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Yiiksek Lisans Tezi
Bira Mayse Atiklarindan Protein Konsantresi Uretimi ve Siire¢ Optimizasyonu

Trakya Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

OZET

Bira mayse atiklart (BMA), bira iiretimi sirasinda yiiksek miktarda agiga ¢ikan ve
cogunlukla hayvan yemi olarak degerlendirilen, protein bakimindan zengin bir yan
iriindiir. Literatiirde BMA’dan protein geri kazanimina yonelik farkli yontemler
arastirtlmis olmakla birlikte, bu ¢alismalarda ekstraksiyon ortami olarak ¢ogunlukla alkali
cozeltiler kullanilmistir. Ancak BMA’nin baglica protein fraksiyonlarindan biri olan
hordeinler alkol ¢ozeltilerinde ¢6ziinmekte ve alkali ekstraksiyonda yeterli diizeyde geri
kazanilamamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada, BMA’dan protein konsantresi
tiretimindeki verimi artirmak amaciyla etanol ¢ozeltisiyle ekstraksiyon basamaginin
slirece bir 6n islem olarak entegre edilmesi ve ardisik ekstraksiyon siirecinin optimize
edilmesi amaglanmistir. Protein geri kazanimini desteklemek amaciyla her iki
ekstraksiyon basamagi ultrason uygulamasi ile birlikte yiiriitiilmistiir. Ayrica elde edilen
protein konsantresinin farkli gida sistemlerinde kullanim potansiyelini degerlendirmek

tizere tekno-fonksiyonel 6zellikleri ve in vitro protein sindirilebilirligi belirlenmistir.

Ekstraksiyon siirecinin optimizasyonunda Yanit Yiizey Yontemi kapsaminda
Merkezi Kompozit Tasarim kullanilmigtir. Optimizasyon, etanol ¢ozeltisiyle
gerceklestirilen ekstraksiyon basamagindaki protein verimi ile bu basamagi izleyen alkali
ekstraksiyondaki protein verimi i¢in ayr1 ayri yiritilmustir. Alkol c¢ozeltisi ile
ekstraksiyon basamaginda maksimum protein verimini saglayan kosullar %64,46 etanol
derisimi, 36,92 dk sonikasyon siiresi ve 428 W ultrason giicii olarak belirlenmistir. Alkali

ekstraksiyon basamagindaki protein verimini icin ise %64,46 alkol derigimi, 31,760 dk



sonikasyon siiresi ve 424 W ultrason giicli olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda
maksimum verim alkol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamagi i¢in 3,656 + 0,700 mg/g; alkali

¢oOzeltisi ile ekstraksiyon basamagi i¢in ise 59,354 + 1,760 mg/g olarak bulunmustur.

Alkol gozeltisi ile ekstraksiyon basamaginin siirece eklenmesiyle toplam protein
geri kazaniminda %20,5 oraninda artig saglanmistir. Bu artisin hem etanolde ¢oziinebilen
protein fraksiyonlarinin dogrudan geri kazanilmasindan hem de etanollii 6n islem
sirasinda meydana gelen polarite degisimi ve ultrason etkisinin izleyen alkali
ekstraksiyonda proteinlerin - geri kazanimini  kolaylastirmasindan kaynaklandigi
degerlendirilmistir. Optimum kosullarda elde edilen protein konsantresinin protein orani

%34,7 olarak belirlenmistir.

Protein konsantresinin tekno-fonksiyonel 6zellikleri incelendiginde orta diizeyde
¢Oziiniirliige, sinirh kopiik olusturma kapasitesine ve yiiksek su tutma kapasitesine sahip
oldugu belirlenmis; incelenen kosullarda jel olusumu gézlenmemistir. Bununla birlikte
konsantrenin emiilsiyon olusturma yeteneginin yiiksek oldugu saptanmistir. Kopiik ve
emiilsiyon 6zellikleri pH artisiyla iyilesmis, en yiiksek performans alkali kosullarda (pH
10) elde edilmistir. Ayrica protein konsantresi %81,38 + 1,59 oraninda yiiksek in Vvitro
sindirilebilirlik gostermistir. Genel olarak, etanollii 6n ekstraksiyon basamagi
kullanilarak {iretilen protein konsantresinin fonksiyonel O6zelliklerinin klasik alkali
ekstraksiyonla elde edilen iiriinlere benzerlik gosterdigi; ancak literatiirde ultrason
destekli alkali ekstraksiyonla iiretilen bazi protein fraksiyonlarma kiyasla kismen daha

siurl oldugu degerlendirilmistir.

Bu tez caligmasiyla, BMA’dan protein geri kazaniminda alkol c¢ozeltisiyle
ekstraksiyon basamaginin bir 6n islem olarak siirece eklenmesinin toplam protein
verimini artiran etkili bir yaklasim oldugu ortaya konmustur. Elde edilen protein
konsantresi, farkli gida sistemlerinde degerlendirilmesini destekleyen tekno-fonksiyonel
ozelliklere ve yiiksek in vitro sindirilebilirlige sahiptir. Gelistirilen ardisik ekstraksiyon
yaklagimi, BMA’nin katma degerli bir protein kaynagi olarak degerlendirilmesinin yani
sira diger tahil kokenli yan iirlinlerden protein geri kazanimi i¢in de umut verici bir

yontem sunmaktadir.
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Master’s Thesis
Production of Protein Concentrate from Brewers' Spent Grain and Process Optimization
Trakya University, Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

ABSTRACT

Brewers’ spent grain (BSG) is a protein-rich by-product generated in large
quantities during beer production and widely used as animal feed. Although various
methods have been investigated for protein recovery from BSG, alkaline solutions are
most used as extraction media. However, hordeins, a major protein fraction of BSG, are
soluble in aqueous alcohol solutions and cannot be recovered efficiently through alkaline
extraction. Therefore, this study aimed to improve protein concentrate production from
BSG by integrating ethanol extraction as a pretreatment step and optimizing the
sequential process. To enhance protein recovery, both extraction steps were combined
with ultrasound treatment. In addition, the techno-functional properties and in vitro
protein digestibility of the resulting concentrate were determined to evaluate its potential

application in different food systems.

A Central Composite Design within Response Surface Methodology was used to
optimize the extraction process. Optimization was conducted separately for the protein
yields during ethanol extraction and subsequent alkaline extraction. The conditions
providing maximum protein yield during ethanol extraction were determined as an
ethanol concentration of 64.46%, a sonication time of 36.92 min, and an ultrasound power
of 428 W. For protein yield during the alkaline extraction step, the optimum conditions
were determined as an ethanol concentration of 64.46%, a sonication time of 31.760 min,

and an ultrasound power of 424 W. Under optimum conditions, the maximum protein

vii



yields were 3.656 £+ 0.700 mg/g for the ethanol extraction step and 59.354 £+ 1.760 mg/g
for the alkaline extraction step.

The incorporation of the ethanol extraction step increased total protein recovery
by 20.5%. This improvement was attributed both to the direct recovery of ethanol-soluble
protein fractions and the enhanced recovery of proteins during the subsequent alkaline
extraction, resulting from changes in medium polarity and the effects of ultrasound during
ethanol pretreatment. The protein content of the protein concentrate obtained under

optimum conditions was determined to be 34.7%.

Evaluation of the techno-functional properties of the protein concentrate showed
that it had moderate solubility, limited foaming capacity, and high water-holding
capacity, while no gel formation was observed under the conditions investigated.
Nevertheless, the concentrate exhibited a high emulsifying capacity. Its foaming and
emulsifying properties improved with increasing pH, with the highest performance
observed under alkaline conditions at pH 10. In addition, the protein concentrate showed
high in vitro protein digestibility, reaching 81.38 + 1.59%. Overall, the functional
properties of the protein concentrate produced using ethanol pre-extraction were
comparable to those of products obtained through conventional alkaline extraction,
although they were somewhat more limited than those reported for certain protein
fractions produced by ultrasound-assisted alkaline extraction.

This study that incorporating ethanol solution extraction as a pretreatment step is
an effective approach for increasing total protein recovery from BSG. The resulting
protein concentrate possessed techno-functional properties that support its potential use
in various food systems, together with high in vitro protein digestibility. The developed
sequential extraction approach offers a promising method not only for the valorization of
BSG as a value-added protein source but also for protein recovery from other cereal-

derived by-products.
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BOLUM 1

GIRIS

Diinya genelinde artan niifus ve siddetlenen iklim krizi, hem alternatif gida
kaynaklarimin bulunmast hem de c¢evresel atiklarin azaltilmasi ihtiyacini her gegen giin
artirmaktadir. Bu durum tarimsal atiklardan ve gida isleme yan iiriinlerinden degerli
bilesenlerin geri kazanimini ¢ok daha 6nemli bir hale getirmektedir. Bununla birlikte son
yillarda artan niifusun siirdiiriilebilir bir bigimde yeterli beslenebilmesi i¢in alternatif
protein kaynaklarina olan ilgi giderek artmaktadir. Bitkisel kaynaklar, daha uygun fiyath
ve kolay erisilebilir olmalar ile iyi bir alternatif sunmaktadir (Ngo & Shahidi, 2021).
Bitkisel atiklar ise hem c¢evresel yiikii azaltarak hem de dongiisel ekonomiye katki

sunarak siirdiiriilebilirlik lizerine ¢cok daha fazla olumlu etki gostermektedir.

Gida sanayiinde biracilik sektorii, yiiksek miktarda yan {iriin ve atik iiretmesi
nedeniyle 6nemli bir potansiyel tasimaktadir (Mussatto vd., 2006). Bu sektorde en fazla
tiretilen yan iirlin olan bira mayse atiklart (BMA), kiiresel olarak yillik ortalama 39
milyon ton miktarinda iiretilmektedir (Qin vd., 2018). Bununla birlikte yiiksek lif, protein
ve fenolik madde icerigi nedeniyle BMA kiymetli bir yan iiriin olarak adlandirilmaktadir
(Ahuja vd., 2024; Barrios vd., 2022; Celus vd., 2007). Atiklarin azaltilmasi ve yan
tirtinlerin degerlendirilmesine olan ilginin giderek artmasi ve zengin bilesimi nedeniyle
BMA gittik¢e genisleyen bir ¢alisma alani1 kazanmistir (Jaeger vd., 2021). Bira mayse
atiklarinin  protein igerigi (%15-30) bir¢cok tarimsal kalinti ve yan firiinle
karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksektir. Bu nedenle son yillarda protein elde etmek igin
bira mayse atig1 kullanim olanaklarinin arastirildigi ¢alisma sayis1 artmistir (Qin vd.,

2018).



BMA'nin protein bilesenleri alblimin, globulin, hordein ve gluteninden olusmakla
birlikte prolamin sinifinda yer alan hordeinler ana protein kismidir ve toplam proteinlerin
yaklagik olarak %50'sini olusturmaktadir (Connolly vd., 2019; Zhang vd., 2022). Alkolde
¢Oziinebilen ancak suda ¢oziinmeyen proteinler olarak, bugday gluteninin (gliadinler ve
gluteninler), ¢avdar secalinlerinin ve yulaf aveninlerinin arpa analoglaridirlar (Boukid,
2026). BMA’dan protein konsantresi veya izolat1 liretilirken genellikle proteinler alkali
ortamda (pH 10-12) ¢6ziindiiriilmekte ve ardindan izoelektik noktada ¢okeltilmektedir
(Lgari vd., 2002). Bu islemde alkolde ¢oziinen hordein fraksiyonlar1 ekstrakte
edilememektedir. Literatiirde yer alan galismalarda baskin protein tiirii hordein olan
arpadan protein geri kazanimi ic¢in alkol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginin
kullanildigi goriilmektedir (Houde vd., 2018; Jaeger vd., 2021; Wang vd., 2010). Ancak
BMA ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde genel olarak alkol ¢ozeltisi basamaginin
bulunmadig gorilmektedir. Yalnizca kisitli sayida ve yeni yapilan birkag ¢alismada alkol
¢ozeltisinin ekstraksiyon siirecine eklendigi belirlenmistir (Chin vd., 2022; Chin vd.,
2024).

Bu ¢alismanin amaci, bira mayse atiklarindan protein geri kazaniminda yaygin
olarak kullanilan alkali ekstraksiyon yontemine on islem olarak etanol ¢ozeltisi ile
ekstraksiyon basamagini ekleyerek, BMA’nin igerisinde bulunan alkolde ¢6ziinen
hordein fraksiyonlarinin geri kazanilmasini saglamak ve bdylece toplam protein verimini
artirmaktir. Bu kapsamda ultrason destekli ekstraksiyon islemi ile ekstraksiyon veriminin
yiikseltilmesi hedeflenmistir. En yiiksek protein geri kazaniminin elde edilmesi amaciyla
alkol ve alkali ekstraksiyon basamaklar1 ayr1 ayr1 optimize ederek, optimum kosullarda
elde edilen protein fraksiyonlarinin tekno-fonksiyonel 6zellikleri belirlenmistir. Boylece,
BMA’dan geri kazanilan proteinlerin gida sistemlerinde kullanim potansiyelinin

degerlendirilmesine yonelik gerekli bilimsel verilerin ortaya konulmas1 amaglanmustir.



BOLUM 2

LITERATUR OZETI

2.1. Bitkisel Proteinler

Proteinler viicudun biiylime ve gelismesini siirdiirmek i¢in gerekli olan temel bir
makro besin 6gesidir. Diinya genelindeki niifus artis1, gidaya ve ozellikle yeni protein
kaynaklarina duyulan gereksinimin artmasina neden olmustur. Bu kaynaklarin
stirdiiriilebilir olmas1 adina bitkisel ve gida yan tiriinlerinden elde edilen proteinler Gnemli

bir potansiyel tasimaktadir (Gorguc vd., 2019).

Hayvansal protein tlretimi genellikle daha yiiksek sera gazi emisyonlari, daha
yogun su ve arazi kullanimi ve etik kaygilar igermektedir (Ajomiwe vd., 2024; Balballi
& Karabulut, 2025). Buna ek olarak hayvansal proteinler pahalidir, arzi sinirhdir ve
dogrudan tatli su kaynaklarinin tiikenmesi, iklim degisikligi, biyolojik ¢esitlilik kaybina
neden olmaktadir (Atkare vd., 2026; Kumar vd., 2021). Beslenme diizeninde agirlikli
olarak hayvansal protein kaynaklarimin tiiketimi siklikla kardiyovaskiiler hastaliklar,
obezite, diyabet, metabolik hastaliklar ve baz1 kanser ¢esitleri gibi insan hastaliklariyla
iliskilendirilmektedir (Beal vd., 2023; Ferrari vd., 2022; Kumar vd., 2021). Bu nedenle
son zamanlarda, bitkisel kaynakli proteinler, insan beslenmesinde hayvansal proteinlerin
cok yonlii ve ekonomik bir alternatifi olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bitkisel
proteinlerin ¢esitliligini genisletmek; beslenme ve duyusal ihtiyaglar1 karsilamak, kiiresel
gida sistemlerinin dayanikliligimni artirmak ve siirdiiriilebilir tiretimi desteklemek ig¢in

elzemdir (Boukid, 2026; Naibaho vd., 2025).



Beslenmede yiiksek kaliteli proteinlerin 6nemine dair artan farkindalik,
aragtirmacilar1 ve beslenme uzmanlarini ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir protein kaynaklari
aramaya yonlendirmistir. Bitki kaynakli proteinler, hayvansal proteinlere goére daha
stirdiiriilebilir, ¢ok yonlii, kolay bulunabilir ve ekonomik oldugu i¢in daha ¢ok ilgi
gormektedir (Ngo & Shahidi, 2021; Su vd., 2026). Bitkisel protein kaynagi olarak
baklagiller (soya fasulyesi, bezelye, fasulye, nohut, ac1 bakla, bakla, boriilce), tahillar
(piring, bugday, dar1, sorgum, misir ve arpa), yagli tohumlar (chia, keten tohumu, susam,
kabak ve aycicegi), kuruyemisler (badem ve findik), yapraklar, yalanci tahillar (amaranth,
kinoa ve karabugday) ve yumrular kullanilabilmektedir (Sa vd., 2020; Su vd., 2026). Bu
cesitli kaynaklardan elde edilen bitkisel proteinler, genellikle diisiik miktarda doymus yag
asitleri icermeleri ve siirdiiriilebilirlik ile ¢cevresel koruma hedefleriyle uyumlu olmalari
nedeniyle giderek daha ¢ok ilgi ¢cekmektedir (Ke & Pang, 2026). Baklagiller, tahillar ve
kuruyemis gibi hammaddeler kullanilarak gelistirilen gesitli bitki temelli gida tirtinleri,
hayvansal iiriinlerin goriiniimiinii, lezzetini ve tekstiirinii taklit edecek sekilde formiile
edilmektedir (Alehosseini vd., 2026; Boehm vd., 2023). Hayvansal proteinlerin alternatif
bitkisel kaynaklarla degistirilmesi, bu proteinlerin uygun maliyetli ekstraksiyonu ve
gidalara besin takviyesi olarak dahil edilmesi i¢in uygun teknolojilerin gelistirilmesi ile

saglanabilir.

Bitkisel proteinlerin gidalarda kullanilmasindaki en Onemli asama, bitki
matrislerine dayali uygun ekstraksiyon teknolojisinin kullanilmasidir (Kumar vd., 2021).
Endiistriyel gida yan {iriinlerinden geri kazanilan proteinler farkli sekillerde yeniden
kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda gida zenginlestirme ve diyet takviyeleri i¢in besin
maddesi olarak, tekno-fonksiyonel gida bilesenleri olarak (emiilsifiye edici, jellestirici,
koplirtiicii ve su baglayict 6zellikleri), ¢esitli gida, gida dis1 ve saglik iirlinleri i¢in
biyopolimer gelistirme malzemesi olarak kullanimlar1 yer almaktadir (Poji¢ vd., 2018).
Tiim bu farkli kullanim alanlari ile kiiresel protein pazarinin 2020 ile 2027 yillar1 arasinda

%09,1 oraninda biiylimesi dngdriilmektedir (Bailey vd., 2023).

2.2. Bira Mayse Atiklar

Biracilik endiistrisinin 6nemli bir yan {irlinii olan bira mayse artiklar1, Sekil 2.1.’de

(Raj vd., 2023) goriildiigii gibi esas olarak arpa tanesi kabuklarindan, yani orijinal tahilin



perikarpindan, tohum kabugundan, dis kabuktan ve aleuron tabakasindan olugsmaktadir

(Connolly vd., 2014; Mussatto vd., 2006).
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Sekil 2.1. Arpanin dis ve i¢ yapisi

BMA, bira mayalama islemi sirasinda sira iiretiminden sonra kalan yan atiktir
(Devnani vd., 2023). BM A nin bilesimi kiil, yag, lignin, protein, hemiseliiloz, seliiloz ve
seliilozik olmayan polisakkaritler agisindan zengindir (Cizelge 2.1.) (Barrios vd., 2022;
Steiner vd., 2015; Stojceska & Ainsworth, 2008; Xiros & Christakopoulos, 2012). BMA,
biracilik endiistrisi tarafindan iiretilen toplam atiklarin yaklasik %85'ini olusturmaktadir
(Mussatto vd., 2006). BMA’nin, yaklasik %15-30 oraninda protein igermesi nedeniyle
alternatif bir protein kaynagi olarak ve yiiksek proteinli bitki bazli {iriin formiilasyonlari
icin uygun bir ham madde olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir (Devnani vd.,
2023).

Cizelge 2.1. Bira atiklarinin kuru madde cinsinden bilesimi

Besin Ogesi Miktar (%0)
Kiil 2-5
Yag 10

Lignin 12-28

Protein 15-30
Hemiseliiloz 20-25

Seliiloz 17




Gida sektdriiniin dnemli bir atig1 olan BMA, protein ve lif agisindan zengin
olmasina ragmen siklikla hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Celus vd., 2007). BMA
gibi yan irilinlerin etkin yonetimi, hem atik bertarafindan kaynaklanan cevre kirliligi
tehlikesinin kontrol edilmesine hem de bu kiymetli atigin gida endiistrisi i¢in yararli hale
getirilmesine katkida bulunacaktir. BMA, gida dis1 sektorlerde kompost, biyogaz ve
yiiksek degerli mikroorganizmalarin yetistirilmesi i¢in substrat kaynagi olarak

degerlendirilerek siirdiiriilebilirlik hedeflerine katki saglamaktadir (Combest vd., 2022).

Literatiirde yer alan c¢alismalar son birka¢ yilda, bira mayse atiklarinin
degerlendirilmesi amaciyla, bir sorpsiyon malzemesi olarak kullanimini1 (De Araujo vd.,
2021; Wierzba & Klos, 2019), uygun oOn islemlerden sonra yakit olarak
degerlendirilmesini (Sperandio vd., 2017), hayvan (Mancini vd., 2019; Sperandio vd.,
2017) ve insan beslenmesinde (Cuomo vd., 2022; Nocente vd., 2021; Nocente vd., 2019)
yeniden kullanilmasini aragtirmaktadir. Gida ile ilgili yapilan ¢alismalarda diisiik maliyeti
ve yiksek besin degeri nedeniyle BMA ’nin unlu mamuller, et ve siit tiriinleri gibi gesitli
formiilasyonlarda kullanim olanaklart arastirilmistir (Atalay vd., 2020). Bu ¢aligsmalarda

BMA kurutulup 6giitiildiikten sonra un haline getirilerek (BMU) kullanilmastir.

BMU, sosis (Frankfurter) (Ozvural vd., 2009), ekstriide atistirmaliklar (Stojceska
& Ainsworth, 2008), ekmek (Steinmacher vd., 2012), kurabiye (Petrovic vd., 2017), kek
(Combest vd., 2022), yogurt (Naibaho vd., 2022), bugday ekmegi (Ktenioudaki vd.,
2012), pizza hamuru (Amoriello vd., 2020), geleneksel ve eksi mayali ekmek
(Ktenioudaki vd., 2015; Steinmacher vd., 2012) formiilasyonlarina ilave edilmistir.
BMA’nin biyoaktif bilesenlerini gida maddelerine dahil etmek i¢in bazi girisimlerde
bulunulsa da, bu alanda daha fazla arastirma yapilmas: gerektigi literatiirde
vurgulanmigtir (Rachwal vd., 2020). Bunlara ek olarak BMA'nin siirdiiriilebilir geri
kazanimi ve yeniden kullanimu igin, bitkisel bazli protein fraksiyonlar1 eldesinin protein
cesitliliginin artmasma ve endiistriyel protein iiretim siirecinin hizlanmasina katkida

bulunacag ifade edilmistir (Wen vd., 2019).

2.3. Bira Mayse Atiklarindan Protein Fraksiyonlarinin Uretimi

Bitki kaynakli proteinler ¢esitli bitkiler kullanilarak un, konsantre veya izolat

formunda tretilmektedir. Bitkilerin kurutulup 6giitiilmesi ile elde edilen form un olarak



adlandirilmaktadir. Sonrasinda uygulanan oziitleme basamaklarinda farkli safliklarda
olan konsantre veya izolat iiretilmektedir (Ismail vd., 2020). Oziitleme, bitkilerden
biyoaktif bilesiklerin ayrilmasi ve geri kazanilmasi i¢in kullanilan temel bir islemdir
(Belwal vd., 2018). Proteinlerin 6ziitlenmesi i¢in uygulanan islemler temel olarak

proteinlerin ¢dzilinebilirliklerine gore farklilik gostermektedir.

Proteinler ¢oziinme Ozelliklerine gére Osborne siniflandirmasina uygun olarak
(albtiminler, globulinler, prolaminler ve glutelinler) ayrilmaktadirlar (Osborne, 1924).
Genellikle protein oziitleme prosediirlerinde proteinler uygun ¢oziiciiler ile ¢oziiniir
forma getirilmekte ve sonrasinda ¢okertilerek toplanmaktadirlar. Oziitleme isleminde
¢oziicii olarak albiiminler i¢in su, globulinler i¢in tuzlu su, prolaminler i¢in etanol

cozeltileri ve glutelinler icin ise seyreltik asit veya baz ¢dzeltilerinde kullanilmaktadir

(Mohamed vd., 2007).

Alkali bir pH'ta, lignoseliilozik BMA matrisi kismen par¢alanmakta ve sistemdeki
proteinler net negatif yiike ulasmaktadir. Polipeptit zincirleri i¢cinde ve arasinda artan itme
kuvvetleri, protein ¢oziiniirliigiiniin artmasina yol agmaktadir. Sonrasinda sistem pH'inin
proteinlerin izoelektrik noktasina ayarlanmasi ile proteinler ¢6ziinmez hale gelmekte ve

¢okelmektedir (Chin vd., 2024; Vieira vd., 2014).

BMA protein ekstraksiyonu arastirmalari 1980'lerin basinda baslamis olup
(Rodriguez vd., 2023) bu arastirmalarin sayisi son yillarda artig géstermistir (Chin vd.,
2024; Lynch vd., 2016; Zhang vd., 2022). BMA, yiiksek oranda nem (%75-80)
icerdiginden; raf Omriinii uzatmak, hacmini azaltmak ve nakliyesini kolaylastirmak i¢in
ilk olarak kurutulmasi gerekmektedir (Karlovi¢ vd., 2020). Kurutma isleminden sonra,
BMA'dan protein izolat1 elde etmek i¢in ¢esitli ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir

(Devnani vd., 2023).

Cogu ekstraksiyon yontemi genel olarak iki adimi igermektedir: proteinin
¢oziindiiriilmesi ve ardindan protein geri kazanimi (Devnani vd., 2023). Bu amagla ¢esitli
yenilik¢i teknolojiler ile de ekstraksiyon islemi desteklenebilmektedir. BMA’ya
uygulanan yenilik¢i teknolojiler arasinda hidrotermal, enzimatik, ultrason destekli
ekstraksiyon, mikrodalga uygulamasi gibi 6n islemler ile asit, asit-alkali, siiperkritik
akigkan, darbeli elektrik kimyasal islemler bulunmaktadir (Alonso-Riafio vd., 2023; Li
vd., 2021; Rodriguez vd., 2023; Wang vd., 2021; Wen vd., 2019).



2.3.1. Alkali Ekstraksiyon

Alkali ekstraksiyon, BMA dahil olmak iizere farkl: tiirdeki tarimsal kaynaklardan
protein izolatlart ve konsantrelerinin ekstraksiyonu i¢in en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir (Rodriguez vd., 2023). NaOH ve KOH gibi alkaliler, bazik pH"
korumak ve organik ekstraksiyona gore daha yiiksek ekstraksiyon verimi elde etmek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bazik pH, proteindeki disiilfit baglarinin kirilmasia
neden olmakta ve bu da protein geri kazanimini ve verimini artirmaktadir (Contreras vd.,
2019). Proteinlerin ¢oziiniirliigii, yikksek pH degerlerinde asidik ve nétr amino asitlerin
iyonlagsmasina bagli olarak artmaktadir. Bu nedenle, alkali kosullarda gergeklestirilen
protein ekstraksiyonunun daha yiiksek protein verimi saglamasina neden olmaktadir
(Kumar vd., 2021).

Literatiirde yer alan ¢alismalar bu yontemin BMA’dan protein kazanimi amaciyla
siklikla kullamldigini  gostermektedir. Ornegin  Connolly vd. (2013) yaptiklar:
aragtirmada BMA’nin alkali ¢ozelti ile ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme ile protein
acisindan zengin izolatlar elde etmislerdir. Calismada farkli alkali ¢ozeltisi derisimleri,
BMA-su oranlar1 ve izoelektrik ¢oktiirme i¢in farkli pH degerleri test edilmistir. Calisma
sonunda ekstraksiyon verimi %59 olarak bulunmus ve 110 mM NaOH derisiminde
¢cozdiirme ekstraksiyon ve ardindan pH 3,8'de izoelektrik ¢okeltme yapilmasinin en
yiiksek verim eldesini sagladigi belirtilmistir. Elde edilen protein izolatlarinin
fonksiyonel gida bileseni olarak kullanima uygun oldugu belirtilmistir (Connolly vd.,
2013).

Karlsen vd. (2022), yaptiklar1 ¢alismada BMA’dan protein izolasyonu igin alkali
ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme yOntemini incelemistir. Bu ¢alismada, sicaklik,
stire, calkalama iglemi, ¢okeltme ¢ozeltisi tuzlulugu, izolasyon modu ve 6n islem olarak
yag veya ligninlerin uzaklastirilmasinin protein verim ve igerigi lizerine etkileri
arastirtlmistir. En yiiksek protein igerigi (%54,8) 30 °C’de, en yiiksek verim (%10,5) ise
60 °C’de elde edilmistir. NaCl ile ¢oktiirme, protein icerigini ve verimi digiirmiistiir.
Dondurarak kurutma ve tglii ekstraksiyon, %20-25 protein igerigi ve %45-50 verim
saglamistir. Lignin uzaklastirma iglemi protein icerigini artirirken, yag giderme basamagi
verimi azaltmistir. Optimum protein icerigi ve verimi i¢in daha fazla ¢alisma gerektigi

belirtilmistir (Karlsen vd., 2022).



Hadinoto vd. (2024), yaptiklar1 ¢alismada BMA’dan protein ekstraksiyonunda
kullanilan alkali ¢6zeltisinin pH degerinin ekstraksiyon verimi, fizikokimyasal 6zellikleri
(molekiiler agirlik, protein ikincil yapilari, amino asit bilesimleri, termal stabilite) ve
fonksiyonel ozellikleri (su/yag tutma kapasiteleri, emiilsiyon olusturma, kopilirme
Ozellikleri) tizerine etkilerini incelemistir. Alkali ekstraksiyon igleminde faktor olarak pH
(8-12), sicaklik (50-70 °C) ve kati/¢oziicii oran1 (1:10-1:20 a/h) incelenmistir. islem 1,5
saat ekstraksiyon siiresi ve ¢Oziicii olarak sulu NaOH ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Alkali ekstraksiyon islemi i¢in ideal ekstraksiyon sicakliginin 60°C
ve BMA-¢6ziicli oraninin ise 1:20 (a/h) oldugu belirtilmistir. Verimi maksimize etmek
(%37-46) ve fonksiyonel 6zellikleri iyilestirmek i¢in ¢ozelti pH degerinin 11-12 olarak

kullanilmasi onerilmistir (Hadinoto vd., 2024).

Bir bagka c¢alismada Silva vd. (2023), pH degeri (8-12) ve sicakligin (40-80°C)
BMA’dan elde edilen konsantrelerde islem verimi, fonksiyonel ve reolojik o6zellikler
tizerine etkilerini arastirmistir. Calismada 1:17 Kkati-sivi oraninda tek asamali alkali
ekstraksiyon iglemi uygulanmistir. Aragtirma sonucunda en yiiksek protein verimi pH 11
ve 60 °C kosullarinda %87 olarak belirlenmistir. Segilen pH degerinin verimle birlikte
konsantrelerin ¢oziiniirlik basta olmak iizere fonksiyonel ve reolojik 6zelliklerini

etkiledigi ifade edilmistir (Silva vd., 2023).

Alkali ile ¢ozdiirme ve ¢oOziinilir asit ile ¢oktiirme yontemi, bitki proteinlerinin
alkali bir ortamda kolayca ¢oziinmesi ve asidik izoelektrik kosullar altinda ¢okelmesi
nedeniyle bitki kaynakli proteinlerin ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Zhang vd., 2022). Literatiirde bu yontemde kisitli olan ekstraksiyon verimini artirmak
icin ¢esitli 6n islemlerin uygulandig1 goriilmektedir. Ornegin Da Fonseca vd. (2023)
yaptig1 calismada, BMA’dan protein eldesi i¢in azaltilmis basingli alkali 6n islem
uygulamislardir. Maksimum verimin (%80) 70 °C sicaklik, 455 mBr basingta, 1 saat, 180
mM NaOH konsantrasyonunda elde edildigi gosterilmistir. Diisiik basingli alkali 6n
islemin, BMA gibi protein acisindan zengin lignoseliilozik malzemelerden protein elde
etmek ic¢in verimli oldugu belirtilmistir. Bir baska ¢aligmada Farjami vd. (2024),
BMA’dan alkali ekstraksiyon isleminde sicakligin (oda sicakligi ve 50 °C kosullarinda)
kompozisyon ve fonksiyonel 6zellikler tizerindeki etkisini incelemistir. EKstraksiyon
islemi pH 11, %15 a/h ve 2 saat siire ile gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda 50 °C’de

gerceklestirilen ekstraksiyon isleminin protein oranini yaklasik %6 azaltmasina ragmen,
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toplam konsantre kuru agirligint yaklasik %30 artirdigi belirtilmistir. Bununla birlikte
emiilsiyon stabilitesi ve kopiirme kapasitesinin énemli 6l¢iide iyilestigi raporlanmigtir

(Farjami vd., 2024).

2.3.2. Enzimatik Ekstraksiyon

Alkali ekstraksiyonda protein geri kazaniminin kisitli olmasi nedeniyle literatiirde
on iglem olarak enzim uygulamasi yapilan veya enzimatik ekstraksiyon metodu ile
BMA’dan protein izolat1 iiretilen ¢alismalar da yer almaktadir. Enzimatik 6n islem, bagh
bilesikleri serbest birakmak, genel verimi artirmak igin etkili bir yontem olarak kabul
edilmektedir (Azmir vd., 2013). Ozellikle lignoseliilozik biyokiitleden protein
ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Naibaho vd., 2025). Enzimatik
hidroliz, enzimlerin biyolojik olarak pargalanabilirligi ve kimyasal atik olusumunun
azalmas1 nedeniyle ¢evre dostu ve stirdiiriilebilir biyoproses stratejileriyle uyumlu bir
yontemdir. Avantajlarina ragmen, enzimatik hidrolizin, esas olarak enzim maliyetleri ve
kimyasal alternatiflere kiyasla daha uzun islem siiresi nedeniyle kullanimi kisithidir

(Belardi vd., 2025; Li vd., 2021; Qazanfarzadeh vd., 2023).

Literatirde BMA’dan enzim destekli protein ekstraksiyonunu arastiran pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Ornegin He vd. (2019) yaptiklar1 arastirmada, BMA’dan protein
ve lif bilesenlerini ayni anda ayirmak amaciyla enzimatik ekstraksiyon yontemini
kullanarak yiiksek proteinli iirlin eldesini hedeflemistir. Yapilan calismada kimyasal
madde (sodyum hidroksit ve sodyum bisiilfit) ve enzim (Alkalaz) konsantrasyonlarinin
verim ve lirlin bilesimi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. En etkili ekstraksiyonun
sodyum hidroksit ve Alkalaz ile gerceklestigi ve optimum kosullarda protein ayirma

veriminin %84'e (20 uL/g BMA) ulastig1 belirtilmistir (He vd., 2019).

Bir bagka ¢alismada Connolly vd. (2019) BMA igindeki biyoaktif peptitlerin
eldesi i¢in alkali (6n islem olarak enzim uygulamasi ile) ve enzimatik ekstraksiyon olmak
tizere iki farkli yontemi incelemislerdir. Sonug olarak yazarlar, enzimatik ekstraksiyon
yonteminin daha yiiksek verime (%63,09) sahip oldugunu belirtmislerdir. Zhang vd.
(2022) yaptiklari ¢alismada, seliilaz enzimi ile 6n islem uygulanan veya uygulanmayan
BMA’dan alkali ekstraksiyon ile protein izolat1 iiretmistir. On islem uyguladiginda

protein verimi %50,18 bulunurken enzim uygulamasi yapilmadiginda bu deger %66,41
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olarak bulunmus, iki yontemin istatistiksel olarak farkli olmadigi ifade edilmistir.
Calismada sonug olarak, BMA'nin kaliteli protein kaynagi olarak gida endiistrisine katki
saglayabilecegi belirtilmistir (Zhang vd., 2022). Belardi vd. (2025) BMA’dan protein,
fenolik bilesikler ve oligosakkaritlerin ardisik ekstraksiyonu i¢in enzimlerden
yararlanmigtir. Temel faktorler olarak enzimatik hidroliz pH degeri (6,5 ve 8,5), enzim
yiikii (50-100 pL/g) ile hidrotermal islem sicakligi (120-150 °C) ve siiresi (30-60 dk)
degerlendirilmistir. Protein ekstraksiyonunda en yiiksek verim (%65), pH 8,5 ve 100 uL/g
enzim yiikiinde elde edilmistir (Belardi vd., 2025). Enzim uygulamasi ile verim artisi
miimkiin olsa da bu yontemin maliyetli olmas1 alternatif yaklasimlarin arastirilmasini
gerekli kilmistir. Bu amagla cesitli yenilik¢i teknolojiler ile de ekstraksiyon islemi

desteklenebilmektedir.

2.3.3. Ultrason Destekli Y 6éntemler

Ultrason destekli ekstraksiyon, BMA'dan protein ekstraksiyonuna yardimci olmak
icin uygun maliyetli, basit ve etkili bir yontemlerden biri olarak nitelendirilmistir (Li vd.,
2021). Ultrason, enerji tasarrufu saglamasi ve kimyasallardan arindirilmig olmasi
nedeniyle 6ne ¢ikan, termal olmayan ve ¢evre dostu bir teknolojidir (Phongthai vd., 2017;
Yu vd., 2019). Ultrason, ultrasonik banyo veya ultrasonik prob kullanarak ekstraksiyon
icin insan kulaginin duyabilecegi frekans araliginin Gtesinde, 20 kHz'den yiiksek
frekanslara sahip mekanik dalgalar kategorisine ait akustik dalgalardir (Belwal vd., 2018;
Fu vd., 2020).

Ultrason destekli ekstraksiyon geleneksel yontemlere kiyasla ekstraksiyon
verimini yaklasik %20 artirmakta ve tekno-fonksiyonel oOzellikleri gelistirmektedir
(Chandran vd., 2023). Ultrason islemi sirasinda, sivi bir ortamda olusan hava kabarciklari
genisleyip patlayarak kavitasyona neden olmaktadir (Gengdag vd., 2020). Kavitasyon
sirasinda kabarciklar ¢okerek daha yiiksek kesme kuvveti iiretmektedir (Belwal vd.,
2018). Akustik basing yeterli degilse, kavitasyon kabarciklart seyreltme ve sikistirma
dongiileri sirasinda sirasiyla biiylimekte ve biiziilmektedir. Bununla birlikte, kabarciklar
¢okme veya ige dogru patlama igin kritik boyuta ulasamazsa, bu olay genellikle

kavitasyon etkisini zayiflatan kararli kavitasyon olarak tanimlanmaktadir (Fu vd., 2020).
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Ultrason uygulamasi sirasinda sisteme iletilen ses dalgalar1 basing, kayma gerilimi
ve sicaklik gradyani olusturarak malzemenin yapisini fiziksel olarak etkilemektedir. Bu
etkiler biyolojik hiicrelerin bozulmasina, ortama 1s1 ve enerji yayilmasina neden
olmaktadir (Sekil 2.2.) (Ashfaq & Younis, 2021). Bir¢ok ¢alisma, ultrason 6n isleminin
piring kepegi (Phongthai vd., 2017), yagsiz soya gevregi (Karki vd., 2010) ve zeytin
cekirdekleri (Rosello-Soto vd., 2014) gibi tarimsal iiriinlerden protein ayrilmasini
iyilestirdigini bildirmistir (Yu vd., 2019). Ultrason destekli alkali ekstraksiyonun,
BMA'dan istenen fonksiyonel 6zelliklere sahip olan protein verimini énemli dlgiide
artirabilecegi agik¢a gosterilmistir (Gonzalez-Garcia vd., 2021; Junttila, 2022; Li vd.,
2021). Omegin Li vd. (2021) yaptiklar1 galismada, ultrason destekli ekstraksiyonun
BMA’dan protein eldesi i¢in verim artirmada etkili oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismada
farkli ultrason giicleri, caligma dongiileri ve ultrason siireleri test edilmistir. En yiiksek
verimin 250 W giigte, %60 ¢alisma dongiisii ile 20 dakika boyunca ultrason uygulamasi
sonucunda elde edildigi bildirilmistir. Ayrica ultrason destekli ekstraksiyon, geleneksel
ekstraksiyon yontemleri ile karsilastirildiginda verimin %45,71°den %86,16'ya ¢iktig
belirtilmistir (Li vd., 2021). Bir diger ¢alismada Santos vd. (2024) BMA’dan protein
eldesi i¢in yiiksek gii¢lii ultrason destekli ekstraksiyon siirecini optimize etmistir.
Faktoriyel tasarim ile ultrason giici, siire ve sicaklik faktorleri incelenmis olup en uygun
kosullar 550 W, 10 dk ve 65 °C olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen protein
konsantrelerinin protein igerigi, geleneksel yonteme gore %8 daha yiiksek bulunmus ve

ekstraksiyon siiresi %92 oraninda kisalmigtir (Santos vd., 2024).
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Kabarcik kritik boyuta ulagsmasi

Kabarcik, sikisirma ve seyreltme nedeniyletcedodrrcbkerye basie

donguleri sirasinda blyir

ile 1s1 Gretir

Kabarcik olusumu

Sikisma Sikisma Sikisma Sikisma

Seyrelme Seyrelme Seyrelme Seyrelme

Sekil 2.2. Ultrasonik ses dalgalarinin yayilmasi sirasinda meydana gelen sikisma ve
seyrelme dongiileri sonucu kavitasyon kabarciklarinin olusumu, biiyiimesi ve ¢okmesi

Ribeiro-Sanches vd. (2026) ise yaptiklari ¢alismada, BMA’dan protein
ekstraksiyonunu artirmak amaciyla yiiksek yogunluklu ultrason (1200 W) ve alkali
hidrojen peroksitin (%3) tek baslarina ve bir arada kullanimimi degerlendirilmistir. En
yiikksek verim degerine her iki yontemin birlikte kullanilmasi sonucunda ulasildigi
belirtilmistir. Ultrason uygulamasi, kavitasyon etkisiyle BMA yapisin1 parcalayarak
protein ekstraksiyon verimini gelencksel yonteme kiyasla %69,6-139,6 oraninda
artirmigtir. Ultrason uygulamasinin protein verimini ylkseltirken, proteinlerin renk
ozelliklerini korudugu ve su tutma kapasitesini yaklasik %24 oraninda iyilestirdigi

gosterilmistir (Ribeiro-Sanches vd., 2026).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan bira mayse atiklari (BMA) Humulus Lupulus Alkollii
Alkolsiiz igecekler Gida Turizm Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti. (Kubau Brewery) tarafindan
hibe edilmistir. Deneyler yalnizca malt kullanilarak {iretilen biralarin mayse atiklar
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu islem kapsaminda, BMA ornekleri ilk olarak
literatlirde belirtildigi gibi etiivde 60 °C’de 18 saat boyunca bekletilerek kurutulmustur
(Bartolomé vd., 2002; Celus vd., 2006; Connolly vd., 2013). Kurutma isleminin ardindan,
elde edilen materyal ev tipi bigakli 6giitiicii ile ogiitiilerek bira mayse unu (BMU) haline
getirilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. a) Bira mayse atig1 (BMA) ve b) bira mayse unu (BMU) 6rnekleri
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3.2. Protein Konsantresi Uretimi

Protein konsantresi (PK) iiretimi i¢in alkol ve alkali ¢ozeltileri kullanilarak
ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmistir. Verimi artirmak amaciyla, her iki ekstraksiyon
basamaginda yiiksek yogunluklu ultrason (Scientz JY92-1IN, NingBo Scientz
Biotechnology Co. Ltd., Ningbo, China) uygulanmistir. Ekstraksiyon siirecini
degerlendirmek amaciyla alkol ¢ozeltisi derisimi, ultrason giicii ve uygulama siiresi

faktorlerinin protein verimi iizerine etkisi arastirilmistir.

Konsantre iiretim basamaklar1 asagidaki sira ile gerceklestirilmistir ve Sekil

3.2’de 6zetlenmistir:

1. 50 mL alkol ¢ozeltisi i¢ine 2,5 g BMU ilave edilerek belirlenen ultrason giiciinde
ve siliresinde ultrason uygulamasi gergeklestirilmistir. Ultrason uygulamasi
sirasinda 1sinmay1 Onlemek i¢in 6rnegin bulundugu beher buz dolu bir kap
icerisine yerlestirilmistir. Elde edilen karisimlar daha etkin bir ayirma islemi igin
santrifiijlenmistir (8500 g, 15 dk). Santrifiij islemi sonrasinda s1v1 fazin filtrasyonu
sonucunda elde edilen kisim Siiziintii 1, santrifijj tiiplinde kalan kat1 kisim ise
Kalint1 1 olarak adlandirilmistir. Siiziintii 1 kisminda yer alan protein geri
kazanilmig, Kalint1 1 kismi ise alkali 6ziitleme basamaginda kullanilmistir.

2. Coziinen protein fraksiyonunu Siiziintli 1 kismindan ayirmak i¢in soguk ¢coktiirme
islemi gercgeklestirilmistir. Bunun i¢in 6ziitleme islemi sonrasinda elde edilen
Siiziintii 1 kismi, bir gece boyunca buzdolabi sicakliginda (4 °C) bekletilmistir.
(Coken protein fraksiyonu daha etkin bir ayirma islemi i¢in santrifiijlenmistir
(10000 g, 15 dk, 4 °C). Burada elde edilen ¢okelti protein konsantrelerinin ilk
kismini olusturmustur (PK 1).

3. Alkali ¢ozeltisi ile oziitleme basamagi i¢in Kalinti 1 kismina 45 mL 110 mM
NaOH ¢ozeltisi ilave edilmis ve karisima belirlenen ultrason giiciinde ve siiresinde
ultrason uygulamasi gergeklestirilmistir. Elde edilen karisimlar daha etkin bir
ayirma islemi i¢in santrifiijlenmistir (8500 g, 15 dk). Santrifiijleme isleminden
sonra s1v1 faz siiziilerek Siiziintli 2 kismu elde edilmistir. Kat1 faz ise Kalint1 2
olarak adlandirilmistir. Kalint1 2 kismina tekrar 45 mL 110 mM NaOH eklenerek
islem tekrarlanmustir. Tkinci santrifiij isleminden sonra siizme islemi uygulanarak

Siiziintli 3 ve Kalint1 3 kisimlar elde edilmistir.
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4. Siiziinti 2 ve Silziinti 3 kisimlar1 birlestirilerek asidik ¢oktiirme basamagi
uygulanmistir. Coktlirme islemi i¢in doygun sitrik asit ¢ozeltisi kullanilmistir.
Karisima BMA proteinlerinin izoelektrik noktasi olan pH 3,8 degerine ulasilana
kadar sitrik asit ¢ozeltisi ilave edilmistir. izoelektrik pH degeri altinda ¢oziiniirliik
ozelligini kaybeden proteinler karisim i¢inde ¢okelmistir. Olusan ¢okelti santrifiij
kuvvetleri yardimiyla ayrilarak (10000 g, 15 dk, 4 °C) elde edilen konsantre PK 2
olarak adlandirilmistir.

5. PK 1 ve 2 kisimlart dondurularak kurutulup toz haline getirildikten sonra

birlestirilerek analizlerde kullanilmistir.

BMU

e Alkol Ekstraksiyonu
Ultrason Uygulamas

: l

Stziinti 1 Kalinti1 1

+——— 110mM NaOH
Ultrason Uygulamas

PK; ________ l l

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Soguk Coktiirme

Shzlntia 2 Kalint12

«———— 110 mM NaOH

Ultrason Uygulamasi

l l

Sazinti 3 Kalinti 3

Sitrik Asit 4-[

_____________________

_____________________

Sekil 3.2. Protein konsantresi iiretim basamaklari
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3.3. Analiz Yontemleri

3.3.1. Protein Veriminin Belirlenmesi

Protein verimi belirlenirken denklem 3.1 yardimi ile konsantredeki protein

miktarlar1 BMA’da bulunan toplam protein miktarina oranlanarak hesaplanmistir.

Konsantredeki protein miktar1 (mg)
BMA miktar (g)

Protein verimi(mg/g) =

(3.1)

3.3.2. Kimyasal Bilesimin Belirlenmesi

Numunelerin kimyasal bilesim analizleri, ilgili standart yontemler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Nem igerigi, AACC metodu 44-15A’ya gore belirlenmis (AACC,
1995), kiil miktart AACC metodu 08-12’ye gore tayin edilmistir (AACC, 1995). Protein
analizi, Bradford yontemi (Bradford, 1976) ve Kjeldahl metodu (AOAC, 1990)
kullanilarak yapilmistir. Yag igerigi ise Soxhlet yontemi ile belirlenmistir. Celus vd.
(2007) galismasi ornek alinarak orneklerde bulunan nem, kiil, protein ve yag miktari
belirlendikten sonra kalan kisim karbonhidrat miktart olarak degerlendirilmistir (Celus

vd., 2007).

3.3.3. In Vitro Protein Sindirilebilirligi

Protein sindirilebilirliginin belirlenebilmesi amaciyla literatiirde yer alan
caligmalardan yararlanilarak in vitro sindirilebilirlik hesaplanmistir (Alexandrino vd.,
2017; Argyri vd., 2007). In vitro sindirim igin ilk olarak un (0,05 g/ml) ve konsantre (0,01
g/mL) 6rneklerinin sulu ¢ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltilerin asitligi 6 M HCI ¢ozeltisi
ile pH 2,8'e ayarlanmistir. Hazirlanan karigimin 10 ml’si alinarak {izerine 0,5 mL pepsin
stispansiyonu (4 g/100 mL 0,1 M HCI ¢d6zeltisi) aktarilmistir. Karigim, enzim ilavesi
sonrasinda 37 °C'deki ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmis ve 2 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bu inkiibasyonun sonunda, 5 M NaOH ¢dzeltisi kullanilarak pH degeri 5,7’ ye
ayarlanmis ve karisima safra asitlerini igeren pankreatin ¢ozeltisinden 2,5 mL ilave
edilmistir (Pankreatin ¢6zeltisi 25 mL 0,1 M NaHCOz3 ¢6zeltisine 0,2 g pankreatin enzim

karisimi ve 1,2 g safra tuzlar ilave edilerek hazirlanmistir). Karisim tekrar 2 saat boyunca

17



37 °C'de calkalamali su banyosunda inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon periyodunun
sonunda toplanan oOrnekler, yiliksek molekiil agirlikli ¢6ziinmeyen bilesiklerin ve
enzimlerin ¢okelmesi i¢in 15 dakika boyunca 10000 g'de, 4 °C’de santrifiijlenmistir. Daha
sonra sindirilen azot miktari, Bradford metodu ile belirlenmistir (Bradford, 1976). Bu
sekilde un ve konsantre drneklerinde sindirilen azot (protein) miktarlar yiizde cinsinden

hesaplanmustir.

3.3.4. Tekno-Fonksiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.3.4.1. Coziniirlik

BMU ve PK o6rneklerinde protein ¢oziiniirliigii, Chen vd. (2011) uyguladigi
yontem kullanilarak belirlenmistir. Buna gore %1 (a/h) derisiminde 6rnek dispersiyonlari
hazirlanmstir. Dispersiyonlarin pH degerleri HC1 veya NaOH ¢ozeltileri ile pH 7 olacak
sekilde ayarlanmigtir. Hazirlanan silispansiyonlar oda sicakliginda bir gece boyunca
calkalanmistir (~18 saat). Sonrasinda 20 dakika boyunca santrifiijlenerek (12000 g, 20
°C) siipernatant kismi toplanmis ve Whatman Nol filtre kagidindan siiziildiikten sonra
Bradford yontemi ile ¢oziinen protein miktar1 tespit edilmistir (Bradford, 1976).
Y 6ntemde standart olarak Bovine Serum Albumin kullanilmis ve elde edilen standart egri

Sekil 3.3’de gosterilmistir. Protein ¢oziiniirliigii denklem 3.2 kullanilarak hesaplanmuistir.

Protein coziinirlisi (%) = Sivi fazdaki protein miktari X %100 3.2
rotein gozunuriugu L7o) = Baslangictaki protein miktar: 0 32

18



ABS

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

y =0,8887x + 0,0165
R?*=0,9998

Sekil 3.3. Bovine serum albumin ¢6zeltisi ile hazirlanan standart egri
3.3.4.2. Su ve Yag Tutma Kapasitesi

BMU ve PK o6rneklerinde su ve yag tutma kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla
Resendiz-Vazquez vd. (2017) tarafindan uygulanan yontem kullanilmustir. Santrifiij
tiiplerine 1 g 6rnek tartilarak iizerine 10 mL saf su ilave edilmis ve 30 saniye boyunca bir
vorteks yardimi ile karistirllmistir. Karisim oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten
sonra 1240 g kuvveti ile 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi ile ayrilan
stv1 faz bosaltildiktan sonra tiipte kalan kalintinin agirligr belirlenmistir. Ayn1 yontem
marketten temin edilen ay¢icegi yagi ile tekrarlanarak yag tutma kapasitesi belirlenmistir.

Sonuglar 1 g konsantrenin tuttugu su ve yag miktar1 olarak ifade edilmistir.

3.3.4.3. Emiilsifikasyon Ozellikleri

BMU ve PK 6rneklerinin emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite
indeksi (ESI) Hadinoto vd. (2024) tarafindan tanimlanan spektrofotometrik yonteme
kiigiik degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Numunelerin %1 °lik dispersiyonlari (15 mL)
hazirlanmis ve pH degerleri 0.1 M NaOH veya HCI ile 4, 7 ve 10 olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu dispersiyonlar, 5 mL ayg¢icek yagi ile birlikte bir homojenizator (Ultra-
Turrax T-25, IKA Werke, Almanya) yardimiyla 12000 rpm’de 1 dakika boyunca
karistirtlmistir. Her tiipiin alt kismindan 50 puL’lik 6rnek alinmis ve 2,5 mL %0,1 (a/h)

SDS ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Seyreltilmis emiilsiyonlarin absorbanslari, 0. dakikada
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(Ao) ve 10 dakika sonra (A1), UV-goriiniir bolge spektrofotometresi (Shimadzu UV-
1800, Japonya) ile 500 nm’de &lgiilmiistiir. EAI (m?*g™t) ve ESI (dakika) degerleri
sirasiyla denklem 3.3 ve 3.4 kullanilarak hesaplanmustir; burada At = 10 dakikadir.

EAT m?) 2 x2303 X A il
g /0,25 x érnek miktar (3.3)

ESI (dk) = —0 XAt s
T Ay — Agp (3.4)

3.3.4.4. Képiik Olusturma Ozellikleri

BMU ve PK o6rneklerinin kopiik olusturma 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla
koplik olusturma kapasitesi ve kopiik stabilitesi belirlenmigtir. Kopiik olusturma
kapasitesinin belirlenmesi i¢in 100 mL %2’lik 6rnek dispersiyonlart hazirlanarak HCl
veya NaOH c¢ozeltileri ile pH degerleri 4, 7 ve 10’a ayarlanmistir. Sonrasinda ¢ozeltiler 1
dakika boyunca homojenizator (Ultra-Turrax T-25, IKA Werke, Almanya) ile 10000
rpm’de karistirilmigtir. islem sonrasinda olusan kopiik 25 mL’lik bir 6lgiilii silindire
alinarak hacmi belirlenmistir (Flores-Jimenez vd., 2019). Hacimdeki artisin yiizde
cinsinden hesabi kopiik olusturma kapasitesini ifade etmektedir ve denklem 3.5
kullanarak hesaplanmigtir. 30 dakika beklendikten sonra kopiik hacmi tekrar 6lgiilerek

denklem 3.6 yardimiyla kopiik stabilitesi hesaplanmustir.

Karistirma sonrasi hacim—Karistirma 6ncesi hacim

% KK =

x 100 (3.5)

Karistirma éncesi hacim

30 dakika sonundaki hacim
% KS =

= x 100 3.6
Karistirma sonrasi son hacim (3.6)
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3.3.4.5. Jellesme Ozellikleri

BMU ve PK o&rneklerinin jellesme 6zelliklerinin belirlenebilmesi igin Resendiz-
Vazquez vd. (2017) tarafindan gergeklestirilen galisma ornek alinmistir. Bu amagla bes
farkli derisimde (%2, 5, 10, 15 ve 20) dispersiyonlar hazirlanmistir. Farkli derisimlerdeki
dispersiyonlarin 10 ml’si deney tiipii igerisine alinmistir. Bu tiipler 1 saat boyunca kaynar
su banyosunda bekletilmis sonrasinda ise soguk su banyosunda hizla sogutulmustur.
Sicakligin daha fazla diismesi i¢in Ornekler 2 saat boyunca buzdolabinda (4 °C)
bekletilmistir. Bu siire sonunda deney tiipleri ters c¢evrilmis ve tlipten akmayan veya
diismeyen en seyreltik PK derisimi minimum jellesme konsantrasyonu olarak kabul

edilmistir (Resendiz-Vazquez vd., 2017).

3.3.5. istatistiksel Analiz

Bu c¢alismada, ekstraksiyon verimini optimize etmek i¢in ii¢ farkli faktor, bes
farkli seviyede test edilmistir. Bu faktorler etanol derisimi (X1), sonikasyon siiresi (X2),
ultrason siddeti (X3) olarak belirlenmistir. Faktorlerin etkilerini degerlendirmek ve en
uygun kosullar1 belirlemek amaciyla, Merkezi Birlesik Tasarim (Central Composite
Design) kullanilarak Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology) uygulanmis
ve istatistiksel analizler «=0,05 anlamlilik diizeyinde gergeklestirilmistir. Deney
planlamasinda bes merkez noktasi kullanilmis olup, bu tasarim sayesinde faktorler
arasindaki etkilesimler ve optimum ¢alisma kosullar1 detayli bir sekilde analiz edilmistir.
Deneyler sistematik hatalart minimum seviyeye getirebilmek amaciyla rastgele diizende

gerceklestirilmistir.

En disiik, en yiiksek ve ortalama faktor seviyeleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
Sonuglar %95 giiven araliginda hazirlanan ANOVA tablosu kullanilarak analiz edilmis
ve Merkezi Birlesik Tasarimi- Yanit Yiizey Yontemi ile protein verimi i¢in optimum

kosullar belirlenmistir. Analizler i¢in Design Expert (v.12) programi kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Deney tasariminda kullanilan faktorler ve seviye degerleri

Bagimsiz Faktor Sembolleri Faktor Seviyeleri
Degiskenler  Kodlu  Gergek -1,68 -1 0 1 1,68
Etanol
X1 X1 6,40 40,00 60,00 80,00 93,60
Derisimi (%)
Sonikasyon
_ X2 3,18 10,00 20,00 30,00 36,80
Siiresi (dk)
Ultrason
X3 X3 32 200 300 400 468
Giicii (W)

Alkol ile ekstraksiyon basamaginin toplam protein geri kazanimi tizerindeki

etkisini degerlendirmek i¢in karsilastirmali istatistiksel analiz yapilmistir. Sadece alkali

ekstraksiyon ve iki agamali ekstraksiyon isleminden elde edilen protein verimleri, esit

olmayan varyanslar dikkate alinarak Welch'in t-testi kullanilarak karsilastirilmistir.

Farkliliklar p < 0,05 degerinde istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein Ekstraksiyon Siirecinin Optimizasyonu

Bu ¢aligmada uygulanan alkol ve alkali ¢ozeltisinde ekstraksiyon basamaklari i¢in
ayri optimizasyon siire¢leri uygulanmistir. Ekstraksiyon isleminde etanol derisimi,
sonikasyon siiresi ve ultrason giicli olmak iizere {i¢ farkli faktor bes farkli seviyede test
edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda o6ziitleme islemi protein verimi ig¢in
optimize edilmistir. Bu amacla Merkezi Birlesik Tasarim kullanilarak Yanit Yiizey
Y o6ntemi uygulanmistir. En yliksek ekstraksiyon verimini tespit etmek i¢in Design Expert
(v.12) yazihm programi kullanilmigtir. Deneysel veriler ANOVA analizi ile
degerlendirilmistir. Deneysel tasarim ve sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir. Modelin

uygulanabilirligi F- testi ve p- degerlerine gore %95 giiven araliginda test edilmistir.
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Cizelge 4.1. Ekstraksiyon verimliligi ve BMU i¢in deneysel sonuglar

X1 Xz X3 Y1 Y
Etanol Sonikasyon Ultrason Etanol ekstraksiyon  Alkali ekstraksiyon
Sira derisimi siiresi giicii basamag protein basamagi protein
(%) (dk) (W) verimi (mg/g) verimi (mg/g)
1 40 10 200 1,3150 38,1740
2 80 10 200 0,8317 40,5814
3 40 30 200 2,0224 51,3092
4 80 30 200 1,9217 54,3335
5 40 10 400 1,8545 51,9123
6 80 10 400 2,4386 49,3371
7 40 30 400 2,1598 58,0505
8 80 30 400 2,8803 60,2898
9 26,36 20 300 0,8772 50,5851
10 93,64 20 300 2,1468 53,0271
11 60 3,18 300 1,8535 36,7201
12 60 36,82 300 2,7648 56,9879
13 60 20 131,82 1,9120 38,9101
14 60 20 468,18 3,1685 57,1136
15 60 20 300 2,2905 51,9009
16 60 20 300 2,9897 54,2186
17 60 20 300 2,8899 52,9459
18 60 20 300 2,3816 54,5768
19 60 20 300 2,4411 52,0794
20 60 20 300 2,4296 52,0991

4.1.1. Ultrason Destekli Alkol Cozeltisi Ile Ekstraksiyon Basamaginin

Optimizasyonu

Etanol c¢ozeltisinde ekstraksiyon basamagi i¢in elde edilen verilere ait ANOVA
tablosu Cizelge 4.2°de verilmistir. Burada her bir degiskenin 6nemi F ve p degeri

kullanilarak belirlenmistir. p degeri kiigiildiikge ilgili degiskenler daha anlamli hale
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gelmektedir (Wang vd., 2007). ANOVA tablosuna gore tiim ana faktorler etanol ¢ozeltisi

ile ekstraksiyon siirecinde verim iizerine etki etmektedir (p<0,05). Bu tasarimda en

yiiksek etkiyi ultrason giicii gdstermekte, onu sonikasyon siiresi ve etanol derisimi takip

etmektedir. Yalnizca etanol derisimi ve ultrason giicii arasindaki etkilesimin siireci

anlamli derecede etkiledigi goriilmektedir. Ek olarak etanol derisiminin kuadratik

etkisinin de verim iizerine etkili oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamagi igcin ANOVA tablosu

Kaynak Kareler  SD Karelerin F-degeri  p-degeri
Toplam Ortalamasi

Model 7,05 9 0,78 9,70 0,0007"
A-Etanol Derisimi 0,60 1 0,60 7,40 0,0216"
B-Sonikasyon Siiresi 1,22 1 1,22 15,07 0,0030"
C-Ultrason Giicii 2,10 1 2,10 26,01 0,0005"
AB 0,03 1 0,03 0,42 0,5330
AC 0,45 1 0,45 5,52 0,0407"
BC 0,14 1 0,14 1,71 0,2205
A 2,41 1 2,41 29,86 0,0003"
B? 0,23 1 0,23 2,89 0,1201
C? 0,03 1 0,03 0,37 0,5567
Artik 0,81 10 0,08
Uyum Eksikligi 0,38 5 0,08 0,88 0,5518
Saf Hata 0,43 5 0,09
Toplam 7,86 19

SD: serbestlik derecesi, " ile isaretlenen terimler anlamli bulunmustur

Anlamsiz bulunan terimlerin modelden ¢ikarilmasi ile elde edilen indirgenmis

modele ait ANOVA tablosu Cizelge 4.3°de verilmistir. Indirgenmis model giivenilir bir

tahmin kapasitesi gostermektedir (R?= 0,8438).
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Cizelge 4.3. Etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamagi i¢in indirgenmis ANOVA tablosu

Kaynak Kareler SD Karelerin F-degeri p-degeri
Toplanm Ortalamasi

Model 6,63 S) 1,33 15,12 <0,0001
A-Etanol Derigimi 0,53 1 0,59 6,81 0,0206
B-Sonikasyon Siiresi 1,22 1 1,22 13,88 0,0023
C-Ultrason Giici 2,10 1 2,10 23,94 0,0002
AC 0,45 1 0,44 5,08 0,0407
A? 2,27 1 2,27 25,90 0,0002
Artik 1,23 14 0,09
Uyum Eksikligi 0,80 9 0,09 1,04 0,5129
Saf Hata 0,42 5 0,09
Toplam 7,86 19

SD: serbestlik derecesi

Etanol c¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein verimi i¢in optimum
kosullar1 belirlemek amaciyla, deneysel verilere matematiksel modeller uygulanarak
yanit yiizey regresyon analizi ger¢eklestirilmistir. EIde edilen kuadratik regresyon modeli

kodlanmis degiskenler cinsinden denklem 4.1 ile ifade edilmistir.

y; = +2,45+4 0,2091 X A + 0,2985 x B + 0,3922 X C + 0,2361 X AC — 0,3935 x A? (4.1)

Yanit yiizey grafiklerine gore (Sekil 4.1.) protein verimi %60-70 etanol derigsimine
kadar artmakta, sonrasinda ise azalmaktadir. Bu durum benzer benzeri ¢ozer ilkesi ile
aciklanabilir. Ekstraksiyon ¢ozeltisinde artan etanol orani polaritenin degismesine neden
olmaktadir. Bu durum belirli bir polariteye kadar hidrofobik etkilesimler ile hordeince
zengin fraksiyonlarin ¢oziiniirliigliniin artmasini saglamaktadir (Silva vd., 2008). Ancak
belirli bir noktadan sonra yiiksek etanol derisimi protein denatiirasyonunun, ¢dziniirliik
kaybinin ve hidrojen baglar ile hidrofobik etkilesimler sonucu olusan ¢oziinmeyen
protein agregat miktarinin artmasina neden olmaktadir (Tan vd., 2023). Coziintirliik
etkisine ilaveten etanol-su karisimlari, BMA’daki protein ve lignoseliilozik matris

arasindaki etkilesimleri zayiflatarak hiicre i¢ine hapsedilmis proteinlerin salinmasina da
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katkida bulunmaktadir (Bibi vd., 2021). Sonug olarak orta diizeyde alkol derigimleri
protein disindaki bilesenlerin uzaklastirilmasini ve protein ¢oziiniirliglinlin artmasini
saglayarak verimi artirirken, yiiksek alkol derisimleri protein agregasyonu, ¢6ziiniirliigiin
azalmasi ve yapisal bozulmalar nedeniyle verim diisiisiine sebep olmaktadir. Literatiirde
BMU’dan protein geri kazanimi i¢in etanol derisiminin etkisini inceleyen bir ¢aligsma
bulunmamaktadir. Ancak arpa icin yapilan g¢aligmalar incelendiginde elde edilen
bulgularin uyumlu oldugu gériilmektedir. Ornegin Wang vd. (2010) tarafindan yapilan
calismada arpa proteinlerinin kazanimini i¢in %55-75 alkol derisimleri test edilmis, en
yiiksek verimin %55 alkol derisimde verimin ~%63-81 bulundugu belirtilmistir (Wang
vd., 2010).

Verim (mg/g)

38375 _|

Verim (mg/g)
Gllcti (W)

C: Ultrason

21525 _|

A: Etanol Derisimi (%)

Sekil 4.1. Etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein geri kazanim
optimizasyonu a) ultrason giicii-alkol derisimi 3D yanit yiizey grafigi ve b) ultrason giicii-
alkol derisimi kontiir ¢izgileri
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b) 37 Verim (mg/g)

28545

2009

Verim (mg/g)

B: Sonikasyon Suresi (dk)

11635

B: Sonikasyon Saresi (dk) 11635 A: Etanol Derigimi (%)

A: Etanol Derigimi (%)

Sekil 4.2. Etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein geri kazanim
optimizasyonu a) sonikasyon siiresi-alkol derisimi 3D yanit yiizey grafigi ve b)
sonikasyon siiresi-alkol derisimi kontiir ¢izgileri

Verim (mg/g)

383.75

Verim (mg/g)
C: Ultrason Gicti (W)

21525

C: Ultrason Giicii (W) 11.635 B: Sonikasyon Sresi (dk) 318 11635 2009 28545 37

131 318
B: Sonikasyon Siresi (dk)

Sekil 4.3. Etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein geri kazanim
optimizasyonu a) sonikasyon siiresi-ultrason giici 3D yanit yiizey grafigi ve b)
sonikasyon siiresi-ultrason giicii kontiir ¢izgileri

Yanit yiizey grafiklerine (Sekil 4.1. ve 4.3.) bakildiginda ultrason giicii arttik¢a
protein geri kazanim veriminin de arttigi goriilmektedir. Bu durum literatiirde prop
tarafindan {iretilen akustik ses dalgalar1 ve kavitasyonun yiiksek ultrasonik giicle
giiclenmesi ile iligkilendirilmistir. Artan ultrason giicii etkisine bagli olarak hiicre
parcalanmast hiicre duvarlarinin gegirgenliginin artmasinin protein kazaniminin
iyilestirdigi bilinmektedir (Chandrapala vd., 2013; Li vd., 2021). Ultrason uygulama
stiresi (Sekil 4.2. ve 4.3.) de benzer sekilde kavitasyon etkinligini uzatarak protein

veriminin artmasma neden olmustur. Ultrason giicli ve etanol derisimi arasindaki
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etkilesimin verim iizerine negatif etki ettigi ve ultrason giicii etkisinin yiiksek etanol
derisimlerinde daha belirgin hale geldigi goriilmektedir. Bununla birlikte ultrason
stiresinin verimi pozitif etkiledigi goriilmektedir. Arzu edilebilirlik fonksiyonundan elde
edilen optimum kosullarda faktor seviyeleri %64,46 alkol derisimi, 36,92 dk sonikasyon
stiresi ve 428 W ultrason giicli olarak belirlenmistir. Regresyon modeline gore bu
kosullarda elde edilebilecek en yiiksek verim degeri 3,549 mg/g olarak hesaplanmustir.
Ug tekrarli olarak gerceklestirilen deneysel dogrulama c¢alismalari sonucunda verim
degeri 3,656 = 0,700 mg/g olarak elde edilmistir. Deneysel veriler dngodriilen degerle
yiiksek bir uyum gostererek %3,01'lik bir tahmin hatasina karsilik gelmistir. Elde edilen
bulgular ve sulu etanol ¢ozeltilerinin hordein ve diger prolamin benzeri depo proteinlerine
kars1 bilinen segiciligi géz oniinde bulunduruldugunda (Boukid, 2026; Celus vd., 2006;
Chin vd., 2024), alkol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginin etkili bir 6n-fraksiyonlama

asamasi olarak islev gordiigii anlasilmaktadir.

Literatiirde BMU’dan protein geri kazanimi siirecinde farkli faktorlerin etkisini
aragtiran optimizayon calismalar1 yer almaktadir. Omegin Li vd. (2021) yaptig
calismada BMU’dan ultrason destekli ekstraksiyon yontemi siirecinde optimizasyon
uygulamistir. Calismada ultrason giicli ve sliresinin protein verimi iizerine etkisi
arastirilmistir. En yliksek verim eldesi i¢in ultrason giicii 250 W ve ultrason siiresi 20
dakika olarak bulunmustur. 250 W’1 agan ultrasonik giiciin protein geri kazanim verimine
ve emiilsifikasyon, kopiik olusturma gibi fonksiyonel 6zelliklere olumsuz etki ettigi
gozlemlenmistir (Li vd., 2021). Santos vd. (2024) yaptig1 ¢alismada BMU’dan yiiksek
giiclii ultrason ile ekstraksiyon yontemini kullanarak protein geri kazanmistir.
Optimizasyon islemi sonucunda 550 W, 10 dk ve 65 °C ekstraksiyon kosullarinda en
yiiksek verime ulasildig: ifade edilmistir.

4.1.2. Ultrason Destekli Alkali Cozeltisi Ile Ekstraksiyon Basamaginin
Optimizasyonu

Alkali ¢ozeltisiyle ekstraksiyon basamagi i¢in elde edilen verilere ait ANOVA
tablosu Cizelge 4.4’te verilmistir. Her bir degiskenin 6nemi F ve p degeri kullanilarak
belirlenmistir. ANOVA tablosuna gdre sonikasyon siiresi ve ultrason giicli verim
tizerinde etkili iken (p<0,05) etanol derisiminin bu basamakta istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklige neden olmadig1 belirlenmistir. ANOVA tablosuna gore faktorler arasi
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etkilesimlerin istatistiksel olarak verimi etkilemedigi goriilmektedir (p>0,05). Ancak
ultrason giicli ve sonikasyon siiresi arasindaki etkilesim terimine ait p-degeri sinir deger
olan 0,05’¢ ¢ok yakin oldugu i¢in regresyon modelinde tutulmasina karar verilmistir.
Kuadratik terimlere bakildiginda ise yalnizca verim iizerine etkili bulunan ana faktorler

olan sonikasyon siiresi ve ultrason giicii i¢in anlamli bir etki gézlenmektedir.

Cizelge 4.4. Alkali ¢6zeltisi ile ekstraksiyon basamagi icin ANOVA tablosu

Kaynak Kareler  SD Karelerin F-degeri  p-degeri
Toplanm Ortalamasi

Model 856,03 9 95,11 39,01 <0,0001"
A-Etanol Derigimi 6,20 1 6,20 2,54 0,1419
B-Sonikasyon Siiresi 446,23 1 446,23 183,01 < 0,0001"
C-Ultrason Giicii 317,09 1 317,09 130,04 < 0,0001"
AB 3,69 1 3,69 1,51 0,2469
AC 4,16 1 4,16 1,71 0,2208
BC 12,00 1 12,00 4,92 0,0509
A? 0,0058 1 0,0058 0,0024 0,9621
B2 45,19 1 45,19 18,53 0,0015"
C? 26,71 1 26,71 10,96 0,0079"
Artik 24,38 10 2,44
Uyum Eksikligi 17,55 5 3,51 2,57 0,1620
Saf Hata 6,84 5 1,37
Toplam 880,41 19

SD: serbestlik derecesi, " ile isaretlenen terimler anlamli bulunmustur

Anlamsiz bulunan terimlerin modelden c¢ikarilmasi ile elde edilen indirgenmis
modele ait ANOVA tablosu Cizelge 4.5’te verilmistir. indirgenmis model giivenilir bir
tahmin kapasitesi gostermektedir (R?=0,9563).
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Cizelge 4.5. Alkali ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamagi i¢in indirgenmis ANOVA tablosu

Kaynak Kareler =~ SD  Karelerin  F-degeri  p-degeri
Toplanm Ortalamasi

Model 841,98 5 168,40 61,34 < 0,0001
B-Sonikasyon Siiresi 446,23 1 446,23 162,54 < 0,0001
C-Ultrason Giicii 317,09 1 317,09 115,50 < 0,0001
BC 12,00 1 12,00 4,37 0,0553
B2 45,54 1 45,54 16,59 0,0011
C? 26,90 1 26,90 9,80 0,0074
Artik 38,44 14 2,75
Uyum Eksikligi 31,60 9 3,51 2,57 0,1557
Saf Hata 6,84 5 1,37
Toplam 880,41 19

SD: serbestlik derecesi

Alkali ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein verimi i¢in optimum
kosullar1 belirlemek amaciyla, deneysel verilere matematiksel modeller uygulanarak
yanit ylizey regresyon analizi gergeklestirilmistir. EIde edilen kuadratik regresyon modeli

kodlanmis degiskenler cinsinden denklemi 4.2 ile ifade edilmistir.

Y, = +52,89 +572x B+482xC—122xBC—177xB2—-136xC% (4.2

Alkali ekstraksiyon basamagi icin optimum kosullarin belirlenmesi siirecinde
verim tlizerine etkisi olmayan alkol derisimi seviyesi alkol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon
basamagina bulunan optimum deger olan %64,46’ya esit olarak alinmistir. Arzu
edilebilirlik fonksiyonu maksimum verimin 31,76 dk sonikasyon siiresi ve 424 W
ultrason giiclinde elde edilebilecegini gostermektedir. Bu kosullarda regresyon denklemi
kullanilarak verim degeri 59,269 mg/g olarak hesaplanmistir. Ug tekrarli olarak
gerceklestirilen deneysel dogrulama calismalar1 sonucunda verim degeri 59,354 + 1,760
mg/g olarak elde edilmistir. Deneysel veriler ongdriilen degerle miikkemmel bir uyum

gostererek %0,14°liik bir tahmin hatasina karsilik gelmistir.
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b) 37 Verim (mg/g)

285 _|F

Verim (mg/q)

B: Sonikasyon Suresi (dk)

B: Sonikasyon Suresi (dk) t C: Ultrason Guca (W) 3 21525 2995 38375 468

Sekil 4.4. Alkali ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein geri kazanim
optimizasyonu a) ultrason giicii-sonikasyon siiresi 3D yanit yiizey grafigi ve b) ultrason
giicii- sonikasyon siiresi kontiir ¢izgileri

Uc boyutlu yanit yiizey ve kontiir grafiklerine gore (Sekil 4.5. ve 4.6.), etanol
derisiminin bu basamakta elde edilen protein verimi tizerine bir etkisi bulunmamaktadir.
Ultrason giicii ve siiresi arttikga protein verimi artmakta, ¢aligmada test edilen st limit
degeri olan 468 W’a yaklastik¢ca platoya ulagmaktadir (Sekil 4.4. - 4.6.). Literatiire gore
protein ekstraksiyonunda ultrason islemi genellikle hiicre duvarim kirdigr ve geri
kazanimu iyilestirdigi icin geleneksel ekstraksiyon yontemi ile birlikte kullanilmaktadir.
Protein ekstraksiyonunun veriminin, ultrasonun gii¢ yogunlugu, sonikasyon siiresi, kati-
¢Oziici orani, sicaklik, c¢oziicli, pH vb. gibi calisma kosullarina bagli oldugu
belirtilmektedir (Ashfaq & Younis, 2021). Chandrapala vd. (2013), Silva vd. (2023),
Martin-Garcia vd. (2019) ile Tang vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismalarda ultrason giiciiniin
protein verimini olumlu yonde etkiledigini raporlamistir. Ultrason etkisinin artmasiyla
olusan kavitasyon hiicre duvarimi pargalayarak proteinlerin ekstraksiyon ortamina
gecisini kolaylastirmistir (Chandrapala vd., 2013; Gorguc vd., 2019; Li vd., 2007; Santos
vd., 2024). Sonikasyon siiresinin uzamasi kiitle transferini artirarak protein verimini
yiikseltmis olabilecegi ongorilmektedir (Li vd., 2021). Ancak asir1 ultrason uygulamasi
ultrason enerjisinin 1s1 enerjisine doniismesine bagli olarak ekstraksiyon verimi {izerine
olumsuz etki edebilmektedir. Bu nedenle ultrasonik islem siiresi uzadikga termal etki

protein denatiirasyonuna ve ¢oziinmezligine yol agmaktadir (Zhang vd., 2019).
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b) 458 Verim (mg/qg)

38375

Verim (mg/g)

€: Ultrason Gileti (W)

21525

A Etanol Derisimi (%)

A: Etanol Derisimi (%)

Sekil 4.5. Alkali ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein geri kazanim
optimizasyonu a) ultrason giicii-alkol derigimi 3D yanit yiizey grafigi ve b) ultrason giicii-
alkol derisimi kontiir ¢izgileri

b) 37 Verim (mg/g)

285

Verim (mg/g)

B: Sonikasyon Siiresi (dk)

A: Etanol Derigimi (%)

Sekil 4.6. Alkali ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein geri kazanim
optimizasyonu a) sonikasyon siiresi-etanol derisimi 3D yanit yiizey grafigi ve b)
sonikasyon siiresi-etanol derisimi kontiir ¢izgileri

4.2. Alkol Cozeltisi ile Ekstraksiyon Basamagmi Toplam Protein Verimi Uzerine

Etkisi

Alkol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamagmin toplam verim iizerine etkisinin
anlasilabilmesi amaciyla ilave bir ekstraksiyon deneyi gerceklestirilmistir. Bu deneyde
etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamagi olmadan, Yyalnizca alkali ekstraksiyon
prosediirii (ayn1 ultrasonik kosullar altinda iki NaOH dongiisii seklinde)
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gerceklestirilmistir. Deney li¢ tekrarli olarak tamamlanmis ve verim degeri 52,284 +
1,467 mg/g olarak hesaplanmistir. Alkali ekstraksiyon basamaklarinin verim degerlerinin
istatistiksel olarak karsilastirmasi, alkol ¢ozeltisi ile 6n islem sonrasinda elde edilen
verimin (59,354 + 1,760 mg/g), yalnizca alkali igeren kontrolden 6nemli 6l¢iide daha
yiiksek oldugunu géstermistir (Welch t-testi, t=5,34; df =~ 4; p<0,01).

Iki asamali (alkol+alkali ¢dzeltisi ile) ekstraksiyon siirecinde toplam protein
verimi 63,010 mg/g olarak hesaplanmistir. Bu durumda alkol ¢6zeltisinin 6n islem olarak
kullanima ile verimin yalnizca alkali ¢6zeltisi kullanilarak yapilan ekstraksiyon siirecine
kiyasla toplamda %?20,5 oraninda arttig1 anlasilmaktadir. Bu artisa iki farkli mekanizma
katkida bulunmaktadir: (i) etanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda dogrudan
alkolde ¢oziinen protein fraksiyonlarin geri kazanimi ile 3,656 mg/g’lik verim artis1 ve
(i1) alkali ekstraksiyon basamaginda etanol kaynakli polarite degisimi ve ultrasonik
kavitasyonun katkisiyla ilave 7,07 mg/g’lik protein geri kazanimi. Bu bulgular bir biitiin
olarak, alkol ¢o6zeltisi ile On-ekstraksiyon basamaginin BMA proteinlerinin ekstrakte
edilebilirlik profilini anlamli Sl¢iide degistirdigini ve genel protein geri kazanimina hem

dogrudan hem de dolayl katkilar sagladigini ortaya koymaktadir.

Literatiirde yer alan ¢alismalarda baskin protein tiirii hordein olan arpadan protein
geri kazanimi i¢in alkol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginin kullanildigr goriilmektedir
(Chin vd., 2022; Wang vd., 2010). Ancak BMA ile yapilan caligmalar incelendiginde
genel olarak alkol c¢ozeltisi basamaginin bulunmadigi, ancak yeni yapilan birkag
calismada alkol c¢ozeltisinin saflagtirict bir 6n islem olarak ekstraksiyon siirecine
eklendigi goriilmektedir. BMA’da alkol ¢ozeltileri genellikle fenolik maddeler veya
lipidler gibi istenmeyen kisimlarin uzaklastirlmasi amaciyla kullanilmistir (Chin vd.,
2024; Negi & Naik, 2017). Kisith sayida g¢alismada diger c¢oziiciiler ile birlikte
kullanilarak protein veriminin artirilmast {izerine aragtirma yapilmistir (Celus vd., 2006;

Chin vd., 2022).

Bu zamana kadar sistematik olarak alkol derisiminin BMA’dan protein geri
kazanim verimi tizerine etkisini arastiran bir ¢alisma gergeklestirilmemistir. Bu ¢alisma
ile alkol ¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginin klasik ekstraksiyon yontemlerinde 6n

islem olarak uygulanmasi ile verimin artirilabilecegi gosterilmistir.
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4.3. Kimyasal Bilesim

Bu c¢alismada hammadde olarak kullanilan BMU ve optimum kosullarda elde
edilen PK 6rneklerinin kimyasal bilesimi kuru madde cinsinden hesaplanmis ve Cizelge
4.6’de verilmistir. Literatiirde yer alan ¢alismalar BMU bilesiminin %15-30 protein, %5-
12 yag, %2-8 kiil, %42-75 karbonhidrattan olustugunu gostermektedir (Hellebois vd.,
2021; Kemppainen vd., 2016; Silva vd., 2023; Yu vd., 2019). Tez ¢alismasinda elde
edilen bulgular literatiir ile uyumlu olmakla birlikte protein miktarinin limit degerlerin alt
sinirina yakin oldugu goriilmektedir. Bu durumun temel nedeni BMA bilesiminde yer
alan farkliliklardan kaynaklanmaktadir. BM A nin kimyasal bilesimi arpa ¢esidine, hasat
zamanina, maltlama ve mayseleme kosullarina, bira yapim siirecine ve bira tiretim
Olgegine bagl olarak degismektedir (Jin vd., 2022; Mussatto vd., 2006; Universa vd.,
2025). Literatiirdeki galismalarda genellikle bira tretiminde kullanilan hammaddeler
belirtilmemektedir. Bu ¢alismada yalnizca g¢esitli maltlarin kullanimut ile tiretilen BMA

kullanilmagtir.

Cizelge 4.6. Bira mayse unu (BMU) ve protein konsantresi (PK) 6rneklerinin bilesimleri

BMU (%) PK (%)
Protein 15,11+ 0,21 34,70+ 0,48
Yag 6,93+ 0,27 9,55+0,76
Kiil 3,12 + 0,07 3,69 + 0,02
Karbonhidrat? 74,84 £ 0,25 52,06 + 0,34

“Sonuglar kuru madde cinsinden verilmistir.
8Fark yontemiyle hesaplanmistir.

Tez caligmasinda optimum kosullarda elde edilen ekstrakt yaklasik olarak %34,7
oraninda protein igcermektedir. Literatiire gore protein acisindan zengin Ornekler,
minimum %28 ve %90 protein icerigine sahip olduklarinda konsantre, minimum %90 ve
lizeri protein icerigine sahip olduklarinda ise izolat olarak siniflandirilmaktadir (Santos
vd., 2024; Silva vd., 2023). Bu nedenle galismada elde edilen protein fraksiyonlari
konsantre olarak tanimlanmistir. Elde edilen bulgular ekstraksiyon siireci ile protein

iceriginin yaklagik 2,3 kat arttigin1 gdstermektedir. Bununla birlikte yag ve kiil oraninda
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da bir miktar artis oldugu, buna karsin karbonhidrat oraninin azaldigi goériilmektedir.
Sonuglar ekstraksiyon isleminin protein derisiminde belirgin bir artig saglandigini ve
diger makro besin bilesenlerinin de kompozisyonlarinin buna bagl olarak degistigini
gostermektedir. Ekstraksiyon siirecinde protein fraksiyonlarinin bilesimleri {iretim
yontemine gore farklilik gdstermektedir. Oregin Silva vd. (2023) farkli pH ve sicaklik
kosullarinda gergeklestirilen alkali ekstraksiyon sonucu elde edilen PK’lerin %32,62 +
0,18 yag, %1,58 + 0,39 kiil, %13,84 + 2,60 karbonhidrat ve %39,30 = 1,40 protein igerdigi
belirlenmigtir. Calismasinda alkali seviyesine gore PK’lerin protein miktarlar1 da
degisiklik gostermistir (Silva vd., 2023). Bunun sebebi NaOH sadece proteinleri degil,
ayni zamanda lifleri (hemiseliiloz ve lignini) kismen ¢6zerek baglarini kirmasidir (Jin vd.,
2018; Niemi vd., 2012; Qing vd., 2017). Santos vd. (2024) tarafindan yapilan bir baska
caligmada ise ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen PK 6rnekleri igin
kimyasal bilesimi %14,48 + 0,31 yag, %3,16 + 0,04 kiil, %57,50 + 1,02 protein ve %24,85
karbonhidrat olarak bulunmustur (Santos vd., 2024).

4.4. In Vitro Protein Sindirilebilirligi

Proteinlerin besin kalitesi, temel amino asit igerigi, protein sindirilebilirligi, net
protein kullanimi, biyolojik degeri ve protein sindirilebilirligi diizeltilmis amino asit
skoru (PDCAAS) gibi kriterler ile degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada BMU ve PK
orneklerinin in vitro protein sindirilebilirlik degerleri BMU i¢in %2,67 £+ 0,07, PK igin
%81,38 + 1,59 olarak bulunmustur. Literatiirde yer alan ¢alismalar BMU 6rneklerinin
diistik sindirilebilirlik degerlerini desteklemekte ve bu durumu yiiksek fenolik madde
igerigi ve diisiik ¢ozintirliik ile iliskilendirmektedir (Devnani vd., 2023). PK i¢in elde
edilen sindirilebilirlik verileri literatiir ile uyum gostermektedir. Ornegin Santos vd.
(2024), ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle BMU’dan elde edilen protein
konsantrelerinin sindirilebilirligini 75,86 + 1,37 olarak raporlamistir. Elde edilen bulgular
alkol cozeltisi ile ekstraksiyon basamaginin sindirilebilirligini olumsuz olarak

etkilemedigini gostermektedir.
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4.5. Tekno-fonksiyonel Ozellikler

Optimum kosullarda ekstrakte edilen PK ve BMU o6rneklerinin temel tekno-
fonksiyonel 6zelliklerini belirlemek amaciyla ¢oziiniirliik, su ve yag tutma kapasitesi,
emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi, kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi ile jellesme

ozellikleri incelenmistir.

4.5.1. Coziiniirliik

Cozuntrliikk, proteinlerin tekno-fonksiyonel 6zelliklerini etkileyen 6nemli bir
unsurdur. Bu ¢alismada ¢oziiniirliik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla pH 7°de nitrojen
¢Oziiniirliik indeksi (NSI, %) belirlenmistir. NSI degerleri protein konsantresi 6rnekleri
icin %27,25 £+ 2,39, BMU ornekleri igin ise %1,13 + 0,16 mg/mL olarak bulunmustur.
BMU igin elde edilen diisiik ¢ozliniirliik degeri literatiir ile uyumludur. Celus vd. (2007)
tarafindan yapilan c¢aligmada, BMU protein ¢oziiniirligiiniin yaklasik %1 oldugu
belirtilmistir.

PK o6rneklerinin ¢oziiniirliik degerinin orta seviyede oldugu goriilmektedir ve
bulgular literatiir ile uyumludur. Ornegin Chin vd. (2024) yaptiklar1 ¢alismada yalnizca
alkali ve yalnizca etanol ¢ozeltisi ile gergeklestirdikleri ekstraksiyon sonucunda elde
ettikleri protein fraksiyonlarinin NSI degerlerini sirast ile %27 ve %18 olarak
raporlamistir. Bu c¢alismada alkali ekstraksiyon yonteminin daha yiiksek ylizey
hidrofobikligine ragmen etanol ekstraksiyon yonteminden daha yiliksek NSI degeri
gosterdigi gortilmektedir. Bu durum, etanol ile ekstraksiyon yonteminde goriilen yiliksek
agregasyonun ¢ozliniirliigii azaltmasiyla iliskilendirilmigtir. Literatiirde yer alan
calismalarda, ultrason uygulamalari ile NSI degerlerinin iyilestigi belirtilmistir (Hu vd.,
2013; Wang vd., 2020; Yu vd., 2019; Zhang vd., 2023).

Bu ¢aligmada PK orneklerinin NSI degerleri, ultrason uygulamasi gerceklestirilen
orneklerin NSI degerlerinden diislik, ancak yalnizca alkali kullanilarak elde edilen
orneklere benzer bulunmustur (Chin vd., 2022; Chin vd., 2024; Connolly vd., 2014;
Karlsen vd., 2022; Zhang vd., 2023). Bu durumun alkol ¢6zeltisinin neden oldugu
agregasyondan kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Alkol ¢ozeltisi ile verim artisi
saglanirken ¢oziinilirliiglin bir miktar azaldigi, ancak hala alkali ¢ozeltisi ile liretilen

orneklere benzer ve kabul edilebilir seviyede oldugu goriilmektedir.
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4.5.2. Su ve Yag Tutma Kapasitesi

Su ve yag tutma kapasitesi, proteinlerin polar ve apolar yan zincir yapilari, protein
veya agregatlarin konformasyonu ile yiizey hidrofobikliginden etkilenmektedir. Su tutma
kapasitesi, proteinlerin suyu tutma fonksiyonu, sisme, ¢Oziniirliik ve jel olusturma
ozellikleriyle iliskili onemli bir parametredir. Yag tutma kapasitesi ise proteinlerin yagi
absorbe etme ve tutabilme yetenegini gostermektedir. Bu iki 6zellik de iiriinlerin tekstiirel
yapist ve genel kalite 6zelliklerinin degerlendirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir

(Zhang vd., 2023).

Calismada Orneklerin su tutma kapasitesi (STK) BMU ve optimum kosullarda
elde edilen PK i¢in sirasiyla 3,89 + 0,19 g/g ve 2,89 + 0,04 g/g bulunmustur. Yag tutma
kapasitesi (YTK) degerleri ise BMU igin 2,25 + 0,04 g/g, PK i¢in 2,10 + 0,04 g/g olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.7.). Calismada BMU o6rneklerinin STK ve YTK degerleri elde
edilen bulgular literatiirdeki calismalar ile uyumludur. Bu ¢aligmalarda BMU nun zengin
lif igeriginin, hidrofilik gruplarin suyu baglama kapasitesini artirdigr ifade edilmistir
(Chin vd., 2024; Kumar vd., 2023; Naibaho & Korzeniowska, 2021).
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Sekil 4.7. Bira mayse unu (BMU) ve protein konsantresi (PK) o6rneklerinin su tutma
kapasitesi (STK) ve yag tutma kapasitesi (YTK) degerleri

PK o6rnekleri icin elde edilen STK degerleri literatiirdeki degerler ile uyumluyken
YTK degerlerinin yalnizca alkali ekstraksiyon uygulanan ¢aligmalara benzer, ultrason
uygulanan c¢aligmalardan ise kismen diislik oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
STK degerleri genellikle 2-5 g/g arasinda; YTK degerleri genellikle 3-5 g/g arasinda
bulunmustur (Chin vd., 2024; Hadinoto vd., 2024; Silva vd., 2023).
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Ultrason uygulamasiin STK ve YTK degerleri iizerinde degisiklige neden oldugu
goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda ultrason uygulamasinin siiresi, siddeti ve sicakligina
bagli olarak STK ve YTK degerlerinin olumlu ya da olumsuz etkilenebildigi
raporlanmistir. Buna gore ultrason uygulamasi bu degerlerin belirli bir ultrason siddet ve
stiresine gore artirmaktadir Resendiz-Vazquez vd. (2017), Li vd. (2021) ve Santos vd.
(2024) STK degerlerinin artmasi ultrasonun olusturdugu kavitasyon etkisinin protein
yapisin1 gevseterek daha fazla polar grubu aciga c¢ikarmasi ve bdylece protein-Su
etkilesimini artirmasiyla agiklamistir. YTK’nin artmasi ise ultrason islemi sirasinda
proteinlerin hidrofobik bdlgelerinin aciga c¢ikmasiyla yag-protein etkilesimlerinin
giiclenmesine baglanmistir (Zhang vd., 2023). Ancak artan siire ve siddet degerleri belirli
bir seviyeden sonra STK ve YTK o6zelliklerinin azalmasina neden olmaktadir. Ultrason
stiresi uzadikga giiclii kavitasyonun etkisiyle ultrason islemiyle olusan kabarcik ¢okmesi
hem hidrofilik hem de hidrofobik gruplarin yapisindaki degisikliklere neden olarak daha
diisik STK ve YTK degerlerine yol agabilmektedir (Zhang vd., 2023).

Bu tez ¢alismasinda PK orneklerine ait YTK degerlerinin ultrason uygulamasina
gore daha diisiik bulunmalarinin nedeni uzun siireli ultrason uygulamasi ile protein
agregasyonlarmin olusmasi ile agiklanabilecegi gibi ilave olarak uygulanan alkol ¢ozeltisi
ile ekstraksiyon basamagindan da kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Etanol,
proteinlerin yapisindaki hidrofobik boélgelerin diizenini degistirebilmekte ve bazi
hidrofobik amino asit gruplarinin yeniden protein i¢ kismina gomiilmesine neden
olabilmektedir. Bu durum proteinlerin yag1 baglayabilecegi aktif bolgelerin azalmasina
yol acarak YTK degerini diisiirebilmektedir.  Ozellikle yiiksek etanol
konsantrasyonlarinda protein ¢okelmesi veya daha kompakt yapi olusturmasi, yag

baglama kapasitesinin azalmasina neden olmaktadir (Li vd., 2021; Tan vd., 2023).

4.5.3. Emiilsifikasyon Ozellikleri

Emiilsifikasyon 6zellikleri proteinin amfifilik yapisi, ¢ozlniirliigi ile su ve yag
tutma kapasiteleri arasindaki etkilesime dayanmaktadir (Wang vd., 2010). Emiilsiyon
aktivitesi, su ve yag gibi karigsmayan fazlarin proteinler araciligiyla homojen bir karisim
(emiilsiyon) olusturma yetenegi olarak tanimlanmaktadir. Emiilsiyon stabilitesi ise,

olusan emiilsiyonun zamanla bozulmadan kararli kalabilme siiresini ifade etmektedir (Li
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vd., 2021; Santos vd., 2024). Emiilsiyon 6zellikleri, ekstraksiyon yontemi, konsantrasyon
ve pH gibi faktorlerle degisiklik gostermektedir.

Tez ¢alismasinda BMU ve PK 6rneklerinin emiilsiyon 6zellikleri 4,7 ve 10 olmak
tizere farkli pH degerlerinde test edilmis ve sonuglar Sekil 4.8’de verilmistir. Her iki
ornek icin en yiiksek emiilsiyon aktivitesi pH 10’da gézlenmis ve BMU i¢in 24,24 + 0,79
m?/g PK igin 24,20 + 1,67 m?/g olarak bulunmustur. En yiiksek emiilsiyon stabilitesi
degerleri BMU i¢in pH 10’da %97,44 + 1,64, PK i¢in pH 4’te %80,69 + 1,52 olarak
bulunmustur. Sonuglar literatiir tarafindan desteklenmektedir; Santos vd. (2024) ile
Connolly vd. (2014) BMA’dan elde ettikleri protein fraksiyonlari i¢in benzer emiilsiyon

aktivitesi ve stabilitesi degerleri raporlamistir.

Emiilsiyon aktivitesi degerlerinin genellikle pH 4’te en diisiik oldugu
goriilmektedir. BMA nin alkali ekstraksiyon ile izoelektrik noktasi Connolly vd. (2013)
tarafindan pH 3,8, Celus vd. (2007) tarafindan ise pH 4 olarak belirlenmistir. Bu durum
diistik emiilsiyon aktivitesi degerlerinin izoelektrik noktaya yakin olan pH degerleri i¢in
elde edildigini godstermektedir. izoelektrik noktada protein ¢oziiniirliigli minimum
olmakta ve bunun tizerindeki pH kosullarinda artmaktadir (Yao vd., 2023). Bu durum
emiilsiyon aktivitesinin de artmasina yol agmaktadir. Ciinkii pH 10’da proteinler daha
acik yapida ve daha negatif yiiklii durumda bulunmaktadir. Bu durum alkali kosullarda
protein esnekligini artirmakta, sonug¢ olarak emiilsiyon olusumunu desteklemektedir.
Buna ek olarak ekstraksiyon siirecinde olusan lif-protein yapisina emiilsiyon stabilitesinin
korunmasina katki saglayabilmektedir (Gundogan & Can Karaca, 2020; Hadinoto vd.,
2024).
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Sekil 4.8. Bira mayse unu (BMU) ve protein konsantresi (PK) 6rneklerinin emiilsiyon
aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi

BMU ornekleri icin elde edilen veriler literatiir ile uyumlu bulunmus, 6zellikle
diisik pH degerlerinde gozlenen diisiik emiilsiyon aktivitesinin bira iiretiminde
uygulanan mayseleme siirecinde ¢oziiniirlilk ve fonksiyonel o6zelliklerin azalmasi ile
iliskili oldugu belirtilmistir (Celus vd., 2007). PK o&rneklerinin emiilsifikasyon
ozelliklerinin ise uygulanan ekstraksiyon prosesi sonucunda iyilestigi goriilmektedir ve
sonuclar yalnizca alkali ¢ozeltisi ile kazanilan protein fraksiyonlar: ile uyumlu
bulunmustur. Ornegin Chin vd. (2022) yapti§1 calismada, pH 8’de emiilsiyon aktivitesi
degerlerini 15-34 m?/g olarak bulmustur. Hadinoto vd. (2024) yaptigi calismada

emiilsiyon aktivtesi degerlerini pH 3-8’de 12-32 mg?/g arasinda hesaplamustir.

Tez calismasinda elde edilen bulgular alkali kosullarda gerceklestirilen literatiir
verilerine benzer olsa da ultrason uygulamasi yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgulara
gore kismen daha diisiik bulunmustur. Li vd. (2021) ultrason destekli alkali ekstraksiyon
yontemiyle gerceklestirdikleri ¢alismada, en yiiksek emiilsiyon stabilitesini %81,62, en
yiiksek emiilsiyon aktivitesini ise 40,44 m?/g olarak rapor etmistir (Li vd., 2021).
Resendiz-Vazquez vd. (2017), farkli ultrason giiglerinin emiilsiyon 6zelliklerini
etkiledigini belirtmis, en yiiksek emiilsiyon aktivitesini pH 10’da %72,97 olarak rapor
etmigtir (Resendiz-Vazquez vd., 2017). Calismada elde edilen emiilsifikasyon
Ozelliklerinin, ultrason uygulamasi yapilan ¢alismalara kiyasla daha diisiik bulunmasinin
alkol cozeltisi ile uygulanan ilave ekstraksiyon basamagi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Etanol ¢ozeltisi proteinlerin daha diisiik ¢oziiniirliige sahip olmasina
neden olmaktadir. Cozlniirlik proteinlerin yag-su ara yilizeyine diflizyonu ile

adsorpsiyonunu dogrudan etkilemektedir. Proteinlerin fenolik bilesiklerle etkilesimi de
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ara ylizeyde yeniden diizenlenmelerini sinirlandirarak emiilsifikasyon 6zellikleri olumsuz
etkileyebilmektedir (Chin vd., 2024). Genel olarak, PK 6rneklerinde gozlenen egilimler
literatiirde bildirilen sonuglarla uyumludur. Bulgular, etanol 6n isleminin protein geri
kazaniminmi1 artirmasina karsin, ultrason destekli yontemlere kiyasla emiilsifiye edici
fonksiyonelligi tam olarak koruyamadigini gostermektedir. Yine de protein

konsantrelerinin, yiiksek emiilsiyon 6zelliklerine sahip oldugu goriilmektedir.

4.5.4. Kopiik Olusturma Ozellikleri

Kopiik olusturma kapasitesi protein c¢oziiniirliigline, hidrofobikligine ve
esnekligine bagliyken, kopiik stabilitesi protein konsantrasyonuna, hidrasyonuna ve
molekiiler etkilesimlerine baghdir (Li vd., 2021). Bu ¢alismada BMU ve optimum
kosullarda tiretilen PK 6rneklerinin kopiik kapasitesi ve stabilitesi degerleri pH 4, 7 ve

10’da belirlenmis, sonuglar Sekil 4.9°te verilmistir.
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Sekil 4.9. Bira mayse unu (BMU) ve protein konsantresi (PK) orneklerinin kopiik
olusturma kapasitesi ve kopiik stabilitesi

Elde edilen bulgular BMU 6rneklerinin kdpiik olusturma kapasitelerinin oldukca
diisik oldugunu, pH 4 ve 7’de stabil kopiik olusumunun ger¢eklesmedigini
gostermektedir. Alkali kosullarda (pH 10) ise bu 6rneklerin smirli bir kopiik olusturma
kapasitesine sahip oldugu (%2,439 + 0,001) bulunmustur. Elde edilen bulgular literatiir
ile uyumludur (Celus vd., 2007; Connolly vd., 2014).

PK orneklerinin kopiik olusturma 6zelliklerinin BMU 6rneklerine kiyasla belirgin

sekilde iyilestigi goriilmektedir. PK kopiik olusturma kapasitesi artan pH ile yiikselerek
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en yiiksek seviyeye pH 10°da (%24,381 + 5,92) ulasmistir. PK’lerin kopiik stabilitesinin
%85 ila %99 arasinda degistigi belirlenmistir. Bu durum kopiik olusturma kapasitesi
ortalama seviyede olsa da olusan kopiigiin oldukca dayanikli oldugunu gostermektedir.
Artan pH degeri ile kopiik olusturma kapasitesinin iyilesmesi daha dnce de raporlanmistir
(Yalgin vd., 2007). Literatiirde yiiksek pH degerlerinin protein ilizerindeki net yiiki
artirdigr ve bunun sonucunda g¢ekici hidrofobik kuvvetlerde azalma meydana geldigi
belirtilmistir. Bu durum protein esnekligini artirarak proteinin hava-su arayiiziine daha

hizli yayilmasin1 ve hava molekiillerini kapsiillemesini saglayabilmektedir (Aluko &
Yada, 1995).

Calismada elde edilen sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Yalnizca alkali ekstraksiyon uygulamasi ile elde edilen protein fraksiyonlarina ait kopiik
olusturma kapasitesi degerlerinin %0,858 ila %14 arasinda degistigi rapor edilmistir. Bu
degerin ultrason uygulamasi gergeklestirilen ¢alismalarda kismen arttigi ve ~%20 ila
%136 arasinda degistigi goriillmektedir (Chin vd., 2022; Hadinoto vd., 2025; Hadinoto
vd., 2024; Li vd., 2021; Paksin vd., 2025; Pang vd., 2024; Santos vd., 2024). Buna goére
bu calismada elde edilen sonuglar yalmizca alkali ekstraksiyon ile elde edile protein
fraksiyonlarinin sonuglarindan bazilarindan daha yiiksek ancak ultrason uygulamasi
gerceklestirilen orneklerden kismen diistiik bulunmustur. Bu durumun, uygulanan ilave
etanol c¢ozeltisi ile ekstraksiyon basamaginda protein ¢oziiniirliigiiniin azalmasina bagh

olarak proteinlerin kopiik arayiizeyindeki yerlesimlerinin etkilenmesine bagli olabilecegi

diistiniilmektedir.

4.5.5. Jellesme Ozellikleri

Bu ¢alismada BMU ve optimum kosullarda tiretilen PK 6rnekleri i¢in %2-20 (a/h)
derisim aralifinda jellesme 6zelligi gozlemlenmemistir. Bu durum literatiirde daha once
de rapor edilmistir ve protein fraksiyonlarinda yer alan lif igerigi, safsizliklar ve proteinler
arasi etkilesimlerin ag olusturacak kuvvette olmamasi ile agiklanmistir (Hellebois vd.,
2021; Jaeger vd., 2023). Ancak Chin vd. (2024) tarafindan yalnizca etanol kullanilarak
gerceklestirilen ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen konsantrelerin %2 gibi diisiik
derisimlerde bile jel olusturabildigi raporlanmigtir. S6z konusu calismada etanolde
¢oziinen fraksiyonun diger fraksiyonlarla karismamis olmasi ve yiiksek safliga sahip
olmasi jellesme 6zelliklerini 1yilestirmistir.
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BOLUM 5

SONUC

Bu calismada, bira mayse atiklarindan protein geri kazanimini artirmak amaciyla
ultrason destekli alkol ¢ozeltisiyle 6n ekstraksiyon ve alkali ¢ozeltisiyle ekstraksiyonun
ardigik olarak uygulandigi bir siire¢ gelistirilmis ve optimize edilmistir. Alkol ¢ozeltisi
ile 6n ekstraksiyon basamaginin siirece eklenmesi, hem etanolde ¢oziinebilen protein
fraksiyonlarinin dogrudan geri kazanilmasini hem de izleyen alkali ekstraksiyonun
etkinliginin artiritlmasini saglamistir. Ardisik ekstraksiyon sonucunda toplam protein geri
kazanimi, yalnizca alkali ekstraksiyon uygulanan siirece kiyasla yaklasik %20,5 oraninda
artmistir. Bu bulgu, etanollii 6n islemin bira mayse atiklarindan protein geri kazaniminda
etkili bir yaklasim oldugunu gostermektedir. Optimum kosullarda elde edilen iiriiniin
protein orani yaklasik %34,7 olarak belirlenmis ve iriin protein konsantresi olarak
degerlendirilmistir. Protein konsantresi yiiksek in vitro protein sindirilebilirligi
gostermistir. Tekno-fonksiyonel o6zellikler bakimindan ise {iriiniin orta diizeyde
coziinlirliige, yiiksek su tutma kapasitesine ve emiilsiyon olusturma yetenegine sahip
oldugu; buna karsilik kopiik olusturma ve jellesme Ozelliklerinin smirli kaldig:
belirlenmistir. Emiilsiyon ve kopiik 6zelliklerinin alkali pH kosullarinda iyilesmesi,
driiniin  kullanim performansinin  gida sisteminin pH degerine baglh olarak
degisebilecegini ortaya koymustur.

Etanollii 6n ekstraksiyon protein geri kazanimini artirmakla birlikte, etanoliin

neden olabilecegi protein agregasyonu firiinlin ¢oziinlirliiglinli ve bazi fonksiyonel

Ozelliklerini  sinirlandirmis  olabilecegi  degerlendirilmistir. Elde edilen protein
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konsantresinin 6zellikle su baglama ve emiilsiyon olusturma 6zelliklerinin dnemli oldugu
soslar, emilsifiye {riinler ve firincilik drlinleri gibi gida formiilasyonlarinda

degerlendirilme potansiyeli bulunmaktadir.

Sonug olarak, gelistirilen ardisik ekstraksiyon yaklasimi bira mayse atiklarmin
katma degerli bir protein kaynagina doniistiiriilmesi agisindan umut verici bir yontem
sunmaktadir. Bu yaklasim, bira endiistrisi yan {riinlerinin siirdiiriilebilir bigimde
degerlendirilmesine ve alternatif protein bilesenlerinin  gelistirilmesine  katki
saglayabilecegi diisliniilmektedir. Gelecekte yapilacak ¢aligmalarda siirecin pilot dlgekte
uygulanabilirliginin, etanoliin geri kazanilarak yeniden kullaniminin, proses
maliyetlerinin ve c¢evresel etkilerinin incelenmesi Onerilmektedir. Ayrica protein
konsantresinin gercek gida formiilasyonlarindaki performansinin, duyusal 6zelliklerinin,
amino asit bilesiminin ve depolama stabilitesinin arastirilmasi {riiniin endiistriyel

kullanim potansiyelinin daha kapsamli bigimde degerlendirilmesini saglayacaktir.
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