheen, 1991; Jwanny vd., 1993; Merodio
ve Sabater, 1988; Tamayo Tenorio vd., 2016, 2017a, 2018). Bitun bunlarla birlikte, Akyiiz ve
Ersus (2021) seker pancar1 yapraklarini glukozidaz aktivitesi igeren bir enzim ¢ozeltisiyle
muamele etmis ve %79 ekstraksiyon verimi ile %69 protein icerigine sahip bir ekstrakt elde
etmislerdir. Fakat bu calismada hesaplanan protein veriminin, protein ¢oziiniirliigii tizerinden
belirlenmis olmasi; ¢oziinmeyen formdaki hatir1 sayilir miktarda proteinin yesil fraksiyonda ya
da posa iginde kaldigina isaret etmektedir. Ayrica, siire¢ sonunda ortaya ¢ikan atik biyokiitle
miktar1 ve yapilan enerji-ekserji analizleri dikkate alindiginda, daha yiiksek protein verimi ve
safliginda ekstrakt elde edilmesi ihtiyacinin heniliz tam anlamiyla giderilemedigi
anlasilmaktadir. Su ana kadar iiretilen protein ekstraktlarinin genel bilesimleri karakterize
edilmis ve amino asit i¢erikleri belirlenmistir (Sheen, 1991; Merodio ve Sabater, 1988; Tamayo
Tenorio vd., 2016; Akyliz ve Ersus, 2021). Elde edilen beyaz protein fraksiyonunun endustriyel
acidan kullanilabilirligini belirlemek amaciyla emiilsiyon ve kopiik olusturma kapasiteleri,

stabiliteleri, ¢oziintirliikleri, yag ve su tutma kapasiteleri ile jellesme 6zellikleri gibi fonksiyonel
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nitelikleri de incelenmistir (Sheen, 1991; Martin vd., 2019). Seker pancar1 yaprak proteinlerinin
%10’undan fazlasinin, gii¢lii fonksiyonel 6zelliklere ve yiiksek biyoaktiviteye sahip RuBisCo
proteininden olustugu bildirilmektedir (Di Stefano vd., 2018; Martin vd., 2019). Nitekim
ekstraksiyon ¢alismalarinda RuBisCo’nun ¢6ziiniir beyaz ve yesil fraksiyonlar arasinda dengeli
bir sekilde dagildigr goriilmistir (Tamayo Tenorio vd., 2016). Seker pancar1 yaprak
proteinlerinin yiiksek RuBisCo igerigine sahip olmasi, bu yapraklardan elde edilen protein
ekstraktlarmin  da  glicli  biyoaktif  6zellikler sergileyebilecegine isaret ettigini
disiindiirtmektedir. Ancak, literatiirde seker pancar1 yaprak proteinlerinin biyoaktif

ozelliklerini derinlemesine inceleyen ¢ok az sayida ¢alisma bulundugu goriilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢aligmada kullanilan seker pancar1 (Beta vulgaris L.) yapraklar1 Nigde yoresinde seker
iretimi yapan bir firmadan temin edilmistir. Yapraklardaki topragin giderilmesi amaciyla
yapraklar yikanmistir sonrasinda -18 °C’de dondurularak saklanmustir.

3.2. Metot
3.3. Seker Pancar1 Yaprak Tozu Uretimi

Seker pancari yapragi ilk olarak 50°C’de, %50 fan altinda, 1 gece kurumaya (Memmert
UF110, Almanya) birakilmistir. Hemen ardindan kuruyan yapraklar 6giitiicti blendir (Fakir
Aromatic Ogiitiicii, Tiirkiye) yardimiyla toz haline getirilmistir. Elde edilen yaprak tozlart
analizlerde kullanilmigtir.

(a) (b) ©)

Sekil 3.1. a. Seker pancar1 yapraginin taze hali b. Etlivde kurutulan seker pancar yaprak 6rnegi
. Kurutulmus yapraklardan elde edilen seker pancari yapak tozu
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3.4. Protein Ekstraksiyonu

3.4.1. Isiile ¢oktiirme yontemi

Bu yontem, Jwanny ve arkadaslar1 (1993) tarafindan tanimlanan yontem temel alinarak
uygulanmistir. 25 gram seker pancari yapragi tartiminin ardindan 500 mL distile su eklenip
yuksek devirde 5 dakika boyunca blenderda homojenize edilmis ve 1 gece rehidre edilmistir.
Daha sonra sicakligi 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda elde edilen karisim 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Hemen ardindan 6rnekler 7500 rpm’de ve 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrif(j
islemi sonucunda slpernatant kisim ve yesil fraksiyon (YF) olarak ikiye ayrilmistir. 0,1 M
asetik asit ve sodyum hidroksit kullanilarak siipernatant kisim pH’1 7’ye ayarlanmasi
yapilmistir. Bu kisma protein fraksiyonu 1 (PF 1) ad1 verilmistir. Biitiin bu islemler sonucunda

elde edilen ekstraktlar etiivde 50°C’de ve % 100 fan ile kurumaya birakilmistir.

3.4.2. Tlzoelektrik noktada ¢oktiirme

Tomayo Tenorio ve arkadaslar1 (2017) tarafindan tanimlanan izoelektrik ¢oktiirme yontemi
temel alinarak, seker pancari yapragi 25 gram tartilmistir ve 500 mL distile su icerisinde
homojenize edilip 1 gece rehidre edilmistir. Blenderin (ELECTROLUX E4ATB1-6ST Create 4,
CIN) yuiksek devrinde 5 dakika homojenize edilmesinin ardindan 0,1 M asetik asit ve sodyum
hidroksit kullanilarak pH’1t 9’a ayarlanmig ve protein ¢oziiniirligiini maksimum seviyeye
¢ikarmak amaciyla 2 saat boyunca manyetik karistiricida karigtirtlmigtir. Karigtirma islemi
sonrasinda ornekler 7500 rpm’de ve 30 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant
kisminin pH’14,5’e ayarlanarak tekrar 7500 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilmis
olan pelet etlivde 50 °C ve % 100 fan ile kurutulmustur. Bu kisma protein fraksiyonu 2 (PF2)

ad1 verilmistir.

3.4.3. Amonyum siilfat yardimiyla ¢coktiirme

Akyiiz ve Ersus (2021) tarafindan bildirilen amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi temel alinarak,
2,5 gram seker pancari yaprak tozu tartiminin ardindan 50 mL distile su eklenmistir ve 5 dakika
homojenizasyon islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda ¢ozeltinin pH’1 12°ye ayarlanmis olup
ayni zamanda 1 saat boyunca manyetik karigtiricida (IKA C-MAG HS 10, Almanya) karistirma
islemi gerceklestirilmistir. Karigtirma islemi sonrasinda 6rnekler 25 °C 7500 rpm’de ve 30

dakika santrifiij edilmistir daha sonra siipernatant (¢oken) kisim ayrilmistir. Elde edilen
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slipernatant pH’1 4,5 olacak sekilde ayarlanmistir ve ¢Ozeltideki proteinlerin ¢okmesi icin
amonyum sllfat derisimi %70 oranina ¢ikarilmigtir. Daha sonra 4 °C 7500 rpm’de ve 30 dakika
santrifiij edilmistir daha sonra siipernatant (¢oken) kisim ayrilmistir. Elde edilmis olan pelet
etlivde 50 °C ve % 100 fan ile kurutulmustur. Ornek icerisindeki amonyum silfat diyaliz
uygulamasi ile uzaklagtirllmistir. Amonyum silfat ile elde edilen protein fraksiyonu PF3 olarak

adlandirilmistir.

Sekil 3.2. Seker pancar1 yapragi diyaliz uygulamasi
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3.5. Ultrases Destekli Protein Ekstraksiyonu

Bu ¢alismada, seker pancari yapraklarindan protein ekstraksiyonu amaciyla ultrases destekli
gesitli enzimatik yontemler uygulanmistir (T103 problu, Sonoplus, Bandelin, Almanya). Her
biri farkli islem sirasina ve kosullara sahip toplam sekiz ekstraksiyon protokolii (Kosul 1-8)
degerlendirilmistir. Uygulanan bu protokollerde, ekstraksiyon verimliligini artirmak amaciyla
ultrases (ultrasonik) uygulamalari yapilmis, bazi kosullarda Viscozyme®, pektinaz veya
cellulysin gibi ticari enzim preparatlart kullanilmistir. Ultrases islemi tiim gruplarda %60
genlikte, 20 dakika slreyle ve kesikli modda (1 saniye uygulama — 1 saniye duraklama)
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin protein igerikleri ve protein verimleri (% ) bazinda
belirlenmistir. Protein analizleri Kjeldahl yontemi ile gerceklestirilmistir.  Sekiz farkl
ekstraksiyon kosuluna ait islem adimlari, Kosul 1-2 (Tablo 3.1.), Kosul 3—4 (Tablo 3.2.), Kosul
5-6 (Tablo 3.3.) ve Kosul 7-8 (Tablo 3.4.) olmak {izere dort ayr1 tabloda sunulmustur.

Kosul 1 ve Kosul 2 protokollerinde, seker pancar1 yapraklarindan protein ekstraksiyonu
amactyla benzer 6n islemler gerceklestirilmistir. Her iki kosulda da kuru yaprak:su orani 1:30
olacak sekilde hazirlanan numuneler bir gece boyunca rehidrasyona birakilmistir.
Rehidrasyonun ardindan, hiicre duvari bilesenlerinin parcalanmasini kolaylastirmak ve protein
salimin1 artirmak amaciyla Pektinaz, Cellulysin ve Viscozyme® enzimleri ekstraksiyon
ortamina ilave edilmistir. Enzim ilavesini takiben her iki kosulda da ultrases uygulamasi
gerceklestirilmistir. Ultrases islemi, %60 genlikte ve 20 dakika stireyle, kesikli modda (1 saniye
uygulama — 1 saniye duraklama) gerceklestirilmistir. Bu yontem, hiicresel yapilarin daha
kontrollii sekilde parcalanmasini saglayarak proteinlerin salimini artirmayr hedeflemistir.
Sonraki asamada, enzimlerin etkisini sonlandirmak amaciyla numuneler 5 dakika boyunca
kaynar su banyosunda tutulmustur. Karisimlarin pH'1 9 olacak sekilde ayarlanmis ve oda
sicakliginda 2 saat boyunca manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Elde edilen karisimlar
7500 rpm’de, 25°C sicaklikta 30 dakika stireyle santrifiijlenmis, ardindan siipernatant ve pelet
fraksiyonlar1 ayrilmistir. Kosul 1°de ekstrakt edilen stipernatant, izoelektrik noktada ¢okttirme
amaciyla pH 4,5'e ayarlanmis ve 4°C’de tekrar santrifiijlenerek ¢okelek formundaki protein
fraksiyonu elde edilmistir. Her iki kosulda da son iiriinler liyofilizasyon yontemiyle

kurutulmustur.
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Tablo 3.1. Kosul 1 ve kosul 2 uygulanan ekstraksiyon kosullar1 ve islem basamaklari

Kosul 1

Kosul 2

1 gece rehidrasyon (Kuru
yaprak:su oran1 1:30)
Enzim ilavesi (her biri igin
0,0625 mL; Pektinaz,
Cellulysin, Viscozyme)
Ultrases uygulamasi

Enzim inaktivasyonu (5 dakika
kaynayan suda bekletme)

Oda sicakliginda karigtirma
(pH 9, 2 saat)

Santrifiij (7500 rpm, 25°C, 30
dakika)

[zoelektrik noktada ¢oktiirme
(pH 4.5)

Santrifuj (7500 rpm, 4°C, 30
dakika)

Liyofilizasyon (Cokelek)
(LABART LFD-10, Italya )

1 gece rehidrasyon (Kuru
yaprak:su oran1 1:30)

Enzim ilavesi (her biri i¢in 0,0625
mL; Pektinaz, Cellulysin,
Viscozyme)

Ultrases uygulamasi

Enzim inaktivasyonu (5 dakika
kaynayan suda bekletme)

Oda sicakliginda karistirma (pH 9,
2 saat)

Santrifiij (7500 rpm, 25°C, 30
dakika)

Supernatant ve pellet ayrilmasi

Liyofilizasyon (LABART LFD-
10, italya )

Kosul 3 ve Kosul 4 protokolleri, Viscozyme® enziminin uygulanma sirasinin ve ultrasonik 6n
islemin etkisinin karsilastirilmasini amaglamaktadir. Her iki kosulda da kuru yaprak:su orani
1:30 olarak ayarlanmis ve Ornekler bir gece boyunca rehidrasyona birakilmistir. Kosul 3’te
rehidrasyon sonrasi ultrases uygulamasi gergeklestirilmistir. Ultrases uygulamasi, %60 genlikte
ve 20 dakika slreyle, kesikli modda (1 saniye uygulama — 1 saniye duraklama) gergeklestirilmis
ve bu islem, hiicre yapilarinin kontrollii bir sekilde parcalanarak protein saliminin artirilmasi
hedefiyle uygulanmistir. Ultrases sonrasi 0,1 veya 1 mL Viscozyme® enzimi ilave edilerek
karisim 1 saat boyunca 350 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Enzimatik hidroliz sonrasinda
enzimlerin inaktivasyonu igin drnekler 5 dakika streyle kaynar su banyosunda bekletilmis,
ardindan 25°C’de 7500 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant
fraksiyonu daha ileri analizlerde kullanilmak iizere toplanmistir. Kosul 4’te ise Viscozyme®
ilavesi, rehidrasyon sonrast dogrudan gergeklestirilmis olup, ultrasonik islem enzimatik

inkiibasyondan sonra uygulanmistir. Takiben ornekler, Kosul 3’te oldugu gibi enzim
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inaktivasyonu ve santrifiij adimlaria tabi tutulmustur. Bu iki kosul, ultrases uygulamasinin
zamanlamasinin  ekstraksiyon verimliligi lizerindeki etkilerini incelemek amaciyla

kurgulanmstir.

Tablo 3.2. Kosul 3 ve kosul 4 uygulanan ekstraksiyon kosullar1 ve islem basamaklari

Kosul 3 Kosul 4
e 1 gece rehidrasyon (Kuru yaprak:su e 1 gece rehidrasyon (Kuru
orani 1:30) yaprak:su orant 1:30)
e Ultrases uygulamasi e Enzimilavesi (0,1yadalmL

Viscozyme), 1 saat
inkiibasyon, 350 rpm
karigtirma

e Enzimilavesi (0,1 yadalmL e Ultrases uygulamasi
Viscozyme), 1 saat inklibasyon, 350
rpm karigtirma

Enzim inaktivasyonu (5 dakika
kaynayan suda bekletme)

Santrifdj (7500 rpm, 25°C, 30
dakika)

Supernatant toplama

Enzim inaktivasyonu (5
dakika kaynayan suda
bekletme)

Santrifdj (7500 rpm, 25°C, 30
dakika)

Supernatant toplama

Kosul 5 ve Kosul 6, enzim konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinin ekstraksiyon verimliligi
tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilandirilmistir. Her iki kosulda da 6rnekler,
kuru yaprak:su oranit 1:20 olacak sekilde hazirlanarak bir gece boyunca rehidrasyona
birakilmigtir. Rehidrasyon siirecinin ardindan her iki gruba da ultrases destekli fiziksel 6n islem
uygulanmistir. Bu islem, %60 genlikte ve 20 dakika siireyle, kesikli modda (1 saniye uygulama
— 1 saniye bekleme) gerceklestirilmis olup, bitki hiicre duvarlarinin yapisal olarak zayiflatilarak
proteinlerin ekstraksiyon ortamina gegisini kolaylastirmayi hedeflemistir. Takiben, her bir
ornege Viscozyme® enzimi 0,1 veya 1 mL konsantrasyonlarinda ilave edilmis ve enzimatik

hidroliz islemi, 1., 3. ve 24. saatlerde olmak iizere farkli inkiibasyon siirelerinde, 350 rpm
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karistirma hiziyla gergeklestirilmistir. Kosul 5’te, inkiibasyon ve santrifiijleme islemlerinden
sonra elde edilen siipernatant toplanmis, ardindan enzimlerin inaktivasyonu amaciyla ¢ozeltiler
5 dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletilmistir. Buna karsilik, Kosul 6’da enzim
inaktivasyonu santrifiijleme isleminden 6nce uygulanmis ve daha sonra siipernatant ayrilarak
analiz igin toplanmistir. Her iki prosediir, enzim inaktivasyonunun zamanlamasinin ekstrakt
edilen protein miktarina olan etkilerini karsilastirmali olarak degerlendirmek amaciyla

kurgulanmustir.

Tablo 3.3. Kosul 5 ve kosul 6 uygulanan ekstraksiyon kosullar1 ve islem basamaklari

Kosul 5

Kosul 6

1 gece rehidrasyon (Kuru yaprak:su
orani 1:20)

Ultrases uygulamasi

Enzim ilavesi (0,1 veya 1 mL
Viscozyme), 1-3-24 saat
inkiibasyon, 350 rpm karistirma

Santrifdj (7500 rpm, 25°C, 30
dakika)

Supernatant toplama

Enzim inaktivasyonu (5 dakika
kaynayan suda bekletme)

1 gece rehidrasyon (Kuru
yaprak:su oran1 1:20)

Ultrases uygulamasi

Enzim ilavesi (0,1 veya 1 mL
Viscozyme), 1-3-24 saat
inktibasyon, 350 rpm
karistirma

Enzim inaktivasyonu (5
dakika kaynayan suda
bekletme)

Santrifdj (7500 rpm, 25°C, 30
dakika)

Supernatant toplama

Kosul 7 ve Kosul 8, Viscozyme® enziminin farkli islem basamaklariyla kombine edilerek
protein ekstraksiyonuna etkisinin incelendigi protokolleri temsil etmektedir. Her iki kosulda da
kuru yaprak:su orani 1:20 olacak sekilde 6rnekler hazirlanmis ve bir gece boyunca rehidrasyona
birakilmigtir. Kosul 7°de, rehidrasyonun ardindan 6rneklere ultrasonik 6n islem uygulanmastir.
Bu islem, %60 genlikte ve 20 dakika siireyle, kesikli modda (1 saniye uygulama — 1 saniye

duraklama) gergeklestirilmis olup, bitki hiicre duvarlariin yapisal biitiinliigiinii bozarak hiicre
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ici bilesenlerin serbestlesmesini kolaylastirmayir amaglamistir. Ultrases uygulamasini takiben,
ardindan 1 ila 2 mL Viscozyme® enzimi eklenmistir. Enzimatik hidroliz islemi, 1 ila 24 saat
siiresince 350 rpm’de karistirilarak gerceklestirilmistir. Daha sonra, pH 9 olacak sekilde
ayarlanan karisim oda sicakliginda 2 saat siireyle ek olarak karistirilmistir. Nihai olarak
ornekler 7500 rpm hizinda, 25°C’de 30 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant kismi ayrilarak
analiz igin toplanmistir. Kosul 8’de ise benzer enzimatik inkiibasyon ve karistirma adimlarina
ek olarak, santrifiij 6ncesinde enzim inaktivasyonu amaciyla ornekler 5 dakika boyunca kaynar
su banyosunda bekletilmistir. Boylece, Kosul 7 ve 8 arasinda yalnizca enzim inaktivasyonunun
zamanlamasi farklilik gostermekte olup bu durumun protein ¢oziiniirliigli ve verimi lizerindeki

etkileri degerlendirilmistir.

Tablo 3.4. Kosul 7 ve kosul 8 uygulanan ekstraksiyon kosullari ve islem basamaklari

Kosul 7 Kosul 8
e 1 gece rehidrasyon (Kuru e 1 gece rehidrasyon (Kuru
yaprak:su oran1 1:20) yaprak:su orani 1:20)
e Ultrases uygulamasi e Enzim ilavesi (1 ya da 2mL

Viscozyme), 1-24 saat
inkiibasyon, 350 rpm karistirma

e Enzim ilavesi (1 ya da 2mL e Oda sicakliginda karistirma (pH
Viscozyme), 1-24 saat 9, 2 saat)
inkiibasyon, 350 rpm karistirma e Enzim inaktivasyonu (5 dakika
kaynayan suda bekletme)
e Oda sicakliginda karigtirma (pH e Santriftij (7500 rpm, 25°C, 30
9, 2 saat) dakika)

e Supernatant toplama

e Santriftj (7500 rpm, 25°C, 30
dakika)

e Supernatant toplama
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3.6. Analiz Yontemleri

3.6.1. Numunelerde toplam fenolik madde tayini

Seker pancari yaprak tozu ile hazirlanan protein ekstraktlarinin Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak toplam fenolik madde tayinleri yapilmistir (Singleton & Rossi, 1965). Uygun
oranlarda seyreltilmis 6rnekten 100 pl alinip, 1000 pl Folin Ciocalteu reaktifi (1/10 oraninda
distile su ile seyreltilmistir) ile karistirilip 3 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sona ermesi ile uzerine 800 pul NaxCOs (%7,5) ilave edilmistir ve karigtirtlip 1 saat
karanlik ortamda tekrar inkiibe edilmistir. Sonrasinda 765 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢tilmistiir ve elde edilen sonuglar gallik asit eslenigi cinsinden ifade edilmistir (Agilet Carry
60, ABD). Ornekler 2 paralel olarak ¢alisilmistir.

. . . o .. y = 0.0055x
Gallik asit kalibrasyon egrisi R? = 0.9965
3
~®
2.5
2
e :
3
5 1.5 ‘
2 .
©
1
2
0.5
.
L
0 @
0 100 200 300 400 500 600
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Sekil 3.3. Gallik asit kalibrasyon egrisi

3.7. Orneklerde ezim inhibisyon aktivite tayinleri

3.7.1.1. a-Amilaz inhibisyon deneyi

Ayyash ve digerleri (2018)’ te belirlenen yonteme gore seker pancari yaprak tozuyla elde edilen

orneklerin a-amilaz enzim inhibisyon deneyi gergeklestirilmistir. ilk olarak a-amilaz enzimi
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(10 unit/ml) ile 0.1 M tuzsuz sodyum fosfat tamponu (pH: 6.8) hazirlanmistir. 100 pL 6rnek
almip igerisine 100 uL a-amilaz enzimi (10 unit/ml) ilave edilmistir ve su banyosu icerisinde
37 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde sodyum fosfat
tamponu (pH 6.8 ) ile hazirlanmis olan 250 puL % 1 (mg/ml)’ lik nisasta eklenip reaksiyon
baslatilmistir ve bu reaksiyon su banyosu igerisinde 37 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakilarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra 0.4 M NaOH iginde %1 lik 3,5-dinitrosalisilik asit ve % 12’lik
sodyum potasyum tartarat ile hazirlanmis olan 200 uL DNS reaktifi ilave edilmistir. Su
banyosunda 95°C’ de 10 dakika boyunda bekletilerek enzim inaktive hale getirilip reaksiyon
sonlandirilmistir ve tzerine 1 ml distile su eklenip 540 nm’de absorbans dl¢timii ile a-amilaz
inhibisyonu belirlenmistir. Ornekler 2 paralel ¢alisilmistir ve her 6rnek igin subsrat ve enzim

icermeyen kontrol deney hazirlanmustir.

3.7.1.2. Lipaz inhibisyon deneyi

Lipaz inhibisyon tayini Gordon J. McDougall ve digerleri (2009)’ de belirlenen yonteme gore
modifiye edilerek gergeklestirilmistir (McDougall, Kulkarni, & Stewart, 2009). Lipaz enzimi
(10 mg/ml) 8000 rpm de 10 dakika santrifiijlenerek hazirlanmistir. Analize baglamadan 6nce
enzim aktivitesini belirlemek amaciyla farkl siirelerde (30 dk., 45 dk., 60 dk. 75dk. ve 90 dk.)
denemeler yapilmistir. 100mM Tris-buffer (pH:8.2) tampon ¢ozeltisi olarak hazirlanmistir.
Analize baslamadan 6nce farkli siirelerde (15 dk., 45 dk., 60 dk., 75 dk. ve 90dk.) denemeler
yapilmistir. Her deneme siiresi igerisinde ornekler 37°C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde
inkiibe edilmistir siire bitiminde sirastyla her 6rnek 6000 rpm’de 7dk. santrifiij edilip 400 nm’de
absorbans degerleri dlgiilmesiyle enzim aktivitesi belirlenmistir. Onceden hazirlanan tampon
cozeltisinden 400 pL alinip ependorf i¢ine eklendikten sonra sirasiyla 400 pL 6rnek, 450 pL
subsrat ve 150uL lipaz enzimi eklenip ile 90 dakika boyunca 37°C’ye ayarlanmig su banyosu
icerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra &rnekler 6000 rpm’de 7dk.

santrifiij edilip 400 nm’de absorbans degerleri dlgiilmesiyle lipaz inhibisyonu belirlenmistir.
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3.7.1.3.  Antihipertansif aktivite

Seker pancari yapraklarinin antihipertansif aktivitesi, Shalaby ve arkadaglar1 (2006) tarafindan
bildirilen yontem esas alinarak, belirli modifikasyonlarla degerlendirilmistir. Analizlerde
anjiyotensin dondstiiriici enzim (ADE) inhibisyonu esas alinmis ve 6lgiimler spektrofotometrik
yontemle gergeklestirilmistir. Deneysel asamada pH 7.0’de hazirlanmis 0.01 mol/L fosfat
tamponlu salin (PBS; NaCl konsantrasyonu: 0.5 mol/L) i¢erisinde 0,1 U/mL yogunlukta ACE
cOzeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, uygun oranlarda seyreltilmis 6rneklerden 40 pL alinarak
20 uL ACE cozeltisi ile karistirilmig ve 37 °C’de 15 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan, 740 uL FAPGG (N-[3-(2-Furil)akriloil]-L-fenilalanil-glisilglisin) substrati eklenmis
ve 37 °C sicaklikta 75 dakika boyunca inkiibasyon devam ettirilmistir. Reaksiyonun ardindan
400 pL PBS ilave edilmis ve absorbans degerleri 340 nm dalga boyunda oOl¢iilmiistiir.

Analizlerin giivenilirligini saglamak amaciyla tiim 6rnekler 2 paralel olarak analiz edilmistir.

3.7.2. Orneklerde antioksidan aktivite tayinleri

3.7.2.2. DPPH deneyi

Brand-Williams vd. (1995) ve Kim vd. (2002)’de anlatildig1 sekilde DPPH (2,2- Difenil-1-
(2,4,6-trinitrofenil)  hidrazil) radikali  kullanilarak  antioksidan  aktivite  Ol¢timU
gerceklestirilmistir. Ik olarak 0,06 mmol/L metanol olacak sekilde DPPH ¢ozeltisi
hazirlanmistir ve bu ¢6zelti 0,06 mmol/L metanol kullanilarak baslangi¢ absorbans degeri 0,700
+ 0,020 olarak ayarlanmistir. Seker pancari yaprak tozu ile hazirlanan Ornek ¢ozeltisi
icerisinden 0,5 mL alinmis olup iizerine 1.95 mL DPPH c¢ozeltisi ilave edilerek 30 dakika
karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir ve inklbasyon suresi bitimiyle birlikte
cozeltinin 517 nm’de absorbans Ol¢iimii gerceklestirilmistir 734 nm’de absorbans olglimii

gerceklestirilmistir (Agilent Carry 60).
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3.7.2.3.  ABTS deneyi

Re ve digerleri (1999) tarafindan tanimlanan ABTS (2,2'-azino-bis (3- etilbenzotiyazolin-6-
sulfonik asit)) serbest radikallerini nétralize etme aktiviteleri olgiilmiistiir. Orneklerin
antioksidan aktivite 6lctimleri troloks standart egrisi antioksidan kapasite yontemi kullanilarak
bulunmas1 amaglanmustir. ilk olarak ABTS radikal ¢ozeltisi 2,45 mmol/L potasyum persiilfat
igerisinde hazirlanmistir ve 75 mmol/L tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi (150 mmol/L NaCl iceren
ve pH 7.4 ayarlanmis) kullanilarak ABTS radikal ¢6zeltisinin baslangi¢ absorbansi 0.700 +
0.020 ayarlanmustir. Seker pancari yaprak tozu ile hazirlanan 6rnek ¢ozeltisi igerisinden 100 puL
alinarak ependorf icerisine eklenmistir ve tizerine 1.9 ml 7 mmol/L ABTS radikal ¢ozeltisi ilave
edilip 6 dakika karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
734 nm’de absorbans &l¢iimii gerceklestirilmistir (Agilent Carry 60). Ornekler 2 paralelli

calisilmgtir.

Trolox kalibrasyon egrisi y = 225.91x
R?=0.9804
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Sekil 3.4. Trolox kalibrasyon egrisi
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3.7.2.4. Hidroksil (OH- ) radikali baglama kapasitesi

Smirnoff ve Cumbes (1989) tarafindan bazi modifikasyonlarla agiklanan yonteme gore
belirlenmistir. ilk olarak 150 pl sodyum salisat (20 mM) ependorf icine eklenmistir. Ardindan
sirastyla 500 ul Demir II Siilfat (1,5 mM FeSO 4 ), 500 ul 6rnek , 350 ul Hidrojen peroksit
(H202, 6 mM) eklenmis olup onceden 37 °C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde 1 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 510 nm absorbans1 dl¢iilmiistiir.
3.7.3. Orneklerde ¢oziinir protein miktari tayini

Seker pancari yaprak tozu ile hazirlanan 6rneklerin Lowry, Rosebrough, Farr, & Randal (1951)
yontemi ile ¢oziiniir protein miktar tayinleri yapilmustir. Ilk olarak bir sise icerisine 0.1 mol/L
NaOH c¢ozeltisi i¢inde 245 ml %2’lik Na2COs , 2,5 ml %1’ lik CuSOs , 2,5 ml %1°lik Na-K
tartarat eklenip karistirilarak Lowry reaktifi hazirlanir. 0.2 ml 6rnek ependorf igerisine eklenir
ve Uzerine 2,1 ml Lowry reaktifi ilave edilip karistirilmistir ve ayn1 zamanda oda sicakliginda
karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siresi bitiminde 0,2 ml
Folin-Ciocalteu (1/10 oraninda distile su ile seyreltilmis) ependorflara eklenip 60 dakika oda
sicakliginda ve karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. Hemen ardindan olusan renk
spektrofotometrik olarak 750 nm’de dlgtilmiistiir ve elde edilen sonuglar BSA (bovine serum

alblimine) cinsinden ifade edilmistir. Ornekler 2 paralel ¢alisiimustir.
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3.7.4. Orneklerde toplam protein tayini

Seker pancari yaprak tozu ile hazirlanan 6rneklerin toplam azotlu madde miktar1 tayini Kjeldahl
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Hazirlanan 6rneklerin tartimi gerceklestirildikten sonra
yakma tuplerinin icerisine eklenmistir. Daha sonra geker ocak igerisindeki yakma tuplerinin
Uzerine 15 mL konsantre silfiirik asit (H2SO4 ) ve bir tane katalizor tablet (% 1.5 CuSO4 -
5H20 +% 2 Se - Cu-Se, Sigma Aldrich) ilave edilip tlpler yakma Unitesi igerisine
yerlestirilmistir. Yakma Unitesinde dnce 250 ° C’de 15 dakika sonra 420 ° C’de 90 dakika
boyunca yakma islemi gergeklestirilmistir. Yakma iglemi bittikten sonra tliplerin sogumast
beklenir ve soguyan tiipler sirayla distilasyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen sarfiyatlar
not edilmistir. Ornekler 2 paralel olarak ¢alisilmis; sarfiyatlar kaydedilmis ve asagidaki formiil

kullanilarak yiizde azot (%N) icerigi hesaplanmustir.

(S — Shlank) X F x 0,0014
m

100

%Azot:
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Burada;

S: Titrasyonda tiiketilen HCI miktar1 (mL)

Shiank: Titrasyonda kor igin tiiketilen HCI miktart (mL)
F: HCI faktori

m: Ornek agirlig1 (g)

3.7.5. Orneklerde istatiksel degerlendirme

Calismada incelenen seker pancari yapraklarindan elde edilen protein ekstraktlarinin analiz
edilen 6zellikleri arasinda anlamli farkliliklar olup olmadig1 arastirilmistir. Tiim analizler ikili
paralel olarak gerceklestirilmistir, ayrica sonuclar ortalama ve standart sapma seklinde
sunulmustur. Istatistiksel degerlendirmeler, %95 giiven diizeyinde SPSS programi (SPSS Inc.,

Chicago, IL, ABD) kullanilarak Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile yapilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Seker Pancar1 Yapraklarindan Elde Edilen Protein Ekstraktlarinin Toplam Protein
Ve Protein Verimleri

Bu calismada, seker pancari1 yapraklarindan 1s1 ¢oktlirme, izoelektrik noktada ¢oktiirme ve
amonyum siilfat ¢oktiirme yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin toplam protein icerikleri ve

protein verimleri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.1.).

Yapilan analizler sonucunda, protein icerigi bakimindan en yiiksek deger %41,13 + 1,24 ile
PF2 orneginde elde edilmistir. Bu durum, izoelektrik noktada ¢oktlirme yonteminin,
proteinlerin pH 4,5-5 civarinda ¢oziiniirlikklerini kaybederek c¢okelmesini saglamasiyla
aciklanabilir. Izoelektrik ¢oktiirme, 6zellikle yiiksek saflikta protein elde etmek amaciyla tercih
edilen bir yontemdir (Kleintop ve ark., 2013). Ancak bu yontemde protein verimi yalnizca
%3,43 olarak belirlenmis, bu da pelette biriken proteinin toplam ekstrakt i¢indeki oraninin
siirlt kaldigini gostermektedir. Bu bulgu, Tamayo Tenorio ve arkadaslari (2017) tarafindan
yapilan ¢alismada da desteklenmis ve izoelektrik ¢oktiirme yonteminin yliksek saflik saglarken

diisiik toplam verimle sonug¢landigi bildirilmistir.

PF1 6rnegi ise %29,50 + 0,17 toplam protein igerigi ve %37,20 protein verimi ile 1s1 ¢oktlirme
yonteminin ¢0zlniir proteinleri koruyabildigini gostermektedir. Is1 uygulamasi, bazi
proteinlerin denatiirasyonuna yol agsa da, diisiik sicakliklarda kontrollii uygulandiginda
slipernatanttaki ¢oziliniir proteinlerin korunmasini saglayabilmektedir (Lamsal ve ark., 2007).
Bu durum PF1 Orneginin yiliksek verimiyle dogrulanmistir. Benzer sekilde Akyiiz ve Ersus
(2021), 55 °C'de yapilan 1s1 uygulamasmin proteinlerin ¢oziinilirlik ve biyoyararliligini

artirabilecegini bildirmistir.

YF 6rnegi, %11,04 £ 0,09 toplam protein icerigi ve %24,37 protein verimi ile orta diizeyde
degerlere sahiptir. Bu fraksiyon, 1s1 ¢oktiirme islemi sonrasinda olusan pelet kismidir ve
denatiire olmus proteinlerin birikmesini temsil etmektedir. PF1 ve YF 0Ornekleri
karsilagtirildiginda, ¢Ozilinlir fraksiyonun daha yliksek protein oranina sahip oldugu
gorulmektedir. Bu da siipernatanttaki proteinlerin biiyiik kisminin ¢ékelmeden korunabildigini

gostermektedir.
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PF3 fraksiyonunda belirlenen toplam protein igerigi %27,44+0,95 olup, bu deger bitkisel
kaynakli protein ekstraksiyonlarinda oldukga yiiksek bir diizeye isaret etmektedir. Seker
pancar1 yapraklarindan elde edilen bu fraksiyon, Akyiiz ve Ersus (2021) tarafindan yesil
yaprakli sebzelerde bildirilen %20-25 araligindaki toplam protein degerlerinden daha ytiksek
sonuglar sunmaktadir. Ayn1 zamanda %36,50 olarak hesaplanan protein verimi, ekstraksiyon
stirecinin etkinligini ortaya koymakta ve bu yontemin, seker pancari yapraklart gibi tarimsal
atiklarin fonksiyonel protein kaynaklarina doniistiiriilmesinde basarili bir strateji oldugunu
gostermektedir. Literatiirde Tomayo Tenorio ve arkadaslari (2017) tarafindan bildirilen %25—
35 arahi@indaki verim degerleriyle karsilastirildiginda, bu c¢alismada elde edilen protein
veriminin bu sinirlarin {izerinde yer almasi, uygulanan amonyum siilfat ¢oktiirme protokoliiniin
yiksek ekstraksiyon kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, PF3 fraksiyonu
hem miktar hem de verim agisindan degerlendirildiginde, fonksiyonel ve besinsel degeri yiiksek
bir protein kaynagi potansiyeli tasimaktadir. Sonug olarak, ¢alismada elde edilen bulgular; 1s1
¢oktiirme yonteminin protein verimi agisindan daha avantajli, izoelektrik ¢oktiirme yonteminin
ise saflik acisindan daha etkili oldugunu goéstermektedir. Amonyum silfat yontemi ise bu
calismada diisiik performans sergilemistir. Bu durum, yiliksek tuz konsantrasyonunun
proteinlerde kismi denatiirasyona yol agmasi ve ¢oziiniir proteinlerin kaybina neden olmasiyla
iliskili olabilir. Nitekim literatiirde de benzer sekilde, amonyum siilfat ¢oktiirmesinin bazi
yaprak proteinlerinde diisiikk verim sagladigi ve optimum tuz derisimi ile kademeli ¢oktiirme

stratejilerinin gerekli oldugu bildirilmistir (6r. Akyiiz & Ersus, 2021; Jwanny ve ark., 1993).

Tablo 4.1. Protein fraksiyonlarinin toplam protein ve protein verimi analiz sonuglari

Toplam Protein (%) Protein Verimi (%)
YF 11,04 + 0,09? 24,37
PF1 29,50 +0,17° 37,20
PF2 41,13 £1,24° 3,43
PF3 27,44 +0,95° 36,5

*. Ay siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).
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4.2. Ultrases Destekli Ekstraksiyon Yontemi ile Seker Pancar1 Yapraklarindan Elde
Edilen Ekstraktlarda Toplam Protein ve Protein Verimleri

4.2.1. Kosul 1 ve kosul 2’de iiretilen ekstraktlarin protein icerikleri ve protein

verimleri

Seker pancar1 yapraklarindan protein ekstraksiyonu amaciyla uygulanan Kosul 1 ve Kosul 2
protokollerinin etkinligi degerlendirilmistir. Tablo 4.2’de bu kosullar altinda iiretilen
ekstraktlarin protein igerikleri ve protein verimleri sunulmaktadir. Kosul 1’de izoelektrik
noktada ¢oktliirme yontemi uygulanarak elde edilen ekstraktlar analiz edilmis, Kosul 2’de ise
ekstraktlar suda c¢oziinen ve suda ¢ozunmeyen fraksiyonlar olarak iki grupta incelenmistir.
Protein igerikleri ve protein verimleri Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir. Kosul 1 kapsaminda
elde edilen ekstraktlarda en yiiksek protein igerigi %45,92+2,87 ile Vis-1 (Viscozyme®
uygulanan 6rnek) grubunda belirlenmistir. Bunu sirasiyla Pek-1 (Pektinaz uygulanan 6rnek;
%44,08+1,77) ve Kontrol-1 (enzim ilavesi yapilmayan 6rnek; %42,38+2,15) takip etmistir.
Ancak bu kosulda protein verimi %11,02-11,87 araliginda kalmis, yani yliksek protein
icerigine ragmen toplam ekstraksiyon verimi diisiik bulunmustur. Bu durum, izoelektrik
¢oktiirme basamaginin protein kayiplarina yol acarak verimi sinirladigini diisiindiirmektedir.
Kosul 2’de ekstraktlar hem suda ¢6ziinen hem de suda ¢dziinmeyen fraksiyonlar seklinde
degerlendirilmistir. Suda ¢6ziinen fraksiyonlarda protein icerikleri oldukg¢a diisiik olup en
yiiksek deger %0,31+0,02 ile Vis-2 (Viscozyme® uygulanan 6rnek) grubunda elde edilmistir.
Ancak bu grupta protein verimleri %31,41-38,47 araliginda olup Kosul 1’¢ kiyasla daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglar, suda ¢6zunir proteinlerin miktar olarak az fakat daha fazla ekstrakt
kiitlesi icerdigini gostermektedir. Suda c¢ozinmeyen fraksiyonlarda ise protein icerikleri
oldukga yiiksek bulunmustur. En yiiksek igerik %25,60+0,09 ile Pek-2 (Pektinaz uygulanan
ornek) grubunda, en yiksek verim ise %63,81 ile Vis-2 (Viscozyme® uygulanan o6rnek)
grubunda elde edilmistir. Bu bulgular, seker pancar1 yapragindaki proteinlerin biiyiik dl¢iide
suda ¢oziinmeyen fraksiyonlarda yogunlastigini ve 6zellikle enzim kullaniminin ekstraksiyon
verimini artirdigin1 gostermektedir. Literatiirde de benzer bulgular rapor edilmistir. Ornegin,
Akyiliz ve arkadaslar1 (2024), taze seker pancart yapraklarindan pH 9’da yapilan
ekstraksiyonlarda izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle %20,20 protein verimi elde etmislerdir.

Ayni ¢alismada, ultrason destekli ekstraksiyon ile bu deger %28,60’a, Pectinex Ultra SP-L
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enzim ilavesiyle ise %38,09’a yiikselmistir. Bu durum, enzim ve ultrason uygulamalarinin
ekstraksiyon verimini artirmada etkili oldugunu gdstermektedir. Sonug olarak, izoelektrik
noktada ¢oktiirme yontemi yiiksek protein safligi saglarken, verim agisindan sinirli
kalmaktadir. Buna karsilik, suda ¢oziinmeyen fraksiyonlarda 6zellikle Viscozyme®
uygulamasi ile elde edilen sonuglar, protein verimi agisindan en etkili yaklasim olarak one
¢ikmaktadir. Bu bulgular, literatiirde bildirilen ¢alismalarla da uyumludur ve seker pancari
yapraklarindan protein ekstraksiyonunda enzim-ultrason kombinasyonunun énemini ortaya

koymaktadir.

Tablo 4.2. Kosul 1 ve Kosul 2°de iiretilen ekstraktlarin protein igerikleri ve protein verimleri

Kosul Ornek % Protein Protein verimi (%)
Kontrol-1 42,38+2,15a* 11,31
Kogul 1 — izoelekiril Cel-1 35,73+0,51b 11,02

noktada ¢oktirme ile

Giretilen ekstrakt Pek-1 44,08+1,77a 11,47
Vis-1 45,9242 87a 11,87
Kontrol-2 0,28+0,00b 34,86
Kosul 2 — suda ¢oziinen Cel-2 0,26+0,00a 31,41
ekstrakt Pek-2 0,26+0,00a 31,47
Vis-2 0,31+0,02c 38,47
Kontrol-2 24,91+0,244a 60,58
Kosul 2 — suda Cel-2 24,830,11a 58,34
¢dziinmeyen ekstrakt Pek-2 25,60+0,09¢ 62,96
Vis-2 25,33+0,02b 63,81

*: Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p <0.05).
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4.2.2. Kosul 3 ve kosul 4°de iiretilen ekstraktlarin protein icerikleri ve protein

verimleri

Seker pancar1 yapraklarindan protein ekstraksiyonu amaciyla uygulanan Kosul 3 ve Kosul 4
protokollerinin etkinligi degerlendirilmis, elde edilen ekstraktlarin protein igerikleri ve protein
verimleri Tablo 4.3.’de sunulmustur. Her iki protokolde de Viscozyme® enzimi kullanilmis
olup, yalnizca ultrason uygulama siras1 farklilik gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore,
Viscozyme® 1 mL uygulamasinda Kosul 3’te en yiiksek protein igerigi %16,47 ve en yiiksek
protein verimi %67,23 olarak bulunmustur. Kosul 4’te bu degerler sirasiyla en ylksek protein
icerigi %12,57 ve en yiiksek protein verimi %51,29 olarak bulunmustur. 0,1 mL ve kontrol
gruplarinda da benzer egilim gozlenmis, Kosul 3’°teki verimler (sirastyla %30,87 ve %31,69)
Kosul 4’e kiyasla (%28,33 ve %28,51) daha yiiksek olmustur. Genel olarak, her iki parametre
acisindan da Kosul 3’iin Kosul 4’e kiyasla daha yiiksek degerlere ulastigi ve bu farklarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bu bulgular, ultrasesin enzim
ilavesinden 6nce uygulanmasinin, hiicre duvari ve hiicre i¢i matriks yapisini kavitasyon,
mikrojet ve kesme kuvvetleri ile parcalayarak enzimin substrata erisimini kolaylastirdigini
gostermektedir. On-islem olarak ultrases uygulamasi, hiicre ici proteinlerin ¢dzeltide serbest
kalmasini artirmis ve bdylece ekstraksiyon verimini yiikseltmistir. Buna karsilik ultrasesin
hidroliz sonras1 uygulanmasi, hiicresel bariyerler enzim etkisiyle zaten kismen yikildigindan,
ilave bir ¢Ozilniirliik artis1 saglamamis; hatta son asamadaki ultrasesin yarattigi 1sinma,
kopiiklenme ve protein denatiirasyonu gibi etkiler, verimi siirlamis olabilir. Literatiirde de
benzer sonuglar rapor edilmistir. Ornegin, Ghosh ve ark., (2020) ultrasesin enzimatik
ekstraksiyon dncesinde uygulanmasinin, mikroalg ve bitkisel materyallerde protein salimini
belirgin sekilde artirdigini bildirmistir. Yine Zhang ve ark., (2022), ultrasesin enzimatik hidroliz
sonras1 uygulanmasinin, enzim dncesi uygulamaya kiyasla daha diisiik ¢oziiniir protein verimi
sagladigini rapor etmistir. Bu durum, ultrasesin proteinlerin yapisal biitiinliigline ve ¢oziiniirliik
ozelliklerine uygulama zamanina bagli olarak farkli etkiler gosterebilecegini ortaya
koymaktadir. Sonu¢ olarak, bu calismada protokol sirasi ekstraksiyon etkinligi iizerinde
belirleyici olmustur. On-ultrases yaklasimi (Kosul 3), o&zellikle yiiksek enzim
konsantrasyonunda (1 mL) protein verimini artirmada daha etkili bulunmustur. Bu bulgu, seker
pancar1 yapraklarindan fonksiyonel proteinlerin geri kazaniminda, ultrasesin enzimden once

uygulanmasinin daha uygun bir strateji olabilecegini gostermektedir.
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Tablo 4.3. Kosul 3 ve Kosul 4°de iiretilen ekstraktlarin protein igerikleri ve protein verimleri

Kosul Ornek % Protein Protein verimi (%)
Kontrol-3 7,76x0,13a* 31,69
Kosul 3 — Ultrases )

sonrasi enzim ilavesi Vis (0,1 mL)-3 7,56+0,53a 30,87
Vis (1 mL)-3 16,47+1,97b 67,23
Kontrol-4 6,99+0,04a 28,51

Kosul 4 — Enzimatik
hidroliz sonrasi ultrases Vis (0,1 mL)-4 6.94+1,08a 28.33

uygulamasi

Vis (1 mL)-4 12,57+0,10b 51,29

*. Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.05).

4.2.3. Kosul 5 ve kosul 6’de iiretilen ekstraktlarin protein icerikleri ve protein

verimleri

Seker pancar1 yapraklarindan protein ekstraksiyonu amaciyla uygulanan Kosul 5 ve Kosul 6
protokollerinin etkinligi degerlendirilmis olup, bu protokoller sonucunda elde edilen
ekstraktlarin toplam protein icerikleri ve protein verimleri Tablo 4.4’te sunulmustur. Kosul 5
ve Kosul 6 uygulamalari, enzim inaktivasyon basamagmin zamanlamasinin ekstraksiyon
verimliligi tizerindeki etkisini karsilastirmali olarak degerlendirmek amaciyla tasarlanmastir.
Her iki kosulda da 6rnekler, rehidrasyonun ardindan ultrases 6n islemi ile kavitasyon etkisine
maruz birakilmis ve bu sayede bitki hiicre duvarlarinin yapisal biitiinliigliniin zayiflatilmasi
hedeflenmistir. Ultrases sonras1 her iki gruba da Viscozyme® enzimi farkli miktarlarda (0,1
mL ve 1 mL) ilave edilmis ve 1, 3 ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri uygulanmistir. Kosul 5’te
santrifiij islemi tamamlandiktan sonra siipernatant ayrilmis ve enzim inaktivasyonu bu
asamadan sonra gerceklestirilmistir. Buna karsin, Kosul 6’da enzim inaktivasyonu santrifiijden
once yapilmis, ardindan siipernatant toplanmigtir. Sonuglar, her iki kosulda da en yiiksek toplam
protein igerigi ve protein veriminin 1 mL enzim ilavesi ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde elde
edildigini géstermistir. Bu kosullarda Kosul 5°te toplam protein igerigi %12,63 + 0,07 ve verim
%51,54 iken, Kosul 6°da sirasiyla %12,20 = 0,31 ve %49,79 olarak dlgiilmiistiir. Daha kisa

inkiibasyon siirelerinde (1 ve 3 saat) her iki parametrede de belirgin diisiisler gdzlenmistir.
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Genel egilim, tiim silire ve enzim miktarlarinda Kosul 5’in Kosul 6’ya kiyasla daha yiiksek
toplam protein igerigi ve verim saglamasi yoniindedir. Bu durum, santrifiij sonrasi
inaktivasyonun, enzimin hidroliz siirecini tamamlamasina olanak tanidig1 ve boylece matriks
igerisindeki toplam protein igerigini artirdigr seklinde yorumlanabilir. Kosul 6’da ise
inaktivasyonun santrifiij 6ncesinde uygulanmasi, 1stya bagli protein koagiilasyonu ve fenolik—
polisakkarit komplekslerinin pellete taginmasi gibi mekanizmalarla toplam protein miktarini
sinirlamis olabilir. Bu bulgular, literatiirde bildirilen benzer ¢aligmalarla uyumludur. Zhang ve
ark., (2022) ve Hildebrand ve ark., 2020, enzimatik hidroliz siiresinin uzatilmasinin protein
salimini artirdigini, ancak erken inaktivasyonun hidroliz verimini diislirdiigiinii rapor etmistir.
Ayrica Akyliz ve ark., (2024), enzimatik ekstraksiyonlarda ultrases 6n isleminin matriks
gecirgenligini artirarak enzimin substrata erisimini kolaylastirdigini ve toplam protein igerigini
yiikselttigini  bildirmistir. Bu baglamda, calismamizda elde edilen veriler, enzim
inaktivasyonunun santrifiij sonrasi yapilmasinin, 6zellikle yiiksek enzim konsantrasyonu ve
uzun hidroliz siirelerinde, seker pancar1 yapraklarindan toplam protein igerigi ve veriminin

artirllmasinda daha uygun bir strateji olabilecegini ortaya koymaktadir.

Tablo 4.4. Kosul 5 ve Kosul 6°de iiretilen ekstraktlarin protein igerikleri ve protein
verimleri

Kosul Ornek % Protein Protein verimi
(%)

Kontrol — 5 8,74+0,19a* 35,66
1 saat inkiibasyon
Kontrol -5 8,60+0,54a 35,08
3 saat inkibasyon

Kosul 5  — Kontrol -5 8,39+0,08a 34,22

Santrifiij sonrasi 24 saat

enzim durdurma inkiibasyon
Vis (0,2 mL) -5 8,94+0,03a 36,50
1 saat
hidrolizasyon
Vis (0,1 mL) -5 8,85+0,01a 36,13
3 saat

hidrolizasyon
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Vis (0,1 mL) -5
24 saat
hidrolizasyon

Vis (1 mL) -5

1 saat
hidrolizasyon

Vis (1 mL) -5

3 saat
hidrolizasyon

Vis (1 mL) -5

24 saat
hidrolizasyon

8,92+0,00a

12,05+0,01c

11,34+0,22b

12,63+0,07d

36,47

49,17

46,28

51,54

Kosul 6 — Enzim
durdurma sonrasi
santrif(j

Kontrol — 6
1 saat inkiibasyon

Kontrol —6
3 saat inkubasyon

Kontrol —6

24 saat
inkibasyon

Vis (0,1 mL) -6

1 saat
hidrolizasyon

Vis (0,1 mL) -6

3 saat
hidrolizasyon

Vis (0,1 mL) -6
24 saat
hidrolizasyon

Vis (1 mL) -6

1 saat
hidrolizasyon

Vis (1 mL) -6

3 saat
hidrolizasyon

Vis (1 mL) -6

24 saat

hidrolizasyon

8,16+0,06a

8,78+0,14a

8,71+0,22a

8,55+0,24a

8,87+0,03a

8,92+0,11a

10,68+0,02b

10,60+0,73b

12,20+0,31c

33,31

35,82

35,33

34,92

36,22

36,40

43,59

43,28

49,79

*. Aym siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).
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4.2.4. Kosul 7 ve kosul 8de iiretilen ekstraktlarin protein igerikleri ve protein

verimleri

Seker pancar1 yapraklarindan protein ekstraksiyonu amaciyla uygulanan Kosul 7 ve Kosul 8
protokollerinin etkinligi degerlendirilmis, bu protokoller sonucunda elde edilen ekstraktlarin
protein icerikleri ve protein verimleri Tablo 4.5.°de sunulmustur. Her iki kosulda da
Viscozyme® enzimi kullanilmigtir. Kosul 7°de enzim eklenmeden Once ultrases 6n islemi
uygulanmis (2 mL Viscozyme®, 24 saat hidroliz) ve %15,90 protein igerigi ile %63,71 verim
elde edilmistir. Kosul 8’de ise ultrases uygulanmamis, dogrudan enzimatik hidroliz
gerceklestirilmis ve santrifiij Oncesinde enzim inaktivasyonu yapilmistir. Bu kosulda %14,53
protein igerigi ve %60,03 verim elde edilmistir. Elde edilen bulgular, ultrases 6n isleminin hiicre
duvar1 yapisint mekanik olarak parcalayarak yilizey alanini artirdigini ve enzimlerin substrata
daha etkin erisimini saglayarak ekstraksiyon verimini iyilestirdigini gostermektedir (Qian ve
ark., 2023). Literatiirde, bu mekanizmanin substrat morfolojisinde ¢atlak ve gozenek
olusumuna yol agarak enzim—substrat etkilesimini gliglendirdigi ve hidroliz verimini artirdig1
bildirilmektedir. Ayrica, balik proteinlerinden elde edilen hidrolizatlarda ultrases 6n islemi
uygulanan oOrneklerde, protein ¢Oziiniirliigli ve hidroliz derecesinde anlamli artiglar
gozlemlenmistir (Cropotova ve ark., 2025). Bununla birlikte, Kosul 8’de ultrases
uygulanmamasina ragmen yliksek protein icerigi ve verim elde edilmesi, yalnizca ultrasesin
degil; protokol tasariminin, enzim konsantrasyonunun, pH diizenlemesinin ve inkiibasyon
stiresinin de ekstraksiyon verimliliginde belirleyici oldugunu gostermektedir. Nitekim quinoa
gibi diger bitkisel kaynaklarda yapilan ¢aligmalarda, ultrases ve enzim kombinasyonunun
yiiksek verim sundugu; ancak yalnizca islem parametrelerinin (6rnegin pH, enzim/substrat
orani, siire) dikkatle optimize edilmesinin de benzer diizeyde verim artisina yol acabilecegi
vurgulanmaktadir (Yang, 2024). Sonu¢ olarak, seker pancar1 yapraklarindan protein
ekstraksiyonunda maksimum verim elde edebilmek igin ultrases 6n isleminin enzimatik
hidroliz 6ncesinde uygulanmasi onerilmekte; bununla birlikte enzim miktari, pH ve hidroliz

stiresi gibi diger kritik islem parametrelerinin de optimize edilmesi gerekmektedir.
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Tablo 4.5. Kosul 7 ve Kosul 8’de iiretilen ekstraktlarin protein igerikleri ve protein verimleri

Kosul Ornek % Protein Protein verimi (%)
Vis (1 mL) -7
(. _) 10,80+0,08a* 43,85
1 saat hidrolizasyon
Vis (1 mL) -7 13,14+0,23c
o : : 52,97
24 saat hidrolizasyon
Kosul 7 Vis (2 mL) -7 12,42+0,13b
o e 50,32
1 saat hidrolizasyon
Vis (2 mL) -7
24 saat hidrolizasyon 15,90+0,41d 63,71
t
Vi -
is (1 mL)-7 8,51+0,21a 34.43
1 saat hidrolizasyon
Vis (1 mL) -7 10,56+0,05b
4 42,97
24 saat hidrolizasyon
Kosul 8 )
Vis (2mL) -7 10,560,26b
. A ’ : 42,97
1 saat hidrolizasyon
Vis (2mL) -7 14,53+0,26¢
y 60,03
24 saat hidrolizasyon

*. Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).

4.3. Seker pancari yapraklarindan elde edilen protein ekstraktlarimin suda ¢oziiniir

protein miktari

Is1 ¢oktiirme ve izoelektrik noktada ¢oktiirme yontemleri ile seker pancari yapraklarindan elde
edilen protein ekstraktlariin suda ¢ozunir protein miktarlart Tablo 4.6.°de verilmistir. En
yiiksek suda ¢oziiniir protein igerigi, 241,3+4,6 mg BSA/g ekstrakt ile PF1 fraksiyonunda
gozlemlenmistir. Bu fraksiyon, 1s1 ile ¢oktiirme islemi sonrasi elde edilen siipernatanti temsil
etmektedir. Uygulanan 55 °C sicaklik, proteinlerin yapisal biitiinliigiinii tamamen bozmadan
¢Oziiniir formda kalmasina olanak saglamis olabilir. Bu durum, kontrollii sicaklik
uygulamasinin proteinlerin ¢oziiniirlilk ve fonksiyonelligini korumada etkili olabilecegini

bildiren Lamsal ve ark. (2007) ile uyumludur.
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PF2 6rnegi, izoelektrik ¢coktirme yontemi ile elde edilen peleti temsil etmekte olup 123,2 £ 5,1
mg BSA/g ekstrakt ¢coziliniir protein degeri ile orta seviyede bir sonug¢ vermistir. Bu yontemde,
pH’mn proteinlerin izoelektrik noktasina (genellikle pH 4,5-5,5 arasi) ayarlanmasi, proteinlerin
minimum ¢oziiniirliik noktasina ulasip ¢okelmelerine neden olur (Kleintop ve ark., 2013). Yine
de elde edilen orta diizeydeki ¢oziiniir protein miktari, bazi proteinlerin izoelektrik ¢okelme

sirasinda tamamen agregasyona ugramayip kismen ¢oziiniir kaldigini diisiindiirmektedir.

PF3 fraksiyonunda belirlenen suda ¢oziiniir protein miktar1 218 = 3 mg BSA/g ekstrakt olup,
bu deger PF1’den sonra en yiiksek ikinci ¢oziiniirliik diizeyine karsilik gelmektedir. PF3,
amonyum siilfat yardimiyla ¢oktiirme yontemiyle elde edilen protein fraksiyonudur. Bu
yontemde ¢ozeltinin pH’1 once 12’ye ayarlanmis, ardindan %70 oraninda amonyum stilfat
ilavesiyle proteinlerin tuzlanma yoluyla selektif olarak ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Bu kosullar
altinda, proteinlerin denatiirasyonu minimum diizeyde kalmis, ¢oziiniirliikk 6zellikleri biiyiik
Olciide korunmustur. PF3’teki yiliksek coziiniirliik degeri, 6zellikle proteinlerin hidrofilik
yapisinin siirdiiriildiiglinii ve bu fraksiyonun fonksiyonel uygulamalar i¢in uygun oldugunu
gostermektedir. Barac ve arkadaslar1 (2010), baklagillerden elde edilen protein fraksiyonlarinda
suda ¢oziniirliik degerlerinin 100-200 mg BSA/g ekstrakt araliinda oldugunu bildirmistir.
PF3’te elde edilen 218 mg BSA/g degeri, bu referans araligin iizerinde yer almakta ve seker
pancar1 yapragindan elde edilen proteinin fonksiyonellik acisindan 6nemli bir potansiyele sahip

oldugunu desteklemektedir.

YF fraksiyonunda (pelet), suda ¢oziiniir protein miktari en diisiik olarak belirlenmistir (50,1 +
3,4 mg BSA/g ekstrakt). Varyans analizi sonucunda fraksiyonlar arasinda suda ¢6ziiniir madde
miktar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir (p<0.05). Bu
fraksiyonun, 1s1 uygulamasi sonrasi ¢oken ve muhtemelen denatiire olan proteinleri icerdigi goz
online alindiginda, diisiik ¢oziinilirlik degeri beklenen bir sonugtur. Isiya bagli protein
denatiirasyonu, hidrofobik etkilesimlerin artmasmna ve agregat olusumuna yol acarak
¢ozinlrligl azaltir (Zhou ve ark., 2023). Bu durum, PF1 ile YF arasinda belirgin fark
olugmasina neden olmustur. Varyans analizi sonuglarina gore, fraksiyonlar arasinda suda
¢Oziiniir protein miktar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p < 0.05).
Sonuglar, 1s1 ile ¢oktlirme sonrasi siipernatant kismin (PF1) ¢oziiniir protein agisindan en

avantajli fraksiyon oldugunu ortaya koymaktadir. Bu baglamda, protein izolasyonu ve
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fonksiyonel iiriin gelistirme ¢aligmalarinda, kontrollii 1s1 uygulamasinin ¢oziiniirlikk agisindan

degerli oldugu soylenebilir.

Tablo 4.6. Protein fraksiyonlarinin suda ¢6ziiniir protein miktar1 analiz sonuglari

Suda ¢6zundr protein
(mg BSA/g ekstrakt)

YF 50,1 + 3,42
PF1 241,3 + 4,61
PF2 123,2 +5,1°
PF3 218+3°

*: Aym siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).

4.4. Seker pancarn yapraklarindan elde edilen protein ekstraktlarimin toplam fenolik

madde miktari

Seker pancar1 yapraklarindan elde edilen farkli protein fraksiyonlariin toplam fenolik madde
icerikleri Tablo 4.7.’de sunulmustur. En yiiksek toplam fenolik bilesik miktar1 PF1
fraksiyonunda belirlenmistir (20,29 + 0,44 pg GA/mg ekstrakt). Bu fraksiyon, 1s1 ile ¢oktlirme
yontemiyle elde edilen slipernatant kismini temsil etmektedir. Is1 uygulamasinin 1liml
kosullarda gerceklestirilmesi (55 °C, 1 saat) fenolik bilesiklerin termal bozunmadan
korunmasini saglamakta ve ¢oziiniir formda siipernatantta kalmasina olanak tanimaktadir
(Lopez ve ark., 2011). Bu bulgu, fenolik bilesiklerin 1s1ya karsi kismen stabil olduklarini ve su

bazli ekstraksiyon ortaminda siipernatantta tutulduklarin1 gostermektedir.

PF2 fraksiyonu (izoelektrik noktada ¢oktirme ile elde edilen pellet), 11,60 + 0,14 pg GA/mg
fenolik madde igerigiyle orta diizeyde bir sonu¢ vermistir. Bu yontem sirasinda pH'nin 4,5
seviyesine ayarlanmasi, fenolik bilesiklerin iyonizasyon durumunu etkileyerek bazilarinin
proteinlerle birlikte ¢cokelmesine neden olabilir (Kleintop ve ark., 2013). Bununla birlikte,
toplam fenolik icerigin siipernatanta gore belirgin sekilde daha diisiik kalmasi, fenolik

bilesiklerin biiyiik 6l¢iide ¢oziiniir kisimda kaldigini desteklemektedir.
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PF3 fraksiyonunda belirlenen toplam fenolik madde miktar1 17,67 £ 0,56 ug GA/mg olup, bu
deger PFI’in ardindan ikinci en yiliksek icerige sahiptir. Bu fraksiyon, amonyum stilfat
yardimiyla ¢oktiirme yontemiyle elde edilmis olup, uygulanan pH 12 gibi bazik kosullarin
fenolik bilesiklerin ¢oziiniirliik durumlarini etkiledigi diistiniilmektedir. Alkali ortamda birgok
fenolik bilesik, kararli iyonik formda kalabilmekte ve bu sayede ekstrakta gecis orani
artabilmektedir. Ayni zamanda, amonyum siilfatin tuzlanma etkisiyle protein-fenolik
etkilesimleri sinirh diizeyde gergeklesmis olabilir. Bu durum, fenolik bilesiklerin siipernatantta
kalmasini kolaylastirarak PF3’te yiiksek toplam fenolik icerik elde edilmesini saglamis olabilir.
Benkeblia (2005), fenolik bilesiklerin ¢oziiniirligiiniin pH ve iyonik giicten onemli dlgiide
etkilendigini belirtmis ve Ozellikle hafif alkali kosullarda ¢oziiniirliigiin artabilecegini ifade
etmistir. PF3’te elde edilen bu deger, ekstraksiyon parametrelerinin fenolik bilesiklerin

korunmasi ve ekstrakta gecisi acisindan optimize edilebilecegini gostermektedir.

YF fraksiyonunda (1s1 ¢oktliirme sonrast olusan pellet) ise toplam fenolik madde miktar1 en
diisiik diizeyde tespit edilmistir (4,53 £ 0,56 pg GA/mg). Bu sonug, fenolik bilesiklerin
cogunlukla c¢okelmeyerek siipernatantta kaldigin1 ve pellet igerisinde siirli diizeyde
tutuldugunu gostermektedir. Ayrica, yiiksek sicaklik uygulamasinin bazi fenolik bilesiklerin
degradasyonuna veya ¢ozundrliiklerinin azalmasina yol agabilecegi bilinmektedir (Zhou ve
ark., 2023). Bu bulgular istatistiksel analizle de desteklenmistir. Varyans analizi sonucunda
gruplar arasinda toplam fenolik madde icerigi bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Biitun bunlarla birlikte, 1s1 ¢oktiirme islemi sonrasinda elde
edilen siipernatant (PF1) fraksiyonu, toplam fenolik madde agisindan en zengin ekstrakt olarak
one ¢ikmaktadir. Fonksiyonel gida bileseni olarak degerlendirilebilecek fenoliklerin,
ekstraksiyon yontemi ve islem parametrelerine olduk¢a duyarli oldugu bu ¢alisma ile bir kez

daha dogrulanmistir.
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Tablo 4.7. Protein fraksiyonlarinin toplam fenolik madde miktari analiz sonuglari

Toplam fenolik madde (pg GA / mg)

YF 4,53 +0,56%

PF1 20,29 + 0,444
PF2 11,60 +0,14°
PF3 17,67 £ 0,56°

*. Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).

4.5. Seker pancari yapraklarindan elde edilen protein ekstraktlarimmn ABTS*, DPPH ve
OH- radikali baglama aktivitesi

Seker pancari yapraklarindan elde edilen farkli protein fraksiyonlarinin antioksidan aktiviteleri,
ABTS*, DPPH ve OH radikali baglama kapasiteleri iizerinden degerlendirilmistir (Tablo 4.8.).
Bu testler, ekstraktlarin serbest radikallerle etkilesim kapasitelerini 6lgerek biyolojik acidan

fonksiyonel potansiyellerini belirlemede 6nemli veriler sunmaktadir.

ABTS" radikali baglama testinde en yliksek deger %38,02 + 4,93 ile PF1 fraksiyonunda
gozlemlenmistir. Bu fraksiyon, 1s1 ¢oktiirme yontemi sonrasi elde edilen siipernatant kismini
temsil etmektedir. Bu sonug, 1liml1 sicaklik uygulamasinin fenolik ve antioksidan bilesiklerin
denatiirasyonunu Onleyerek ¢ozeltide tutulmasini sagladigint gostermektedir. Literatiirde, 1s1
uygulamasinin bazi polifenollerin biyoyararliligin1 koruyabildigi ve antioksidan kapasiteyi
artirabilecegi belirtilmistir (Shahidi & Zhong, 2015). Bu bulgular istatistiksel analizle de
desteklenmigstir. PF3 fraksiyonunda ABTS* radikal baglama kapasitesi %22,14 + 0,37 olarak
belirlenmistir. Bu deger PF1 ve YF fraksiyonlarma kiyasla daha diisiik olsa da, PF2
fraksiyonundan istatistiksel olarak daha ylksek bulunmustur. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme
yonteminde kullanilan yiiksek pH (pH 12) kosullari, baz1 antioksidan bilesiklerin stabilitesini
olumsuz etkileyebileceginden bu fraksiyonda daha sinirli radikal baglama yetenegi

gozlemlenmis olabilir. Ayrica, amonyum siilfatin proteinleri ¢oktiirme sirasinda olusturdugu
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iyonik ortamin, fenolik bilesiklerin serbest radikallerle etkilesimini kismen sinirladigi da
diisiniilebilir (Zhou ve ark., 2023). Yapilan varyans analizi (ANOVA) sonucunda gruplar
arasinda ABTS" radikali giderme kapasitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

oldugu belirlenmistir (p<0.05).

DPPH radikali baglama testinde yine PF1 o6rnegi %45,6 = 1,27 ile en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Bu, PF1’in ¢oziiniir fenolik bilesikler bakimindan da zengin oldugunu
desteklemektedir. YF fraksiyonunda bu deger %7,7 £ 0,46 ile oldukca diisiik kalirken, PF2
ornegi %25,3 + 3,19 ile orta diizeyde bir aktivite sergilemistir. PF2'nin izoelektrik noktada
¢oktiirme yontemiyle elde edilmis olmasi, pH degisimlerinin antioksidan molekiillerin yapisini
etkileyebilecegini gostermektedir (Kleekayai ve ark., 2015). Bu bulgular istatistiksel analizle
de desteklenmistir. PF3 fraksiyonu, DPPH baglama kapasitesi agisindan %33,38 + 0,94 ile
oldukga dikkat ¢ekici bir seviyede yer almistir. Bu deger, PF2’den anlamli diizeyde yiiksek ve
YF’den c¢ok daha iistiin bir antioksidan kapasiteye isaret etmektedir. Bu durum, PF3
fraksiyonunda yer alan bazi ¢6ziiniir peptitlerin veya proteinlere bagli fenolik yapilarin DPPH
radikalleri ile etkili sekilde reaksiyona girdigini gostermektedir. Literatiirde de belirtildigi
Uzere, protein-hidroksil grubu iceren fenolik bilesiklerin varligt DPPH baglama kapasitesini
artirabilmektedir (Tang ve ark., 2019). Yapilan varyans analizi (ANOVA) sonucunda gruplar
arasinda DPPH radikali giderme kapasitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

belirlenmistir (p<0.05).

OH™ radikali baglama kapasitesine bakildiginda ise, en yiiksek baglama kapasitesi YF
fraksiyonunda belirlenmistir (%79,32 + 3,89). Bu dikkat ¢ekici durum, pelet kisminda bazi
antioksidan proteinlerin veya peptitlerin birikmis olabilecegini diislindiirmektedir. PF1 ve PF2
orneklerinde bu deger sirasiyla %28,38 ve %44,34 olarak belirlenmistir. Bu baglamda, OH~
radikalini notralize etme kapasitesinin sadece ¢ozliniir fenolik bilesiklerle degil, ayn1 zamanda
0zgiil amino asit dizilerine sahip peptitlerle de iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (Tacias-
Pascacio ve ark., 2020). Bu bulgular istatistiksel analizle de desteklenmistir. PF3 fraksiyonu,
OH' radikali baglama kapasitesi bakimindan %55,30 + 2,14 degeriyle orta-ylksek diizeyde bir
aktivite gostermistir. Bu oran, PF1 ve PF2’nin tizerinde olup, YF’nin ardindan ikinci sirada yer
almaktadir. PF3’teki bu yiiksek aktivite, amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi sirasinda

peptidlerin yapisal olarak korunmus olabilecegini ve bu yapilarin hidroksil radikalleri ile etkili
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sekilde baglanabildigini gostermektedir. Ozellikle, bu yontemle elde edilen fraksiyonlarin
0zgiil amino asit dizileri ve aromatik halkalar i¢eren peptitler acisindan zengin olmasi, OH~
baglama kapasitesini destekleyebilir (Chalamaiah ve ark., 2018). Béylece PF3 fraksiyonunun
hidroksil radikali baglama kapasitesi bakimindan dikkate deger bir biyolojik aktivite sergiledigi
sOylenebilir. Yapilan varyans analizi sonucunda fraksiyonlar arasinda OH™ radikali baglama

kapasitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Genel olarak, PF1 fraksiyonu hem ABTS* hem de DPPH testlerinde en yiiksek antioksidan
aktivite gostererek bu fraksiyonun fonksiyonel gida bileseni olarak potansiyel tasidigini ortaya
koymaktadir. OH™ radikali baglama agisindan ise YF 6rnegi beklenenden daha yiiksek kapasite

gostermis olup, bu durum pellette kalan farkli molekiillerin varligina isaret etmektedir.

Tablo 4.8. Protein fraksiyonlarinin  ABTS *, DPPH ve OH" Radikali Baglama analiz sonuglari

ABTS" radikali baglama DPPH radikali baglama  op- radikali baglama

(%) - (1 mg/mL)* (%) - (20 mg/mL)* (%) - (5 mg/mL)
YF 29,06 + 3,5 7,7 £0,46 79,32 +3,90¢
PF1 38,02 + 4,94° 456 + 1,27¢ 28,38 +1,67°
PF2 19,38 +3,21° 25,3 +3,19° 44,34 +5,11°
PF3 22,14 +0,37° 33,38 +0,94° 55,30 + 2,14°

*. Aym siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).
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4.6. Seker pancari yapraklarindan elde edilen protein ekstraktlarinin enzim inhibisyon

aktiviteleri

Seker pancari yapraklarindan elde edilen farkli protein fraksiyonlarinin potansiyel biyolojik
aktiviteleri, ADE (anjiyotensin doniistiiriicii enzim), lipaz ve a-amilaz inhibitdr kapasiteleri ile
degerlendirilmistir (Tablo 4.9.). Bu parametreler, ilgili protein fraksiyonlarmin fonksiyonel
gidalarda kullanilabilirligini ve saglik acisindan potansiyel etkilerini ortaya koymak adina

onemlidir.

Yapilan analizlerde, a-amilaz inhibisyon aktivitesi tiim orneklerde “tespit edilemedi” (T.E.)
olarak kaydedilmistir. ADE inhibisyonu ise yalnizca PF3 fraksiyonunda anlamli diizeyde
gozlemlenmis (%39,61 + 1,25), diger fraksiyonlarda ise 6lgiilebilir seviyede bulunamamustir.
Bu durum, PF3’iin amonyum siilfat ile ¢oktliirme yontemiyle elde edilmesinin, ADE inhibitor
etkiye sahip 0Ozgiil peptit veya proteinleri konsantre etmis olabilecegini gostermektedir.
Literatiirde, ADE inhibitor aktivitenin 6zellikle hidrofobik amino asitler igeren kisa peptit
zincirleriyle iligkili oldugu ve bu tiir peptitlerin amonyum siilfat gibi ¢oktliirme yontemleriyle
ayrigtirtlabildigi belirtilmistir (Daliri ve ark., 2017; Martinez-Maqueda ve ark., 2012). Buna
karsin PF1, PF2 ve YF gibi fraksiyonlarda bu tiir peptitlerin ya bulunmamasi ya da
konsantrasyonlarinin tespit siirmin altinda kalmasi nedeniyle ADE inhibisyonu tespit
edilememistir. Ayrica ADE inhibisyonunun gozlenebilmesi icin 6zgil substrat-enzim
etkilesimlerine sahip biyolojik aktif yapilarin varligi kritik olup, bu yapilarin fraksiyonlara gore
farklilik gostermesi dogaldir.

Lipaz inhibisyonu agisindan incelendiginde en yiiksek aktivitenin PF1 6rneginde (%42,52 +
1,26) oldugu goézlemlenmistir. PF1 fraksiyonu, 1s1 ile ¢oktiirme islemi sonrasi elde edilen
slipernatant1 temsil etmekte olup, bu sonug 1s1 uygulamasi sirasinda lipaz inhibitorii 6zellige
sahip protein veya peptitlerin ¢ozeltide kaldigini1 ve yapisal biitlinliiklerini koruyarak islevsel
Ozelliklerini muhafaza ettigini géstermektedir. YF 6rnegi (1s1 ¢oktiirme sonrasi pellet), %38,84
+ 1,90 ile orta diizeyde bir aktivite sergilemis olup, baz1 inhibitor bilesiklerin 1s1 uygulamasi ile
cokelerek pellet kisminda yogunlasabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde PF2 6rnegi
(izoelektrik noktada c¢oktiirme ile elde edilen pellet) %37,61 + 1,89 degeriyle diger
fraksiyonlara yakin diizeyde inhibisyon gostermistir. PF3 fraksiyonu ise %38,80 + 1,04 lipaz

inhibisyon aktivitesi ile diger fraksiyonlarla benzer diizeyde bir sonu¢ vermistir. Yapilan
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varyans analizi (ANOVA) sonucunda lipaz inhibisyon aktivitesi bakimindan fraksiyonlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0.05). Bu sonug, tim
fraksiyonlarin lipaz inhibisyon kapasitesinin benzer diizeyde oldugunu ve analiz edilen gruplar
arasinda anlamli bir varyasyon bulunmadigini ortaya koymaktadir. Literatiirde, baz1 bitkisel
protein ekstraktlarinin lipaz inhibitorii 6zellik gosterebildigi ve bu etkinin 6zellikle disiik
molekiiler agirlikli peptitlerin varligi ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir (Xie ve ark., 2020).
Ayrica, 1limlr sicaklik kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyonlarin, bu biyolojik olarak aktif
peptit yapilarin stabilitesini koruyabilecegi bildirilmektedir (Shahidi & Zhong, 2015). Bu
dogrultuda, elde edilen sonugclar, tiim fraksiyonlarin belirli diizeyde lipaz inhibitorii potansiyel
tasidigin1 ancak aralarindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigini

gOstermektedir.

Tablo 4.9. Protein fraksiyonlarinin enzim inhibisyon aktivite tayinleri analiz sonuglari

YF PF1 PF2 PF3

ADE inhibisyonu

(%) - (10 mg/mL)* TE. TE. TE. 30,61 + 1,25

Lipaz inhibisyonu
(%) - (1 mg/mL) 38,84 + 1,90° 42,52 + 1,262 37,61 +1,89° 38,80 + 1,04?

a-amilaz

inhibisyonu (%) TE TE TE TE

T.E.: Tespit Edilemedi.

*: Ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).
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5. SONUCLAR

Bu caligmada, seker pancar1 yapraklarindan elde edilen protein ekstraktlari, farkli ekstraksiyon
teknikleriyle degerlendirilmis; elde edilen fraksiyonlarin protein igerikleri, ¢oziiniirliik
ozellikleri, fenolik madde duzeyleri, antioksidan kapasiteleri ve enzim inhibisyon aktiviteleri
ayrintili olarak incelenmistir. Uygulanan yontemlerin ekstraksiyon verimi ve biyofonksiyonel

bilesenlerin korunumu tizerindeki etkileri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

e Seker pancar1 yapraklarindan elde edilen protein fraksiyonlarmin analizleri,
ekstraksiyon yontemlerinin elde edilen protein miktar1 ve fonksiyonel o6zellikler
tizerinde belirleyici oldugunu gostermistir. Is1 ¢oktiirme yontemiyle elde edilen PF1
fraksiyonu, %37,20 protein verimi, yiiksek ¢ozin(lr protein miktar: (241,3 mg BSA/g),
fenolik bilesik icerigi (20,29 ug GA/mg) ve antioksidan aktiviteleri (DPPH %45,6;
ABTS %38,0) ile en iistiin 6zelliklere sahip fraksiyon olmustur. Bu sonug, 1liml1 sicaklik
kosullarmin protein ve fenolik bilesiklerin yapisal stabilitesini korudugunu ve
fonksiyonel nitelikleri olumlu yonde etkiledigini ortaya koymaktadir.

e Iizoelektrik ¢oktiirme yontemiyle (PF2) elde edilen fraksiyon, %41,13 toplam protein
icerigi ile yiiksek saflik saglarken, %3,43 gibi olduk¢a diisiik protein verimi
gostermistir. Bu durum, izoelektrik c¢oktiirmenin miktar agisindan siirli olmakla
birlikte saf protein elde etmede avantajli bir yontem oldugunu gostermektedir.

e Amonyum sulfat ¢coktirme yontemiyle (PF3) elde edilen fraksiyon, %28,02 toplam
protein icerigine ragmen %1,52 gibi oldukea diisiik verim sergilemistir. Bununla birlikte
PF3, %41,12 lipaz inhibisyonu ve %11,87 ADE inhibisyon aktivitesi ile dikkat ¢cekmis;
biyolojik olarak aktif peptitlerin bu yontemle kismen korunabildigini gostermistir.

e Ultrason destekli enzimatik ekstraksiyon yontemleri, 6zellikle suda ¢6zinmeyen
fraksiyonlarda protein veriminde belirgin artis saglamistir. Viscozyme® enzimi ile
%63,81’e ulasan verim, ultrason—enzim sinerjisinin etkinligini gostermistir. Ultrasonun
enzim uygulamasindan sonra yapilmasi, protein eldesini daha olumlu etkilemistir. Bu
bulgular literatirde bildirilen  sonuclarla  uyumludur ve enzim-ultrason
kombinasyonunun verim artirici etkisini desteklemektedir.

e Fenolik bilesikler agisindan, en yiiksek deger ilimli sicaklikla elde edilen PF1’de

belirlenmis, diger fraksiyonlarda ise fenolik icerik daha diisiik bulunmustur. Bu sonug,

48



sicaklik ve ¢oktiirme kosullariin fenolik bilesiklerin supernatantta tutulma kapasitesini
dogrudan etkiledigini géstermektedir.

Antioksidan aktiviteler bakimindan, PF1 fraksiyonu en yiiksek DPPH ve ABTS+
radikali baglama aktivitelerini gostermistir. OH— radikali baglama kapasitesi ise en
yiksek YF fraksiyonunda (%79,3) bulunmustur. PF3 fraksiyonu orta diizeyde
antioksidan aktivite géstermesine ragmen anlamli biyolojik etkilere sahip oldugunu
ortaya koymustur.

Enzim inhibisyon aktiviteleri agisindan, lipaz inhibisyonu PF1 (%42,5) ve PF3
(%41,12) fraksiyonlarinda yiikksek bulunmus, ADE inhibisyonu yalnizca PF3’te
saptanmistir. Bu sonug, farkli fraksiyonlama yontemlerinin yalnizca miktar degil, ayn1
zamanda biyofonksiyonel oOzelliklerin korunmasinda da belirleyici oldugunu
gostermektedir.

Genel olarak, bu ¢aligma seker pancari yapraklarinin yalnizca seker iiretimi sonrasi atik
olarak degerlendirilmemesi gerektigini, aksine yiliksek protein icerigi, antioksidan
kapasitesi ve enzim inhibisyon aktiviteleri ile fonksiyonel gida endiistrisinde
kullanilabilecek degerli bir bitkisel protein kaynagi oldugunu acik¢a ortaya koymustur.
Elde edilen sonuglar, siirdiiriilebilirlik ve alternatif protein kaynaklarina yonelik artan
kiiresel ihtiyact destekler niteliktedir ve bu alanda daha ileri aragtirmalarin gerekliligini

vurgulamaktadir.
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